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INTRODUCTION GENERALE







27 ans ! C’est en moyenne le temps que chacun d’entre nous aura passé au cours de sa vie a dormir.

Nous consacrons donc un tiers de notre vie a cette « activité » qu’est le sommeil et ce, sans savoir
exactement ni pourquoi, ni comment.

Dans L’lliade, Homére décrit « le sommeil et la mort, [comme] deux jumeaux », reflétant ainsi la
croyance populaire puisque dans la mythologie grecque, Hypnos, dieu du sommeil, et Thanatos, dieu de la
mort, sont fréres et constituent deux présentations de la méme condition du soi. Dans 1’Odyssée, le sommeil
d’Ulysse est pour lui une expérience terrible, « semblable a la mort », ou il y endure assauts des dieux, crises
profondes et voyages dans le temps et dans I’espace. Le sommeil était donc per¢u dans 1’antiquité comme un
état passif, certes peuplé de réves, mais dont la seule fonction était la récupération physique et psychique des
efforts fournis durant la journée écoulée.

Cette conception passive du sommeil, qui nous apparait aujourd’hui comme archaique, n’en est pas
moins restée la seule explication jusque dans les années 1950 et ’avenement de la polygraphie (technique
permettant 1’enregistrement simultané des activités cérébrale, musculaire, cardiaques, etc.). En effet,
I”électroencéphalographie (ou EEG), permettant 1’enregistrement de I’activité cérébrale, a été inventé dans
les années 1920 par le physiologiste allemand Hans Berger et il aura fallu attendre les années 1950 pour que
I’EEG se développe et se répande dans la pratique médicale courante. L’application au sommeil de ce nouvel
outil allait alors faire voler en éclat les croyances populaires : le sommeil n’est un phénoméne ni uniforme, ni
passif.

En effet, en 1957 a Chicago, un trio composé de Nathaniel Kleitman, Eugen Aserinsky et William
Dement ont mis en évidence chez I’homme 1’existence d’un troisiéme état de vigilance distinct de 1’éveil et
du sommeil lent. Ce sommeil profond, qui survient de maniére périodique au cours du sommeil, est
caractérisé par une activité corticale intense, une profonde atonie musculaire et des saccades oculaires
rapides. Cette dernicre caractéristique lui vaudra I’appellation de REM sleep (pour Rapide Eye Mouvement
Sleep) dans la communauté Américaine. En France, on lui préfere la terminologie de Sommeil Paradoxal
(SP) suite a sa découverte chez le chat par Michel Jouvet en 1959. Cette appellation fait référence au
paradoxe observé durant cet état : une activité cérébrale similaire a celle de 1’éveil associée a une atonie
musculaire quasi totale.

Depuis sa découverte il y a plus de 60 ans, le sommeil paradoxal a été la source d’innombrables
travaux visant a ¢lucider tant son origine que sa fonction. En effet, comment ne pas le considérer comme
primordial si ’on en juge par sa phylogénie : apparu il y a 150 millions d’années il est présent chez
quasiment tous les homéothermes. La sélection naturelle, moteur de 1’évolution, ayant plutdt tendance a
contre sélectionner les adaptations « inutiles », aurait sans doute conduit a la disparition de ce stade si celui-
ci n’avait pas une certaine utilité. Si I’étude du rdle physiologique du sommeil paradoxal a connu un essor
considérable au cours de la derniére décennie, 1’étude des mécanismes responsable de sa mise en place a
commencé dés sa découverte. De plus, la découverte plus récente de pathologies associées au sommeil, et
plus particulierement au sommeil paradoxal, comme la narcolepsie ou les troubles comportementaux en
sommeil paradoxal (ou RBD pour REM sleep Behaviour Disorders), leur association parfois forte avec des
maladies neurodégénératives, a sans aucun doute relancé la nécessité de comprendre les mécanismes sous
tendant la mise en place du sommeil paradoxal.

Comme tout domaine de recherche, celui de la genése du sommeil paradoxal ne fait pas exception et
n’échappe pas aux divergences d’opinion et aux controverses. Malgré tout, un modele global et accepté de
tous a pu émerger : la survenue du sommeil paradoxal serait la résultante de I’activation de populations
neuronales dites exécutives avec I’arrét concomitant d’autres populations dites permissives. Ces dernicres
seraient en effet responsables de 1’inhibition des systémes exécuteurs durant 1’éveil et le sommeil lent. Leur
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arrét faciliterait ainsi 1’activation des structures exécutives permettant ainsi l’apparition du sommeil
paradoxal. Malgré ce modele général, notre connaissance de 1’ensemble de ces réseaux reste parcellaire et
insuffisant, que ce soit a visée scientifique ou thérapeutique.

C’est dans I’optique d’une meilleure compréhension des mécanismes neuronaux régulant cet état si
particulier que s’inscrivent les travaux présentés dans ce manuscrit. Pour cela, nous avons couplé plusieurs
techniques regroupées sous le terme générique de « neuroanatomie fonctionnelle » : tracage de voies
nerveuses ; neuroimagerie fonctionnelle a I’aide du marqueur d’activation neuronal c-FOS ; modulation des
quantités de sommeil paradoxal ; identification de la nature neurochimique des cellules (par hybridation in
situ ou immunomarquage de marqueurs spécifiques d’un type cellulaire) ; pharmacologie intratissulaire a
I’aide de canules et effet sur le cycle veille-sommeil.

L’ensemble de ces travaux avait deux grands objectifs : confirmer la nature neurochimique de
certaines populations neuronales clefs dans la genése du sommeil paradoxal ; et parfaire notre connaissance
des interactions existantes entre les diverses populations impliquées dans la régulation du cycle veille-
sommeil.
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CHAPITRE 1 - Etats de vigilance, fonctions et

pathologies associées au sommeil paradoxal

Tous les étres vivants présents a la surface du globe sont soumis au cycle jour/nuit et alternent entre

un état actif, durant lequel ils interagissent avec leur environnement, et une phase d’inactivité. Cette derniere
est généralement associée a une baisse de la perception environnementale et au repos.
Ce stade d’inactivité a également été associé au sommeil chez une grande quantité d’espéces, notamment
chez tous les vertébrés supérieurs. Depuis quelques années, la mise en évidence d’un stade de « sommeil »
chez des especes dites « inférieures » tend a démontrer que le sommeil n’est pas 1’apanage des seuls animaux
dits « évolués » mais serait bien une caractéristique commune a tous les étre vivants. En particulier, la
présence d’une phase de « sommeil » a pu étre mise en évidence chez la Blatte (Leucophea maderae), la
Drosophile (Drosophila melanogaster), le Poisson ze¢bre (Danio rerio) et le Ver (Caenorhabditis elegans)
(Zimmerman et al., 2008). En effet, le sommeil se caractérise par : une posture comportementale spécifique ;
une augmentation de 1’intensité des stimuli nécessaires a I’induction de 1’éveil ; un passage rapide entre les
états de « sommeil » et d’éveil ; la présence d’un phénoméne d’homéostasie ; et enfin, une interaction avec le
cycle circadien. Le Tableau 1 récapitule, pour le Ver, Poisson zeébre et la Drosophile, la présence de ces
signes distinctifs menant a la conclusion de I’existence d’un état « de type sommeil » chez ces especes.

Si le sommeil apparait donc comme un bien commun a de trés nombreuses espéces, la présence d’ un
second type de sommeil n’a été reportée que tardivement et ce, uniquement chez les homéothermes : il s’agit
du sommeil paradoxal (SP). La découverte de ce troisiéme état (voir introduction générale), en plus de 1’éveil
(Ev) et du sommeil, a complexifié¢ le cycle veille-sommeil que 1’on pensait connaitre. En effet, la
polygraphie, technique d’enregistrement synchronisé de 1’électroencéphalogramme (EEG) et de
I’électromyogramme (EMG), mais aussi de nombreux autres paramétres physiologiques tels que
I’électrooculogramme (EOG), les rythmes cardiaque et respiratoire, la température corporelle, etc., permet de
distinguer de maniere claire Ev, sommeil lent (SL) et SP.

Dans ce premier chapitre, nous nous attacherons tout d’abord & préciser les caractéristiques de
chacun de ces trois états. Si le chat a été¢ le modele animal historique pour 1’étude du cycle veille-sommeil, il
a depuis plusieurs année ¢été progressivement remplacé par 1’utilisation du rat et de la souris, et ce pour des
raisons autant financiéres (colt moindre des modéles murins) que techniques (possibilités d’utilisations des
techniques actuelles de biologie moléculaire, transgénése, séquencage, etc.). Pour cette raison, et puisque
cette étude est réalisée chez le rat, nous décrirons ici principalement le cycle veille-sommeil de cet animal.
Toutefois, des références au chat pourront y étre apportées en y faisant explicitement référence.

Les deuxiéme et troisiéme parties de ce chapitre seront ensuite consacrées aux fonctions aujourd’hui
attribuées au SP ainsi qu’aux pathologies associces a cet état.

Model organism Behavioral criterion for sleep
Species-specific posture Increased Quick Homeostasis Interaction with
arousal reversibility circadian clock
Caenorhabditis elegans (worm) x X X x
Drosophila melanogaster (fruitfly) x x x x x
Danio rerio (zebrafish) X x x x x

Tableau I.1 : Existence d'un état de sommeil chez trois organismes modeéles non mammiféres
La croix (x) indique que la présence de ce caractére comportemental a été démontré chez I'espéce concernée.

D'aprés Zimmerman et al., 2008.



I.1 — Phénoménologie des états de vigilance

Si de nombreux paramétres physiologiques varient en fonction du cycle veille-sommeil, il est
possible de distinguer I’Ev, le SL et le SP par 1’analyse simultanée des seuls EEG et EMG. Toutefois, il est
important de remarquer que pour certaines pathologies pouvant affecter un ou plusieurs de ces parameétres
(voir partie 1.3), le recours a I’analyse de données supplémentaires est indispensable pour la détermination
de I’état du sujet. C’est pourquoi nous ne limiterons pas notre caractérisation des états de vigilance aux seuls
EEG et EMG.

I.1.1 — L’éveil

L’éveil est la phase du cycle veille-sommeil pendant lequel 1’animal va interagir avec son
environnement, que ce soit pour s’alimenter, explorer son environnement, se reproduire, se déplacer, etc.
L’animal est donc actif, attentif aux stimuli environnementaux et a les yeux ouverts.

Au niveau de I’EMG, les enregistrements indiquent la présence d’un tonus musculaire important,
variable en fonction de ’activité comportementale de I’animal. En effet, une augmentation de la locomotion
de I’animal se traduira par une augmentation d’événements phasiques de forte amplitude correspondants aux
contractions des muscles enregistrés (Figure I.1A). Au niveau de I’EEG, on parle d’un d’état « activé » :
I’activité corticale est rapide, désynchronisée et de faible amplitude. L’analyse du spectre de fréquence de
I’EEG de I’éveil révele la présence d’ondes rapides de type béta (20-30 Hz) et gamma (50-60 Hz). De plus,
des ondes de type théta (5-10 Hz) sont également présentes. Ces ondes ont une origine hippocampique, mais
du fait de I’importance de I’hippocampe chez le rat, ce sont ces ondes théta qui sont majoritairement
retrouvées au niveau de I’EEG de surface (Figure L.1B). De plus la fréquence de ces ondes théta peut
légerement varier en fonction du comportement de I’animal. En effet, lors d’un éveil calme, ce rythme théta
oscille autour de 5-6,5 Hz alors qu’il peut atteindre 7-8 Hz au cours d’un éveil actif (exploration ou
apprentissage par exemple) (Vyazovskiy and Tobler, 2005).

Concernant I’EOG, I’activité des muscles oculaires est importante et traduit les saccades oculaires
permanentes ayant lieu durant 1’éveil. Les fréquences cardiaques et respiratoires sont élevées (rapportées a
celle observées en SL) et augmentent en fonction de I’activité motrice et/ou émotionnelle de 1’animal. La
température corporelle est au contraire trés stable et est régulée autours de 38°C.

I.1.2 — Le sommeil lent

Chez I’homme, on décompose classiquement le SL en 4 stades qui reflétent la profondeur du
sommeil. On parle ainsi de maniere commune de sommeil lent léger (stades I et II), et de sommeil lent
profond (stades III et IV). Chez le chat, seuls 2 stades sont encore distingués alors que chez le rat, animal
d’étude de cette thése, un seul stade de SL est généralement décrit.

Chez le rat, la transition entre 1’éveil et le SL est extrémement courte et ne dure que quelques
secondes. L’animal adopte une position en boule caractéristique, s’immobilise et ferme les yeux. Sa
sensibilité a I’environnement qui I’entoure diminue au fur et a mesure qu’il sombre dans un sommeil de plus
en plus profond. De méme, ses températures corporelle et cérébrale ainsi que ses rythmes cardiaque et
ventilatoire diminuent (ses derniers deviennent également plus réguliers). Sa position stéréotypée en boule,
sur le ventre, la téte ramenée contre son thorax peut cependant varier en fonction de la température ambiante
lui permettant ainsi de réguler sa température interne (Valatx ef al., 1973). Au niveau de '’EMG, cette
position se traduit par une diminution de I’activité musculaire enregistrée et I’absence de phénomeénes
phasiques (Figure I.1A). Tout comme I’EMG, I’EOG ne montre aucune activité.



L’EEG est lui dit synchronisé, c'est-a-dire qu’il présente majoritairement des ondes lentes de grande
amplitude. Ces ondes lentes prédominantes sont comprises entre 0,5 et 4 Hz et appartiennent a la gamme
delta. Superposées a ce rythme delta, des ondes sigma plus rapides (10-14 Hz), aussi appelées fuseaux, sont
également présentes (Figure I.1). La puissance des ondes delta, aussi appelé SWA (pour Slow Wave
Activity), est un marqueur de I’homéostasie du sommeil puisque I’amplitude de ces ondes lentes dépend de
I’intensité et la durée de I’éveil précédent la phase de sommeil (Tobler and Borbely, 1986; Vyazovskiy et al.,
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Figure 1.1: Caractérisation polygraphique des états de vigilance chez le rat

(A) Tracés électromyographique (EMG) et électroencéphalographique (EEG) enregistrés chez le rat durant
I'éveil, le sommeil lent et le sommeil paradoxal. L'EEG a été enregistré au niveau du cortex pariétal.

(B) Caractérisation de I'activité EEG de I'éveil, du sommeil lent et du sommeil paradoxal, au niveau du cortex
pariétal a l'aide d'un spectre de puissance.
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2007).

I.1.3 — Le sommeil paradoxal

Le sommeil paradoxal (SP), qui ne représente que 10 % de la phase claire et 5 % de la phase sombre,
survient toujours aprés une phase de SL. Le passage direct de I’éveil au SP n’existe pas en conditions
physiologiques normales mais peut survenir dans certaines conditions pathologiques (voir partie 1.3).
Contrairement au SL, le SP s’accompagne d’une augmentation du seuil d’éveil, de la température cérébrale
ainsi que de la fréquence respiratoire qui devient irréguliére. La fréquence cardiaque devient également
irréguliere : elle peut subir de fortes accélérations tout en étant, majoritairement, ralentie. Au niveau EEG et
EMG, le SP se caractérise par la concomitance de phénomeénes toniques, présents tout au long du stade, et de
phénomenes phasiques, survenant de fagon discontinue.

I.1.3.a — Les phénoménes toniques

Si I’on excepte les muscles ventilatoires, cardiaque, et oculaires, la quasi-totalité des muscles striés
squelettiques présentent une compléte absence d’activité, aussi appelé atonie musculaire, ce qui se
caractérise par un EMG plat (Figure 1.1A).

L’EEG ressemble lui a celui de I’éveil. Toutefois, il se distingue de ce dernier par la présence
prédominante d’ondes theta (4-8 Hz) d’amplitude plus importante comme illustré par la Figure I.1. Des
ondes rapides de type gamma (30-40 Hz) sont également présentes.

Cette association entre un relachement musculaire complet, signe de repos, et une activité cérébrale
intense proche de celle observée durant 1’éveil a été a 1’origine de la dénomination de « sommeil paradoxal »
donnée par Michel Jouvet lors de la découverte de cet état chez le chat (Jouvet and Michel, 1959; Jouvet et
al., 1959).

1.1.3.b — Les phénoménes phasiques

Superposés a cette atonie musculaire « généralisée », deux types de mouvements sont observables au
cours du SP. Tout d’abord, des mouvements brefs peuvent parcourir les extrémités des membres (doigts) et
de la face (vibrisses, oreilles). On parle alors de twitch (tremblements). De plus, I’EOG présente une activité
en bouffées, signe de la présence de mouvements oculaires rapides sous les paupiceres fermées. Chez le chat,
ces mouvements rapides sont concomitant avec 1’apparition de pointes PGO, phénoméne électrique prenant
naissance au niveau du pont et se propageant jusqu’au cortex occipital via les corps genouillés. Ces pointes
PGO ont été supposées jouer un réle dans ’activité onirique. Toutefois, elles n’ont été retrouvées ni chez
I’homme ni chez le rat.

La présence de saccades oculaires durant cet état a amené les anglo-saxons a préférer le terme de
REM sleep, pour « rapid eye mouvement sleep », suite a cette dénomination par Aserinsky et Kleitman lors
de sa découverte chez ’Homme (Aserinsky and Kleitman, 1953).
Enfin, des érections péniennes surviennent également durant ce stade. Ces érections se produisent de maniere
aléatoire, sans corrélation temporelle avec les autres phénomenes phasiques (Schmidt ez al., 1994).

Si chez le rat, comme chez tout autre mammiferes, chaque état (Ev, SL et SP) peut étre facilement
distinguable des 2 autres par une combinaison de caractéristiques bien précises, la survenue de tel ou tel état
n’apparait pas de manicre stochastique. En effet, la répartition et I’apparition du sommeil au cours de la
journée est un phénoméne relativement bien conservé d’un individu a un autre: c’est le cycle veille-
sommeil.
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I.1.4 — L’organisation du cycle veille-sommeil chez le rat

Tout comme de nombreux processus comportementaux et physiologiques qui varient de maniére

circadienne, le cycle veille-sommeil n’échappe pas a cette régle. Cependant, la fréquence du rythme veille-
sommeil chez le rongeur étant bien inférieure a 24H (puisqu’il effectue de trés nombreux cycles au cours
d’une seule journée), on parle alors de rythme ultradien.
Le rat étant un animal nocturne, 1’éveil représente pres de 65 % de la phase sombre et moins de 30 % de la
phase claire. Au contraire, 60 % de la phase claire est dédiée au SL alors que ce stade ne représente que 30 %
de la phase sombre. Le SP compte lui respectivement pour 10 % et 5 % des phases claires et sombres. Cette
nette différence de comportement entre nuit et jour traduit bien I’existence d’un rythme circadien
chapeautant le cycle veille-sommeil.

Au cours de ces cycles, I’alternance entre les trois états de vigilance se fait de maniére ordonnée.
Comme nous 1’avons déja mentionné, le SP n’apparait jamais directement aprés une phase d’éveil : il suit
obligatoirement une phase de SL. De plus, une phase de SP est toujours suivie d’un éveil. Celui-ci peut étre
extrémement cours, on parlera alors de micro-réveil.

Au cours de la journée, chez le rat, une phase de SP apparait toutes les 10 minutes environ et dure en
moyenne 1,5 minute. La Figure 1.2 montre un hypnogramme de rat sur 24h. Un hypnogramme représente
I’alternance des états de vigilance au cours du temps.

1.2 — Les fonctions du sommeil paradoxal

Si les fonctions de I’éveil sont relativement faciles a déterminer (alimentation, reproduction,
déplacement, etc.), celles du sommeil restent encore a clarifier. En tout état de cause, celles-ci sont
primordiales puisqu’une privation de sommeil entraine la mort d’un individu plus rapidement qu’une
privation de nourriture, et que toute privation de celui-ci entraine, de manicre automatique, 1’existence d’une
dette de sommeil qui sera récupérée en grande partie lors des épisodes de sommeil successifs.

S’il apparait clairement que le sommeil a un impact bénéfique sur la sensation de repos du corps et
du cerveau, ses fonctions supposées sont nombreuses, et la contribution respective du SL et du SP pour
certaines de ces fonctions fait toujours débat au sein de la communauté scientifique. Parmi les nombreuses
fonctions liées au sommeil se trouvent : la récupération physique, 1’économie d’énergie(Berger and Phillips,
1995), la croissance (production de 1’hormone de croissance durant le sommeil), la réparation cellulaire
(corrélations entre taille de I’animal, activité métabolique et quantité de sommeil) (Adam and Oswald, 1977),
la maturation du cerveau, 1’apprentissage etc...

SP 4

Ev 3 LI ] ma UL L e

08 h 10h 12h 14 h 16 h 18 h 20h 22h 00 h 02h 04 h 06 h 08 h
Heure de la journée

Figure 1.2 : Hypnogramme de rat sur 24h

Un hypnogramme montre l'alternance entre les différents états de vigilance au cours du temps. Celui-ci est
représenté sur 24 h en fonction de 1'heure de la journée. Le fond grisé correspond a la phase sombre. SP,
sommeil paradoxal; SL, sommeil lent; Ev, éveil.
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Ne pouvant étre exhaustifs, nous traiterons plus spécifiquement de certaines fonctions associées au
SP puisque le SP est, en lui-méme, tout aussi indispensable que le sommeil en général, une privation
sélective de SP étant Iétale au bout de deux a trois semaines (Rechtschaffen ef al., 1989; Rechtschaffen and
Bergmann, 2002).

I.2.1 — L’activité onirique du sommeil paradoxal : gardien de la conscience et de
Pinstinct

Méme si les réves ont de tous temps été associés au sommeil, ils sont, depuis la découverte du SP,

plus fortement associés a cet état. En effet, dés sa découverte chez ’homme dans les années 1950, Aserinsky
et Kleitman associent déja SP et activité onirique. En réveillant leurs patients durant leur sommeil, ils
rapportent qu’un réveil durant une phase de SP est presque toujours associé¢ a un rappel de réve (dans 80 %
des cas), alors que si le réveil a lieu durant du SL, il n’est que trés rarement associé a un réve (dans 7 %des
cas) (Aserinsky and Kleitman, 1953; Dement and Kleitman, 1957). Depuis, de nombreux autres arguments
sont venus renforcer ce lien entre réves et SP.
Chez I’Humain, 1’analyse fine des souvenirs obtenus lors de réveils forcés durant le SL ou le SP a confirmé
que D’activité onirique a principalement lieu durant le SP (Jouvet, 1979). De plus, chez les chats dont les
centres nerveux contrdlant I’atonie du SP ont été 1ésés, les comportements oniriques ne sont observables que
durant le SP (Sastre and Jouvet, 1979). Enfin, la découverte récente chez I’Homme des troubles
comportementaux associés au SP (ou RBD pour REM sleep Behaviour Disorders) (voir partie 1.3) a
également renforcé le lien entre SP et réves puisque les comportements oniriques ne surviennent qu’en SP et
sont toujours accompagnés de réves.

Bien que le lien entre SP et activité onirique ne soit plus & démontrer, la question du réle des réves,
et donc du SP, n’est pas pour autant résolue et il est nécessaire de faire appel a la psychologie et ou a la
psychanalyse pour tenter d’y trouver une réponse. Une des explications possible est que le réve servirait a
« ’élimination de pensées étouffées dans [’ceuf » (d’aprés Robert), hypothése reprise par Freud. Ce dernier
définissait le réve comme « un gardien du sommeil qui empéche l'intrusion de désirs non déguisés et
inacceptables dans le systeme conscient ». Le réve serait alors I’expression de certains désirs et passions
refoulées par la conscience durant 1’éveil et ressurgissant durant le SP sous forme imaginaire acceptable par
notre conscience.

L’analyse des réves chez ’Homme a permis I’émergence de cette théorie de I’inconscient, mais cette

approche est impossible chez I’animal et ne peut donc venir en appui de cette théorie. Toutefois I’analyse de
comportements oniriques chez 1’animal a pu étre réalisée chez le chat notamment et a permis I’expression
d’une autre théorie quand a la fonction des réves.
Cette seconde théorie a notamment été développée a Lyon suite a des expériences de Iésions bilatérales du
locus coeruleus alpha (LCa) chez le chat. Cette 1ésion bilatérale a pour effet une suppression de 1’atonie
musculaire normalement observée durant le SP et I’expression de comportements oniriques stéréotypés
(Sastre and Jouvet, 1979). Durant le SP, ces animaux présentent des comportements d’exploration, d’attaque
ou de fuite (Figure 1.3). Pour Jouvet, le SP servirait donc a I’expression périodique de ces comportements
instinctifs, permettant ainsi leur conservation durant la totalit¢ de la vie de I’individu. Cette théorie est
soutenue par ’observation qu’un écureuil adulte élevé en isolement total exprime le méme comportement
d’enfouissement que I’écureuil sauvage lorsqu’on lui donne des noisettes (Jouvet, 1979). De méme, un rat
naif, élevé en cage toute sa vie, exprimera une réaction de peur lorsqu’il sera mis en présence d’odeur de
renard, prédateur naturel des rongeurs (Dielenberg and McGregor, 2001).

Ces données soutiennent donc 1’hypothese, selon laquelle le SP permettrait, en rejouant des
comportements stéréotypés, d’assurer la pérennité de I’instinct chez les individus d’une méme espece.
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Toutefois, cette théorie se heurte a quelques points. Tout d’abord, les poikilothermes (animaux a sang froid)
présentent de nombreux comportements innés tout en étant dépourvus de SP. De méme, certains
comportements innés n’ont jamais été observés chez ces chats 1ésés. L’absence de comportements sexuels en
est I’'une des meilleures illustrations (Sastre and Jouvet, 1979).

11 est enfin important de noter que ces deux fonctions supposées du SP ne sont pas exclusives.

1.2.2 — Sommeil paradoxal et maturation cérébrale

L’idée que le SP pourrait jouer un réle dans la maturation cérébrale est une idée datant des années

Figure 1.3 : Chat sans atonie musculaire au cours du SP présentant des comportements oniriques.

Ces photographies ont été prises lors d'une phase de SP chez chat dont le périLC-alpha, région contrélant
I'atonie musculaire lors de cet état, a été 1ésé. L'animal présente un comportement d'attaque : il s'élance et
donne des coups de pattes dans l'espace. D'apres Sastre et Jouvet 1979.
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1960. Cette hypothése trouve naturellement son origine lorsque I’on considere 1’évolution des quantités de
SP au cours du développement en fonction des espéces.

Au cours du développement pré et post natal, le feetus, et/ou le jeune, présente(nt) différents états d’activité.
Chez les mammiféres, sans rentrer dans les détails de leur dénomination, de leurs caractéristiques et des
controverses, ’existence de trois états distincts pouvant étre comparés a I’éveil, au SL et au SP est
généralement admise (Frank and Heller, 2003; Valatx, 2004).

La Figure I.4A montre I’évolution des quantités d’éveil, de SL et de SP durant le premier mois post-natal
ainsi que chez I’adulte chez trois espéces de mammiféres (rat, chat et cobaye). Chez le rat, le jeune nait tres
immature et passe pres de 70 % de son temps en SP durant ses 10 premiers jours de vie. Cette proportion
diminuera ensuite pour atteindre les proportions adultes au bout d’un mois environ. A 1’opposé, le cobaye
nait quasiment mature (il ne dépend de sa mere que pour s’alimenter) et passe moins de 10 % de son temps
en SP aprés sa naissance. De plus, le rythme veille-sommeil du jeune cobaye est comparable a celui de
I’adulte. Le chat se situe lui entre ces deux espéces, tant du point de vue de la maturation du jeune a la
naissance que des quantités de SP. Chez les mammiferes, les jeunes immatures, comme les feetus, présentent
donc de grandes quantités de SP (Roffwarg et al., 1966; Jouvet-Mounier and Astic, 1968; Jouvet, 1980).
Cette association est particulicrement bien mise en évidence a plus grande échelle comme le montre la
Figure 1.4B qui correle degré de maturité a la naissance et quantité de SP chez 1’adulte.

Le SP serait donc un état propice au développement cérébral et a 1’établissement de connections
neuronales fonctionnelles. En effet, le SP s’accompagne d’un accroissement de I’activité neuronale
permettant ainsi le renforcement des connections synaptiques. Cette théorie est soutenue par le fait que
I’altération du SP durant la phase critique du développement du systéme visuel entraine, chez I’adulte, une
altération de la vision (Davenne et al., 1989; Shaffery et al., 1998; Frank et al., 2001).

1.2.3 — Sommeil paradoxal et neurogeneése

Comme nous ’avons évoqué plus haut, I’apparition phylogénétique du SP est concomitante de celle
de ’homéothermie. Or, le « passage » a ’homéothermie s’est également accompagné d’une diminution
drastique de la neurogenése postnatale. Alors que les amphibiens, reptiles et autres poissons présentent une
neurogenése continue assurant une croissance cérébrale post natale constante, celle des mammiféres est
extrémement réduite et se limite au bulbe olfactif, au gyrus denté de I’hippocampe et a la zone sous-
ventriculaire (Gross, 2000)). De plus, ces neurones néoformés ne représentent chez les mammiféres qu’une
infime partie de I’ensemble des neurones cérébraux. Cette coincidence entre apparition du SP et diminution
de la neurogenése soutient donc I’hypothése que le SP optimiserait la neurogenése chez 1’adulte en régulant
la prolifération, la migration et la différenciation des « quelques » neurones néoformés. Cette théorie est
soutenue par des travaux qui montrent qu’une privation de SP, comme de sommeil total, altére la
neurogenese dans 1’hippocampe de rats adultes (Guzman-Marin et al., 2005; Guzman-Marin et al., 2008). De
plus, une privation de SP altére I’apprentissage dans des tiaches dépendantes de 1’hippocampe, taches
connues pour faciliter la survie des neurones hippocampiques néoformés (Smith and Rose, 1996).

Le role du SP dans la neurogenése est donc a rapprocher de son role dans la maturation cérébrale puisque le
développement et la maturation du cerveau s’accompagnent d une neurogenese importante.

L’implication du SP dans la formation et la maturation de nouveaux neurones laisse donc présager
un rdle important du SP dans les phénoménes de mémorisation. En effet, il est maintenant bien établi que
I’altération de la neurogenese chez le rongeur entraine une diminution des capacités mnésiques (Shors et al.,
2001; Saxe et al., 20006).
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Figure 1.4: Sommeil paradoxal et maturation cérébrale

(A) Evolution, en pourcentage, des états de vigilance chez le raton, le chaton et le jeune cobaye durant le
premier mois post-apprentissage (a gauche) ainsi que chez les adultes respectifs (a droite). D'aprés Jouvet-
Mounier et al.1970.

(B) Relation entre maturité cérébrale a la naissance et quantité journaliére de SP chez l'adulte. Le degré de
maturité a la naissance est estimé par le pourcentage du poids du cerveau du nouveau né par apport au poids
du cerveau adulte. D'aprés Zepelin, 2000.
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1.2.4 — Sommeil paradoxal et apprentissage

L’importance du sommeil dans la consolidation mnésique est un fait bien connu du grand public
mais également de la communauté scientifique. En effet, de nombreuses études menées chez 1’humain et
chez le rongeur démontrent un réle critique du sommeil dans les phénomeénes d’apprentissage en permettant
notamment la ré-expression, dans 1’hippocampe et durant le sommeil, d’informations récemment acquises et
permettant ainsi leur consolidation (Wilson and McNaughton, 1994; Louie and Wilson, 2001).

Chez le rat, une augmentation de SP est observée aprés exposition a un nouvel environnement enrichi
(Gutwein and Fishbein, 1980), mais également apres certaines tdches comportementales (Smith, 1985;
Hennevin et al., 1995). De plus, une privation du SP suivant cet apprentissage altére les performances lors
des tests de rappels (Smith, 1985; Hennevin et al., 1995; Smith and Rose, 1996; Graves et al., 2003;
McDermott et al., 2003).

Si le SP post-apprentissage semble donc important pour les processus de mémorisation, le SP pré-
apprentissage 1’est tout autant puisque sa suppression entraine également des déficits de mémorisation
(Gruart-Masso et al., 1995).

Au niveau électrophysiologique, les patrons d’activation spatio-temporels de cellules de lieu de
I’hippocampe observés durant un apprentissage spatial sont rejoués durant le SP qui suit [’apprentissage
(Louie and Wilson, 2001). Chez I’homme, Maquet et al. ont également pu mettre en évidence grace a des
techniques d’imagerie cérébrale que les aires cérébrales activés lors d’un apprentissage procédural se
réactivent lors du SP qui suit (Maquet et al., 2000).

Enfin, de nombreux travaux démontrent un réle majeur du SP dans les processus cellulaires et
moléculaire de consolidation mnésique (Maquet, 2001; Gais and Born, 2004). En particulier, le SP facilite
I’établissement de la potentialisation a long terme (ou LTP pour long term potentiation), modele cellulaire de
la mémoire internationalement reconnu (McDermott ef al.,, 2003; Ravassard et al., 2009). Le SP est
également un état favorable a I’expression de nombreux facteurs de plasticité (Ribeiro et al., 2002; Clément
et al., 2010; Renouard ef al., 2010) qui permettent une modification des connections synaptiques et donc la
mise en mémoire de nouvelles informations.

Les résultats présentés ci-dessus tendent donc a démontrer que le SP joue un réle déterminant dans
les phénoméenes de mémorisation. Toutefois, les contributions respectives du SP et du SL dans ces
phénomenes sont sources de nombreux débats dans la communauté scientifique. En effet, certains patients
montrant une réduction drastique de leur quantités de SP suite & un traitement pharmacologique ou a des
Iésions cérébrales ne montrent aucun déficit d’apprentissage (Siegel, 2001). De plus, de nombreuses études
réalisées chez I’humain soutiennent un réle du SL dans les phénomeénes d’apprentissage et ce au détriment
du SP (Gais and Born, 2004). Cette absence de consensus quand a la dépendance de la mémoire vis-a-vis du
SL ou du SP est sans aucun doute dii au fait qu’il n’existe pas « une mémoire » mais « des mémoires ».

1.2.5 — Sommeil paradoxal et gestion des émotions

La mémoire n’est pas un phénomeéne unitaire et comprend de nombreuses composantes qui peuvent
expliquer les résultats apparemment contradictoires obtenus chez les rongeurs et I’humain notamment. L une
des différences majeures entre les tests mnésiques réalisés chez I’humain et chez les rongeurs est la
composante émotionnelle accompagnant systématiquement les tests réalisés chez ces derniers, que celle-ci
soit positive (renforcement positif a 1’aide de nourriture par exemple) ou négative (renforcement négatif a
I’aide d’un choc électrique par exemple). Or, comme évoqué ci-dessus, les tests réalisés chez les rongeurs
impliquent majoritairement le SP ce qui laisse donc supposer un réle du SP dans la mémoire émotionelle.
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Un nombre croissant de données expérimentales vont en effet dans ce sens(Walker, 2010). En 2009
notamment, Nishida et al. ont démontré chez ’humain une corrélation positive entre performance de la
mémoire émotionelle et durée de SP (Figure L.5SA) (Nishida et al., 2009). De plus, les aires cérébrales
impliquées dans le traitement d’informations émotionnelles (amygdale, hippocampe, et cortex cingulé
antérieur notamment) sont activées durant le SP aussi bien chez ’homme (Maquet et al., 1996) que chez le
rat (Renouard ef al., 2010). Enfin, chez le rongeur, une augmentation des quantités de SP a été reportée apres
un stress de contention (Marinesco et al, 1999), aprés un entrainement dans la piscine de Morris
(entrainement aversif par nature) (Smith and Rose, 1997) et plus récemment aprés exposition a un
environnement stressant (Clément ez al., 2010).

Ces données expérimentales sont renforcées par des données épidémiologiques associant le trouble de
dépression majeur a des disfonctionnements du SP. De plus, les patients dépressifs montrent des quantités de
SP faibles et consolident préférentiellement les événements négatifs de leur journée (Walker and van der
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Figure I.5: Sommeil paradoxal et la gestion des émotions

(A) L'amélioration de la mémorisation d'images a connotation émotionnelle est corrélée aux quantités de SP.
Dans ce test, les sujets ont mémorisé deux séries de photographies, I'une 4 h et I'autre 15 min avant une phase
de re-test. Un seul groupe (Nap) a pu réaliser une sieste de 90 min entre ces deux séries. Le rappel des deux
séries d'images est testé. Les sujets ayant fait une sieste se souviennent mieux des images de la série 4 h que
celles de la série 15 min alors qu'aucune différence n'est observée pour le groupe No-Nap (partie gauche). De
plus, I'amélioration observée chez le groupe Nap est corrélée aux quantités de SP ayant eu lieu durant la sieste
(graphique de droite).

(B) Modele de I'équipe de Walker quand au réle du SP dans la mémoire émotionnelle. Au cours du temps, le
SP permettrait de supprimer la composante émotionnelle d'une trace mnésique, stockée en méme temps que
l'apprentissage lui méme, pour ne garder plus que la composante purement factuelle.

D'aprés Walker and van der Helm, 2009.
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Helm, 2009; Walker, 2010).
Selon Walker, le SP interviendrait donc dans la gestion et la mise en mémoire des informations

émotionnelles en permettant de supprimer progressivement la composante émotionnelle du souvenir pour ne
plus garder que la composante purement factuelle (Walker and van der Helm, 2009) (Figure 1.5B).

1.3 — Les pathologies associées au sommeil paradoxal

Le sommeil est un probleme de santé publique majeur. En effet, plus de 90 % des personnes
interrogées déclarent avoir déja eu un probléme de sommeil au cours de leur vie et environ un tiers de la
population souffre de troubles du sommeil. Les pathologies associées au sommeil sont nombreuses
(insomnie, bruxisme, somnambulisme, narcolepsie, syndrome des jambes sans repos, apnées du sommeil,
trouble comportemental du SP, dépression etc.) et leurs causes ne sont pas toujours bien définies.

Dans ce paragraphe, nous nous focaliserons sur la narcolepsie et les troubles comportementaux
associés au SP (TCSP ou RBD pour REM sleep behaviour disorder), deux pathologies spécifiquement
associées au SP et dont I’étude se révele extrémement importante pour la compréhension des mécanismes
régissant le cycle veille-sommeil. Toutefois, les mécanismes neuronaux sous-tendant ces maladies ne seront
abordés en détail que dans le chapitre suivant. Cette partie se veut juste une introduction a ces pathologies et
a leur symptomatologie permettant de mieux comprendre I’importance de leur étude.

1.3.1 — La narcolepsie

1.3.1.a - Symptomatologie

La narcolepsie, maladie rare affectant 1 personne sur 2000, est la seule pathologie dont ’attribut
premier est une désorganisation importante du cycle veille-sommeil. En effet, comme illustré en Figure 1.6,
les patients souffrant de cette pathologie présentent une somnolence diurne excessive associée a une
fragmentation du sommeil nocturne mais sans pour autant que cela altére les quantités de sommeil sur 24 h.
De plus, chez une majorité¢ de malades, le sommeil (aussi bien diurne que nocturne) est caractérisé par : une
diminution de la latence d’endormissement ; et par la présence de SOREM (Sleep Onset REM Sleep) qui
sont des passages directs de 1’éveil au SP sans passer par une phase d’endormissement. Or comme nous
I’avons vu précédemment (voir partie 1.1.4) les SOREMSs ne se retrouvent pas chez le sujet sain.
A cette altération du cycle veille sommeil s’ajoute, chez 70 % des patients, la présence de crises de
cataplexie qui sont des pertes de tonus musculaire bilatérales affectant la quasi-totalité¢ des muscles striés
(exceptés les muscles cardiaques, respiratoires et oculomoteurs). Ces attaques cataplectiques, pendant
lesquelles le patient reste conscient, sont généralement déclenchées par des émotions positives telles que le
rire.

1.3.1.b - Origines neurologiques

En 1999, Lin et al. ont été les premiers a faire le lien entre narcolepsie et hypocrétines. En utilisant
une colonie de chiens narcoleptiques-cataplectiques au sein de laquelle la transmission de la maladie se
faisait de maniére génétique, ils ont pu établir que la mutation du récepteur 2 a I’hypocrétine était a 1’origine
de la pathologie chez ces individus (Lin et al., 1999). L’année suivante, deux groupes ont confirmé cette
relation chez I’humain en montrant que des patients narcoleptiques présentaient une réduction drastique, voir
une absence, du marquage pour les neurones a hypocrétine (Peyron et al., 2000; Thannickal et al., 2000). De
plus, de nombreux mutants murins affectant le systéme hypocrétinergique ont depuis été générés et
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présentent des symptomes proches de ceux de la narcolepsie (Chemelli ef al., 1999; Hara et al., 2001; Willie
et al.,2003).

L’ensemble des données disponibles confirme donc les résultats princeps et il est aujourd’hui largement
admis que la narcolepsie est dii a la disparition d’une population neuronale hypothalamique : les neurones a
hypocrétine (ou orexine). Cependant, la cause primaire de la disparition des neurones a hypocrétine reste
aujourd’hui largement inconnue bien que des hypotheses d’attaque auto-immune aient été formulées.

L’ensemble des symptomes principaux de la narcolepsie montre donc que cette pathologie se
caractérise par la difficulté des patients & maintenir un état d’éveil consolidé. De plus, il apparait que le SP,
ou certaines de ses caractéristiques comme 1’atonie, peuvent survenir de manicre inappropriée. La
narcolepsie nous fournit donc un modéle et une opportunité pour 1I’étude et la compréhension des
mécanismes régissant le cycle veille-sommeil.

1.3.2 — Les troubles comportementaux associés au SP ou RBD

Cette pathologie touche principalement les hommes et se déclare généralement autour de 60 ans. Elle
est caractérisée par une reprise anormale du tonus musculaire au cours des épisodes de SP ce qui conduit les
patients a littéralement « vivre » leur réves. Durant ces phases de SP, les patients montrent de nombreux
comportements : ils peuvent parler, crier, s’asseoir, sauter du lit, donner des coups de points, de pieds, faire
semblant de fumer, de scier, etc. De plus, si cette personne se réveille durant cette phase (de manicre
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Figure 1.6: Hypnogrammes de sujets sain (en haut) et narcoleptique en bas

Alors que le sommeil d'un sujet sain (en haut) est consolidé durant la nuit, celui d'un patient narcoleptique (en
bas) est fragmenté. De plus, le sommeil d'un tel patient se caractérise par son apparition durant la journée signe
d'une somnolence excessive, la présence de crises de cataplexies ainsi qu'un délai d'apparition de SP diminué.
D'aprés H. Bastuji.
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spontanée ou non), la restitution de son réve correspondra au comportement observé (Schenck et al., 1986).
De plus, ce trouble est généralement retrouvé chez des patients présentant une pathologie neurodégénérative
comme la maladie de Parkinson, la démence a corps de Lewy ou I’atrophie multisystématisée (MSA) (Iranzo
et al., 2009) suggérant une origine neurodégénérative des RBD.

Si I’origine de ces troubles reste encore inconnue pres de 30 ans apres leur caractérisation (Schenck
et al., 1986), leur étude nous fournit de précieuses informations sur les mécanismes neuronaux contrélant
notamment 1’atonie caractéristique du SP. En effet, seul le contrdle de 1’atonie est affecté puisque les patients
ne présentent aucune variation des quantités de SP (Mahowald and Schenck, 2000). De plus, I’analogie avec
les comportements oniriques observés chez le chat (Sastre and Jouvet, 1979) semble indiquer une origine
commune, c'est-a-dire une lésion au niveau pontique et/ou bulbaire, régions cérébrales impliquées dans
I’atonie du SP (veir chapitre II).

L’existence de telles pathologies rend donc plus utiles encore les travaux visant a élucider les
mécanismes neuronaux sous tendant la mise en place et le maintien du SP. Elles nous fournissent également
de nombreuses données permettant une meilleure compréhension de ces mécanismes. Au cours de cette
thése, nous nous sommes concentrés sur 1’étude de ces mécanismes contrdlant le SP. Or, comme nous le
verrons dans le chapitre suivant, ¢’est I’interaction permanente entre les différents systemes d’éveil, de SL et
de SP qui permet la mise en place de tel ou tel état de vigilance ainsi que leur alternance. Il est donc
impossible de prétendre comprendre les mécanismes régulant le SP sans une vision globale des mécanismes
régissant 1’ensemble des états de vigilance. Par conséquent, nous présenterons dans le chapitre suivant
I’ensemble des réseaux neuronaux responsables des trois états de vigilance : 1’éveil, le SL et le SP.
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CHAPITRE II — Les réseaux neuronaux sous tendant le
cycle veille-sommeil

I1.1 — Mécanismes neuronaux responsables de I’éveil

L’existence de véritables « centres nerveux » pour I’éveil ou le sommeil n’a pas toujours été admise.
Au début du XX*™ siécle, le sommeil était encore per¢u comme une perte de conscience dont 1’origine était
expliquée, par certains, par une rétractation des dendrites des cellules ganglionnaires du cerveau induisant
une interruption de la conduction nerveuse et par 1a méme une perte de conscience synonyme de sommeil. 11
a fallu attendre les années 1930 et les travaux du neurologue autrichien Constantin von Economo sur
I’épidémie d'encéphalite léthargique (ou grippe espagnole) qui a frappée 1’Europe pour voir émerger les
prémices de la théorie actuelle basée sur I’existence de régions cérébrales promouvant soit 1’éveil soit le
sommeil. En effet certains patients infectés présentaient une forte somnolence alors que d’autres présentaient
de profondes insomnies. De maniére intéressante, les 1ésions cérébrales observées chez ces patients suite a
I’infection présentaient des localisations différentes suggérant ainsi & von Economo que I’hypothalamus
postérieur pourrait étre un centre éveillant alors que sa partie antérieure induirait le sommeil (von Economo,
1930). Toutefois, le role de I’hypothalamus dans la gestion de I’éveil allait étre mis de c6té pendant un
certain temps notamment suite aux découvertes impliquant les régions mésencéphalique et pontique dans le
phénomene d’éveil.

En effet, a la fin des années 1940, Moruzzi et Magoun ont démontré que la 1ésion par coagulation de
la formation réticulée mésencéphalique entraine un coma de longue durée, alors que sa stimulation électrique
provoque une désynchronisation corticale et permet de réveiller un animal endormi (Moruzzi and Magoun,
1949). Ces données ont été a I’origine de la théorie réticulaire ascendante de 1’éveil, théorie toujours a la
base des modeles actuels. Toutefois, la 1ésion par coagulation, entraine une 1ésion des corps cellulaires de la
zone visée, mais également des fibres de passages. Or, le développement de techniques permettant une lésion
spécifique des corps cellulaires tout en évitant la destruction des fibres de passages (comme l’injection
d’acide iboténique ou kainique) a par la suite révélé que la formation réticulée mésencéphalique n’est pas, en
elle-méme, responsable de I’éveil mais que celui-ci est dii aux fibres de passage. En effet, la 1ésion de cette
zone par injection d’acide kainique n’entraine aucune altération de I’éveil ni de I’activation corticale
(Denoyer et al., 1989).

Si les chercheurs ont tout d’abord pensé que les neurones responsables de 1’éveil étaient répartis de
maniere dispersée au sein de la formation réticulée pontique, de nombreux travaux neurochimiques et
¢électrophysiologiques ont démontré que 1’éveil est en fait le résultat de l’activation de populations
neuronales distinctes regroupées au sein de noyaux bien définis (Saper et al., 2010) . Il s’agit des systémes
noradrénergique du locus coeruleus, sérotoninergique du raphé dorsal et cholinergique du tegmentum ponto-
mésencéphalique. Cependant, comme nous le verrons, ces structures sont nécessaires mais non suffisantes a
I’établissement d’un état stable d’éveil. D’autres populations rentrent alors en jeu, comme les neurones
histaminergiques du noyau tubéromammillaire et hypocrétinergiques du 1’aire latérale de I’hypothalamus.

II.1.1 — Le systéme noradrénergique du locus coeruleus

Le locus coeruleus (ou LC) doit son nom a sa couleur bleutée caractéristique chez les primates. C’est
un noyau bilatéral trés compact, localisé en bordure du 4™ ventricule et comportant chez le rat environ
1500 neurones noradrénergiques dans chaque hémisphére. Il correspond également au groupe A6 décrit par
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Dahlstrom (Dahlstrom and Fuxe, 1964; Card et al., 2006) et représente environ la moitié des neurones
noradrénergiques du cerveau chez le rat. De maniére surprenante, les neurones du LC étendent leurs
dendrites de maniere médiane et ventro-médiane, rostroventrale mais pas latéralement (Shipley et al., 1996).
Le LC projette de maniére diffuse sur ’ensemble du systéme nerveux central, via des projections
ascendantes vers le cortex, I’hippocampe, le cervelet, le thalamus, le télencéphale basal (Olson and Fuxe,
1971; Jones and Moore, 1977; Foote ef al., 1983), ou descendantes vers les noyaux associatifs et sensoriels et
la moélle épiniére (Nygren and Olson, 1977). Au niveau de ses afférences, I’utilisation de traceurs
rétrogrades comme la péroxydase de raifort (HRP), I’agglutinine de germes de blé (Wheat Germ Agglutinin)
couplée a le HRP (WGA-HRP) ou la sous-unité b de la toxine cholérique (CTb) a permis de décrire de
nombreuses afférences au LC. Si les noyaux réticulés paragigantocellulaire dorsal (DPGi) et latéral (LPGi)
représentent deux afférences majeures au LC (Aston-Jones et al., 1986), celui-ci recoit €galement de
nombreuses projections en provenance de la région préoptique, de I’hypothalamus postérieur, de la substance
grise périaqueducale ainsi que du Koélliker-Fuse (Cedarbaum and Aghajanian, 1978; Luppi ef al., 1995). Ces
afférences multiples permettent au LC d’intégrer des informations d’origine trés diverse et, comme nous le
verrons par la suite, une majorité de ces projections est impliquée dans la régulation du cycle veille-sommeil.
Ces quelques caractéristiques font du LC un candidat sérieux pour la régulation des états de vigilance
puisque ses projections diffuses lui permettent de moduler I’activité de I’ensemble de 1’encéphale.

Au niveau physiologique, de nombreuses données viennent confirmer 1’implication du LC dans
I’induction de 1’éveil.
Tout d’abord, I’enregistrement unitaire de neurones du LC montre que ceux-ci déchargent de maniere
variable en fonction des états de vigilance. Plus précisément, leur taux de décharge est maximal durant
I’éveil (2 - 4 Hz), diminue durant le SL (0,5 - 1 Hz) et devient nul durant les épisodes de SP (Hobson et al.,
1975; McCarley and Hobson, 1975; Aston-Jones and Bloom, 1981a; Takahashi et al., 2010) (Figure IL.1A).
Il a également été démontré que les neurones du LC déchargent de maniere synchronisée (Aston-Jones and
Bloom, 1981b; a) permettant ainsi une libération massive de noradrénaline au niveau de 1’ensemble de ses
aires de projections. En effet, le taux de noradrénaline extracellulaire est corrélé a la fréquence de décharge
des neurones du LC et présente de fortes variations méme lors de faibles modifications du taux de décharge
(Berridge and Abercrombie, 1999).
Plus récemment, Léger et al. ont rapporté qu’environ 30 % des neurones noradrénergiques du LC expriment
le marqueur d’activité c-FOS apres 3 h d’exposition a un nouvel environnement, soutenant ainsi 1’association
entre éveil et activité du LC (Leger et al., 2009). De plus, I’inactivation pharmacologique du LC entraine une
augmentation de la puissance des ondes lentes chez le rat anesthésié (Berridge et al., 1993) et la déplétion en
noradrénaline (par injection d’AMPT, inhibiteur de la Tyrosine Hydroxylase, enzyme de synthése des
catécholamines) diminue les quantités d’éveil et augmente celles de SP (Leppavuori, 1980). A I’inverse, la
stimulation pharmacologique du LC chez le rat anesthésié induit une activation corticale et hippocampique
temporellement corrélée a 1’activité induite du LC (Berridge and Foote, 1991). Enfin, chez 1’animal libre de
se mouvoir, ’activation par optogénétique des neurones noradrénergiques du LC a montré un lien de
causalité, fréquence dépendant, entre activité du LC, activation corticale, transition sommeil/éveil et activité
motrice (Figure I1.1B) (Carter et al., 2010).

Si le réle éveillant du LC n’est donc plus a démontrer, les mécanismes sous tendant son action et sa
régulation ne sont pas encore totalement compris. Il pourrait exercer son action éveillante via une action
excitatrice sur les neurones thalamique (pour I’activation corticale) (McCormick, 1989) et via I’inhibition
des systémes inducteurs de SL (Figure I1.9) (Gallopin et al., 2000) lors du maintien de I’éveil mais
également lors des transitions SL-éveil. A ce propos, lors des transitions Ev/SL et SL/Ev, il a ét¢ montré que
les variations d’activité des neurones du LC anticipent le changement du rythme EEG jusqu’a 1 sec, soit plus
que P’anticipation observée pour les neurones responsables du SL (Takahashi et al., 2009). Toutefois, comme
illustré en Figure II.1A (tracés du bas), il est intéressant de noter que lors des transitions SP/Ev, I’activation
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de ces neurones anticipe bien le retour du tonus musculaire mais pas le changement d’activité EEG (Aston-
Jones and Bloom, 1981a; Takahashi ef al., 2010). De plus, si ’activation par optogénétique du LC durant le
SP induit le réveil de I’animal, son inhibition tonique diminue bien les quantités d’Ev et augmente celles du
SL, mais n’affecte ni la quantité globale de SP ni la durée des épisodes de SP (Carter et al., 2010). En outre,
trés peu de neurones noradrénergiques du LC expriment le marqueur c-FOS aprés une privation spécifique
de SP par la méthode de la piscine (Leger ef al., 2009). Ces données laissent donc sous-entendre que le LC
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Figure I1.1: Implication des neurones noradrénergiques du Locus Coeruleus dans l'induction de 1'éveil
(A) Activité unitaire spontanée d'un neurone du LC au cours des différents états de vigilance (déterminés par
les criteres EEG/EMG). Son activité est maxinale durant I'éveil. Elle est diminuée durant le SL, bien qu'une
activation phasique perdure, et nulle durant le SP. Enfin, la reprise d'activité¢ de ce neurone (fleche) coincide
avec le retour d'un EEG désynchronisé caractéristique de 1'éveil, et anticipe le retour du tonus musculaire.
D'aprés Aston-Jones et Bloom 1981.

(B) Chez les souris modifiées génétiquement (ChR2-eYFP, traces du bas), la stimulation opotogénétique (trait
bleu) des neurones noradrénergiques du LC induit un retour a I'éveil (fleche) que cette stimulation ait lieu
durant le SL (NREM, a gauche) ou le SP (REM, a droite). Chez les animaux contrdles (e YFP, traces du haut),
cette stimulation n'a aucun effet. D'aprés Carter et al., 2010.
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interviendrait bien dans les transitions Ev/SL mais qu’il ne serait pas responsable de la sortie du SP.

Par contre, son inhibition est indispensable a I’apparition du SL ou du SP. A ce sujet, il a été montré que le
LC regoit en permanence un tonus inhibiteur glycinergique et GABAergique (Nitz and Siegel, 1997b;
Gervasoni et al., 1998) mais que seul ce dernier évolue au cours du cycle veille-sommeil : minimum au cours
de I’éveil, il augmente durant le SL pour étre maximal durant le SP (Gervasoni et al., 1998). L’inhibition du
LC proviendrait des neurones GABAergiques du VLPO durant le SL (veir partie I1.2) et de structures
mésencéphaliques et pontiques durant le SP (voir partie I1.3.5).

Le LC joue donc un role clef dans la mise en place et le maintien de I’éveil, mais aussi dans
I’activation corticale qui ’accompagne. De plus, il peut étre considéré comme un systéme permissif
vis-a-vis du SL, et plus encore vis-a-vis du SP, puisque son inhibition est nécessaire a la survenu de ces
états.

I1.1.2 — Le systéme sérotoninergique du noyau du raphé dorsal

Le noyau du raphé dorsal (DR) est une structure médiane située dans la partie rostrale du pont juste
ventralement a 1’aqueduc de Sylvius. Chez le rat, il comporte environ 11500 neurones sérotoninergiques (5-
HT) représentant environ un tiers des neurones totaux de ce noyau. De plus, la taille des neurones 5-HT est
supérieure a celle des neurones non 5-HT de ce méme noyau (Descarries ef al., 1982). Comme les neurones
noradrénergiques du LC, les neurones 5-HT du DR projettent sur I’ensemble du systéme nerveux central :
cortex, hippocampe, hypothalamus, thalamus, région préoptique, PAG, formation réticulée pontique et
bulbaire, noyau parabrachial, etc. (Vertes, 1991; Vertes and Kocsis, 1994). De méme, les afférences de ces
deux noyaux sont en partie identiques puisque le DR recgoit des projections en provenance notamment de
I’hypothalamus, de 1’aire préoptique, de la formation réticulée mésencéphalique, de la PAG, du LPGi, du
DPGi ainsi que du noyau du faisceau solitaire (Sol) (Peyron et al., 1996).

Les premieres études reliant la sérotonine a la régulation des états de vigilance ont conduit a la
théorie sérotoninergique du sommeil (Jouvet, 1972), théorie selon laquelle la sérotonine jouait un réle majeur
dans I’endormissement. En effet, chez le chat, la destruction du DR par coagulation tout comme I’inhibition
de la TPOH (tryptophane hydroxylase, enzyme de synthese de la 5-HT), induit une profonde insomnie. De
plus, I’insomnie induite par ’inhibition de la TPOH peut étre réversée par 1’application intraventriculaire
d’un précurseur de la 5-HT (Jouvet, 1968; 1969). Cependant I’effet inducteur de sommeil de cette
application n’apparait qu’apres un certain délai, laissant supposer un effet facilitateur de la 5-HT vis-a-vis du
sommeil plutét qu’un effet inducteur (Petitjean ez al., 1985). De plus, de nombreuses données sont depuis
venues infirmer cette théorie.

Tout d’abord, des études plus récentes montrent que I’injection systémique d’agonistes des
récepteurs 5-HT;, et 5-HT,p diminue les quantités de SP et qu’elle engendre, a haute dose, une augmentation
de I’éveil. A D’inverse, 1’application d’antagonistes de ces récepteurs augmente les quantités de SP. En
accord avec ces données, des mutants murins pour les récepteurs 5-HT;, et 5-HT,g présentent des quantités
de SP supérieures a leurs contrdles, et sans atteinte des quantités d’éveil ou de SL (Boutrel et al., 1999;
Boutrel et al., 2002). De plus, I’enregistrement électrophysiologique unitaire au cours du cycle veille-
sommeil des neurones 5-HT du DR a démontré qu’ils sont de type SP-off: c'est-a-dire spécifiquement
inactifs durant les phases de SP (McGinty and Harper, 1976; Gervasoni et al., 2000). La Figure I1.2 illustre
bien cette caractéristique : leur activité est maximale durant I’éveil (1 & 3 Hz), diminue durant le SL (0,5 Hz)
et s’arréte durant les phases SP. En ce qui concerne les transitions entre états de vigilance, les neurones 5-HT
du DR s’activent de maniére synchronisée avec le retour de [D’activation corticale, mais lors de
I’endormissement, la diminution de leur taux de décharge anticipe la synchronisation de I’EEG (Sakai,
2011).Concordant avec leur patron d’activité, I’enregistrement par voltamétrie de la libération de 5-HT au
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cours du temps révéle qu’elle augmente durant I’éveil et diminue au cours du sommeil. Ces résultats ont été
obtenus dans le cortex et 1I’hypothalamus notamment, deux aires de projection des neurones du DR
(Cespuglio et al., 1990).

L’ensemble de ces données suggére donc que les neurones 5-HT du DR sont impliqués dans la
régulation 1’éveil, mais également du SP. Ils participeraient a I’activation corticale via leurs projections sur
les noyaux réticulé et intralaminaire du thalamus (Saper et al., 2010). Ils seraient également responsables de
I’inactivation des structures génératrices du SL. En effet il a ét¢ mis en évidence que 50 % des neurones
GABAergiques du VLPO responsables du SL sont inhibés par la 5-HT (Figure 11.9) (Gallopin et al., 2000)
et la concentration en 5-HT augmente en fin d’éveil dans cette région (Python ef al., 2001).

Tout comme les neurones du LC, les neurones du DR ont donc un role clef dans les
mécanismes responsables de I’éveil. Ils ne seraient cependant pas responsables de la genése de cet état
et joueraient par contre un role permissif vis-a-vis du sommeil puisque leur inhibition est
indispensable a ’apparition de ce dernier (voir partie I1.2 et I1.3.5 et 11.3.6).

I1.1.3 — Le systéme histaminergique de noyau tuberomammillaire

Le noyau tuberomammillaire (TMN), localisé a la limite ventrale de I’hypothalamus postérieur est la

(presque) seule région du cerveau ou 1’on trouve des neurones synthétisant I’histamine (Panula et al., 1984;
Watanabe et al., 1984). Bien qu’il y ait un nombre trés réduit de neurones a histamine, des projections
histaminergiques sont retrouvées dans I’ensemble du systéme nerveux central. En particulier, ces neurones
projettent sur de nombreuses régions impliquées dans la régulation des états de vigilance : thalamus, région
préoptique, PAG, LC, TLD/PPT etc. (Panula ef al., 1989).
De nombreuses régions elles aussi impliquées dans la régulation du cycle veille-sommeil projettent
également sur le TMN. C’est le cas de la région préoptique, des neurones hypocrétinergiques de
I’hypothalamus postérieur, mais également des aires sérotoninergiques, noradrénergiques et adrénergiques
du tronc cérébral (Ericson et al., 1991; Peyron et al., 1998).

Tout comme les autres neurones monoaminergiques, les neurones histaminergiques sont de type SP-
off. Plus précisément, ils sont méme de nature Ev-on puisque leur activité est maximale durant 1’éveil
attentif, diminue durant I’éveil calme et devient nulle durant les phases de SL et de SP (Figure I1.3A,B)
(Steininger et al., 1999; Vanni-Mercier et al., 2003; Takahashi et al., 2006). En accord avec ce mode de
décharge, Mochizuki et al. ont rapporté une augmentation du taux d’histamine intracérébral chez le rat au
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Figure 11.2: Les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé dorsal (DR) sont de nature SP-off
Activité unitaire spontanée d'un neurone s€rotoninergique du DR au cours du cycle veille-sommeil. Sa
fréquence de décharge (firing rate) est maximale durant I'éveil (W), diminue au cours du SL (SWS) pour deve-
nir nulle durant le SP (PS). D'aprés Gervasoni et al., 2000.
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cours de la phase sombre (Mochizuki et al., 1992). Ces données suggerent donc un lien entre histamine et
éveil.

En effet, de nombreuses études montrent que les substances pharmacologiques potentialisant la transmission
histaminergiques induisent de 1’éveil (Lin et al., 1996), alors que celles la diminuant favorisent le sommeil
(Lin et al, 1990). De plus, I’inhibition de la synthése d’histamine au niveau du TMN induit une
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Figure I1.3: Les neurones histaminergiques du noyau tuberomammillaire (TMN) sont de nature éveil-on
et sont impliqués dans le maintien d'éveil

(A) Activité unitaire spontanée (unit) d'un neurone histaminergique du TMN de type éveil-on au cours de
I'éveil attentif (attentive waking), de I'éveil actif (active waking) et de I'éveil calme (quiet waking).

(B) Graphique montrant l'activité d'un tel neurone durant tous les €tats de vigilance. D'aprés Takahashi et al.,
2006.

(C) Quantité d'éveil (W), de SL (SWS) et de SP (PS) au cours des 4 h suivant un changement d'environnement
pour des souris sauvages (HDC+/+) et des souris invalidées pour le géne de I'histidine décarboxylase, enzyme
de synthese de I'histamine (HDC-/-). Les barres grisées représentent les quantités enregistrées en baseline.
(D) Quantités d'éveil (W), de SL (SWS) et de SP (PS) au cours de la journée chez des souris HDC+/+ et des
souris HDC-/- . D'aprés Parmentier et al., 2002.
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augmentation des quantités de SL alors que I’inhibition de sa dégradation induit de 1’éveil (Lin et al., 1988).
Plus récemment, il a été rapporté que des souris HDC™" (souris KO pour histidine décarboxylase, enzyme
de synthese de I’histamine) présentent des quantités de SP supérieures a des souris sauvages, mais également
une baisse des quantités d’éveil lors du passage en phase sombre ainsi qu’une puissance diminuée du rythme
théta durant I’éveil (Figure I1.3D). De plus, ces souris sont incapables de rester éveillées lorsqu’elles sont
soumises a un défi comportemental comme I’exposition a un nouvel environnement (Figure I1.3C)
(Parmentier et al., 2002).

Si la physiologie de ces neurones apparait au premier abord comme semblable a celle autres
populations monoaminergiques, certaines différences existent. Contrairement aux neurones noradrénergiques
du LC, I’activation des neurones histaminergiques du TMN ne préceéde pas 1’apparition de 1’éveil et a méme
tendance a apparaitre avec un certain délai. De la méme maniére, ces neurones ne répondent pas ou peu a un
stimulus sonore appliqué lors du SL. Par contre tout comme les neurones du LC, ceux du TMN voient leur
taux de décharge diminuer avant I’apparition des premiéres ondes lentes synonymes de SL (Takahashi ef al.,
2006). Cela suggere donc un role 1égérement différent du TMN par rapport au LC vis-a-vis de 1’éveil.

L’ensemble de ces données suggére que les neurones a histamine du TMN jouent un réle clef
dans la régulation de la vigilance. Ils ne seraient pas responsables de la mise en place de 1I’éveil mais
leur activation secondaire permettrait son maintien. Ils seraient notamment impliqués dans les
mécanismes d’activation corticale et interviendraient a ce titre plus spécifiquement dans le maintien de
I’éveil attentif.

I1.1.4 — Le systéme hypocrétinergiques de I’hypothalamus postérieur

Jusqu’a la fin des années 1990, le systéme histaminergique du TMN ¢était le seul systeéme éveillant
localisé au sein de I’hypothalamus. En 1998, la découverte simultanée par deux équipes d’une nouvelle
famille de neuropeptides allait changer la donne. Celle-ci se compose de deux neuropeptides, les
hypocrétines 1 et 2 (HCRT-1 et HCRT-2), aussi appelées orexines A et B (Ox-A et Ox-B) et synthétisées
exclusivement par des neurones (environ 6700 chez le rat) localisés dans la région périfornicale de
I’hypothalamus postérieur (Modirrousta et al., 2005). Les HCRT-1 et HCRT-2 dérivent d’un méme geéne
codant pour la prépro-hypocrétine et ont été impliquées en premier lieu dans la régulation de la prise
alimentaire (de Lecea et al., 1998; Sakurai et al., 1998b). De plus, de nombreux neurones a hypocrétines
contiennent également le glutamate (Torrealba ef al., 2003) laissant supposer une action excitatrice de ces
neurones. En effet, les deux seuls récepteurs aux hypocrétines aujourd’hui connus sont couplés a des
protéines G et ont un effet excitateur (Sakurai et al., 1998a).

Bien que la localisation des neurones a HCRT soit extrémement limitée, la présence de fibres a
HCRT, tout comme celle des récepteurs HCRT-R1 et HCRT-R2, a été rapportée dans 1’ensemble du systéme
nerveux central (Figure I1.4) (Peyron et al., 1998; Marcus et al., 2001). En particulier, les neurones a
hypocrétines projettent sur ’ensemble du cortex et sur la totalité¢ des structures impliquées dans 1’éveil
comme les neurones a histamine du TMN, les neurones sérotoninergiques du DR, les neurones
cholinergiques du LDT/PPT et du télencéphale basal, et les neurones noradrénergiques du LC. II est
intéressant de noter que cette derniére projection représente la projection extra-hypothalamique la plus dense.
Si les efférences des neurones a HCRT ne font aucun doute, leurs afférences sont d’avantage soumises a
controverse. En effet, I’hétérogénéité de 1’hypothalamus a pendant longtemps rendu impossible 1’étude des
ces afférences pas les méthodes classiques de tracage de voies nerveuses. Toutefois, la publication récente de
deux études indépendantes montrent que les neurones a HCRT semble recevoir des projections en
provenance de nombreuses structures comme 1’amygdale, le noyau accumbens, le septum latéral, la région
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préoptique (latérale, médiane et ventrolatérale), I’hypothalamus, le DR, le LC, la PAG et certains cortex
(Sakurai et al., 2005; Yoshida et al., 2006).

Au niveau physiologique, les neurones &8 HCRT semble jouer un role dans de nombreuses fonctions
clefs telles que la régulation de la balance énergétique, 1’activité endocrinienne, cardiovasculaire,
nociceptive, et enfin, ce qui nous intéresse ici, dans la régulation des états de vigilance (Smart and Jerman,
2002). En effet, une déficience du systéme hypocrétinergique (perte neuronale ou mutation des récepteurs)
entraine, chez de nombreuses especes, 1’apparition de la narcolepsie (voir partie 1.3.1) (Chemelli et al.,
1999; Lin ef al., 1999; Peyron et al., 2000; Thannickal et al., 2000; Hara et al., 2001; Willie et al., 2003).
L’impossibilité pour les sujets narcoleptiques de maintenir un état stable d’éveil, associé a 1’existence de
projections denses des neurones & HCRT sur I’ensemble des systemes d’éveil tendent a soutenir 1’implication
des neurones a HCRT dans la régulation de 1’éveil. En effet, de nombreuses données confirment ce réle.

Tout d’abord, I’injection intracérébro-ventriculaire ou au sein de la région préoptique d’HCRT-1
induit une forte augmentation des quantités d’éveil et de I’activité locomotrice (Hagan ef al., 1999; Espana et
al., 2001). 11 a également ét¢ montré que I’application d’HCRT-1 directement au sein du LC accroit de
maniére concomitante les quantités d’éveil et la fréquence de décharge des neurones du LC (Bourgin et al.,
2000). Cet effet éveillant est bloqué par I’administration d’antagoniste des récepteurs H1 de 1’histamine
(Yamanaka et al., 2002) ou chez des souris invalidées pour ce récepteur (Huang et al., 2001).

De plus, les neurones a HCRT montrent une activité maximale lors des stades d’éveil, plus
particulierement lorsque les animaux sont soumis a un éveil attentif (prise de nourriture, exploration etc.)
(Figure I1.5A) (Lee et al., 2005¢; Mileykovskiy et al., 2005), et il a été démontré que ’HCRT agit comme
un neurotransmetteur excitateur sur les neurones histaminergiques du TMN (Bayer et al, 2001),
noradrénergique du LC (Horvath er al., 1999), 5-HT du DR (Liu ef al., 2002) et cholinergiques du LDT
(Burlet et al., 2002). De mani¢re symétrique, noradrénaline et acétylcholine (mais pas la sérotonine)

Figure II.4: Les neurones hypocrétinergiques de l'aire latérale de 1'hypothalamus projettent sur
I'ensemble du systéme nerveux central

Représentation schématique des différentes voies anatomiques de projection des neurones 8 HCRT. Les voies
ascendantes dorsales sont en rouges, les ascendantes ventrales en turquoise, les descendantes ventrales en bleu
et les descendantes dorsales en vert. D'aprés Peyron et al., 1998,
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stimulent les neurones a HCRT (Muraki et al., 2004; Bayer ef al., 2005).

Enfin, comme illustré en Figure IL.5B, la stimulation par optogénétique pendant le sommeil des
neurones 2 HCRT induit le réveil de I’animal dans un délai relativement court (40 sec) (Adamantidis et al.,
2007). A l’inverse, I’inhibition tonique de ces neurones par optogénétique induit 1’apparition de SL
(Tsunematsu et al., 2011). 1l est également intéressant de noter que l’effet éveillant de 1’activation par
optogénétique de ces neurones disparait lorsque les neurones du LC sont inhibés par optogénétique de
maniére synchronisée (Carter and de Lecea, 2010).

L’ensemble de ces données suggére donc que les neurones 8 HCRT jouent un réle clef dans le
maintien de I’éveil via leur profil de décharge particulier et leurs projections sur I’ensemble des
systémes d’éveil. Tout en étant eux aussi régulés par les autres systémes d’éveil, ils pourraient servir a
la synchronisation de tous ces systémes et ainsi permettre la mise en place d’un état de vigilance stable,
mais également modulable en fonction des processus cognitifs réalisés a un instant donné.

1 « QW e aW + aW «tSWSe SWSeSWSs 2 . tPS« tPS+ PS « PS « PS + PS =
0B it - B B
PF e e U A
RSMMMMW RSW
EMG S EMG 5
1 = S —  Unit o4
16:00:10 16:01:10 160120 160220 b4
' a3
-
‘a
3 . PS5+ PSePSeaWeaWspPS+4 . PS.pPS.aWeaWeaWsaWw- oy
PF 0
i I aWw gW tSWSSWS tPS PS
EMG "
Unit
16:03.00
Hotmehery  20) I TR \ R - CREWTT (TREWT

EEG v .fr.mrpfv.ufrﬁr\imm:wmméw{m@Mp{%ﬁ\wmmm,wmmw»m.u-m

EMG _—

%) EMG ———

REM sleep

% Hert::ChR2-mCherry I~ Wake ™ Hert::ChR2-mCherry I"REM ! 1" Wake ™!
‘ ! {y ke 2L, Polsap i :
i [ T H Ly | " Ll Ju " el H i |
EEG w,w.wrww'mww.:u Al e A b B p o EEG u,wwwwmw;Mwmw.ﬂwww«wmwwm
! ! i e s
EMG N EMG . PSSEm TR

10s 10s

Figure I1.5: Implication des neurones hypocrétinergiques dans l'induction de 1'éveil
(A) Activité unitaire spontanée (en rouge) d'un neurone a hypocrétine (HCRT) de l'aire latérale de I'hypothala-
mus (LH) au cours des différentes transitions entre les états de vigilance (qW, éveil calme; aW, éveil actifs; tPS,
transition SP).
(B) Histogramme montrant la moyenne de décharge des neurones a HCRT durant les différents états de
vigilance. D'aprés Lee et al. 2000.
(C) Chez des souris modifiées génétiquement (Hcrt::ChR2-mCherry, souris exprimant la channel rhodopsin-2
sous le controle du promoteur HCRT, traces du bas), la stimulation opotogénétique (trait bleu) des neurones
hypocrétinergiques de la LH induit I'apparition de 1'éveil (fléche) que cette stimulation ait lieu durant le SL
(SWS, a gauche) ou le SP (REM sleep, a droite). Chez les animaux contrdles (Hert::mCherry, traces du haut),
cette stimulation n'a aucun effet. D'aprés Adamantidis et al., 2010.
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I1.1.5 — Les systémes cholinergiques du tegmentum ponto-mésencéphalique et du
télencéphale basal

II.1.5.a — Le tegmentum ponto-mésencéphalique

Ce systeme cholinergique est composé de deux noyaux distincts : le noyau tegmental latérodorsal
(LDT) et le noyau tegmental pédonculopontin (PPT). Ces neurones ne sont pas exclusivement cholinergiques
et peuvent également contenir d’autres neuropeptides comme le CRF ou la substance P (Vincent ef al.,
1986). Les neurones cholinergiques du LDT et du PPT projettent sur 1I’hypothalamus postérieur, le
télencéphale basal, le cortex préfrontal et le thalamus, en particulier sur les noyaux réticulé et intralaminaire
du thalamus (Satoh and Fibiger, 1986; Hallanger et al., 1987). Ils regoivent en contrepartie des projections
venant du télencéphale basal, de I’aire latérale de ’hypothalamus, de la zona incerta (ZI), de la PAG et de la
formation réticulée mésencéphalique (Semba and Fibiger, 1992).

D’un point de vu physiologique, ces neurones cholinergiques du LDT et PPT représentent
I’afférence majeure des noyaux thalamiques en provenance du meésencéphale (Hallanger et al, 1987),
structure connue pour son implication dans ’activation corticale. Le LDT/PPT est également 1’afférence
cholinergique majeure au thalamus (Mesulam et al., 1983). De plus, I’enregistrement de 1’activité¢ de ces
neurones a révélé qu’ils déchargent plus rapidement durant 1’éveil et le SP que durant le SL (el Mansari et
al., 1989; Kayama et al., 1992). Ces données suggerent donc un role de ces neurones dans 1’activation
corticale (Steriade et al., 1993). 1l a en effet été montré chez le rat anesthésié que les neurones cholinergiques
du LDT déchargent de maniére intense durant I’activation corticale et que cette augmentation d’activité
précéde en général les transitions de I’EEG vers des gammes de fréquences plus rapides (Boucetta and Jones,
2009).

LDT et PPT semblent donc plus jouer un role au niveau de I’activation corticale qu’au niveau
de I’induction de I’éveil a proprement parler. En effet, une lésion des ces neurones ne semble pas
affecter les quantités d’éveil (Webster and Jones, 1988).

II.1.5.b — Le télencéphale basal

La terminologie de télencéphale basal (TB) regroupe plusieurs noyaux : le septum médian, la
substance innominée et les bandes diagonale, verticale et horizontale de Broca (Heimer and Alheid, 1991) Si
le TB comporte une importante population cholinergique, on y retrouve de nombreux neurones
GABAergiques et glutamatergiques.

Les neurones cholinergiques du TB innervent de maniére diffuse le cortex, I’hippocampe et le
thalamus. IIs sont la source principale d’acétylcholine pour le cortex et I’hippocampe, mais pas pour le
thalamus pour qui I’innervation cholinergique provient majoritairement du LDT/PPT (voir ci-dessus)
(Mesulam et al., 1983). En plus de cette innervation cholinergique, le TB fournit de maniére plus importante
encore une innervation glutamatergique et GABAergique au cortex. Dans ces neurones du TB, le glutamate
peut étre colocalisé dans les neurones cholinergiques ou GABAergiques (Manns et al., 2001; Hur and
Zaborszky, 2005). Par contre, on ne retrouve aucun neurone coexprimant le GABA et 1’acétylcholine (Gritti
etal., 1993).

En ce qui concerne ses afférences, le TB recoit des projections histaminergiques, noradrénergiques et
sérotoninergiques en provenance respectivement de I’hypothalamus postérieur, du LC et du DR (Jones and
Cuello, 1989).

Concernant leur réle physiologique, il est généralement admis que ces neurones participent a I’activation
corticale en constituant le relai extra-thalamique entre le systéme réticulé activateur ascendant
pontomésencéphalique et le cortex (Jones, 2004). En effet, I’activité¢ des neurones cholinergiques du TB est
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maximale durant le SP (16 Hz) et I’éveil (7 Hz) et minimale durant le SL (1 Hz). De plus, ces neurones
déchargent en bouffées de maniére synchronisée avec les oscillations théta (Figure 11.6) (Lee ef al., 2005b)).
Ces données concordent avec les observations selon lesquelles une 1ésion d’une partie du TB par application
d’acide iboténique induit un léger ralentissement de I’EEG sans modification des états des quantités d’éveil
et de sommeil (Kaur et al., 2008). Toutefois, dans cette méme étude, les auteurs rapportent qu’une Iésion
spécifique des neurones cholinergiques du TB provoque une réduction transitoire de I’éveil au profit du SL
mais sans affecter les spectres de fréquence EEG. De méme 1’inactivation transitoire du TB par application
de procaine induit du SL alors que son activation a 1’aide d’agoniste glutamatergique provoque de I’éveil
(Cape and Jones, 2000).

L’ensemble de ces données illustre donc D’existence d’un consensus sur ’implication du TB
dans P’activation corticale durant I’éveil et le SP. Par contre, son implication dans la genése et le
maintien de I’éveil, tout comme la contribution respective des différentes populations neuronales en
son sein restent a confirmer.
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Figure 11.6: Les neurones cholinergiques du télencéphale basal (TB) et 1'activation corticale

(A) Activité unitaire (en rouge) d'un neurone cholinertique du TB durant 1'éveil actif (aW), le SL (SWS), la
transition SL/SP (tPS) et le SP (PS). L'activité est importante durant 1'éveil, nulle durant le SL et augmente
progressivement durant la transition SL/SP pour devenir maximale durant le SP. Les agrandissements montrent
que la décharge de ces neurones est synchronisée avec le rythme théta de 'EEG.

(B) Histogramme récapitulant le taux moyen de décharge de ces neurones durant les différents états de
vigilance.

(C) Graphique de corrélation entre le patron de décharge de ces neurones et 1'activité EEG au cours des diffé-
rents états de vigilance. Ces neurones déchargent de maniére synchronisée avec le rythme théta.

D'aprés Lee et al., 2005a.
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Figure I1.7: Schéma récapitulatif des différentes populations neuronales, et de leurs inter-relations,
impliquées dans la régulation de I'éveil

Les populations représentées en noir, bleu, et rouge correspondent respectivement aux populations spécifique-
ment actives durant I'éveil, le SL et le SP. Celles en orange sont actives durant I'éveil et le SP. La nature neuro-
chimique est indiquée pour chaque population. Les populations actives sont entourées d'un trait plein alors que
celles inactives le sont d'un trait discontinu. Les fléches en trait plein et en pointillé représentent respective-
ment des projections excitatrices et inhibitrices.

Nous introduisons ici le fait que le SLD, région générant le SP est inhibé durant 1'éveil par des neurones
GABAergiques localisés au sein de la VLPAG (voir partie I11.3). Bien que nous n'ayons pas encore présenté ces
résultats, il est néanmoins important de les signaler dans le contexte d'un schéma bilan.

Comme le résume la Figure I1.7, I’éveil résulte de ’activité simultanée de nombreux systémes
répartis dans I’ensemble de I’encéphale. La plupart de ces systémes se concentrent dans le
mésencéphale et forment le systéme réticulé activateur ascendant. Plus rostralement, on trouve les
neurones 3 HCRT de I’hypothalamus et ceux cholinergiques du TB. A premiére vu, une certaine
redondance semble exister au sein de ces systémes. Celle-ci autorise une réorganisation de ces derniers
permettant ainsi le maintien d’un état d’éveil méme dans le cas ou certaines de ces populations sont
endommagées. En effet, la lésion du TB, du TMN, du LC ou du LDT/PPT n’affecte que peu les
quantités d’éveil (Webster and Jones, 1988; Shouse and Siegel, 1992; Gerashchenko et al., 2004; Lu ef
al., 2006a; Kaur et al., 2008). Malgré cette apparente redondance, chaque systéme semble jouer une
fonction particuliére dans les processus de I’éveil. Comme nous I’avons évoqué, certaines populations,
comme le LC, anticipent les changements d’états de vigilance et pourraient donc jouer un réle dans
I’induction de ce stade. A I’inverse, d’autres comme le TB, ne semble pas intervenir dans I’induction a
proprement parler de I’éveil mais plutét dans Dactivation corticale qui le caractérise. Notons
également que ces populations pourraient intervenir dans différentes situation physiologiques. Le LC
pourrait notamment servir a coder la nouveauté (activation a un son nouveau et phénomeéne
d’habituation lorsque ce son se répéte) alors que le TMN interviendrait spécifiquement lors de 1’éveil
attentif. Les neurones 8 HCRT seraient une sorte de synchronisateur général permettant de maintenir
un état d’éveil stable tout en le modulant en fonction des défis auxquels est confronté ’individu.
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I1.2 — Mécanismes neuronaux responsables du sommeil lent

L’existence d’un centre nerveux inducteur de sommeil a été supposée par certains auteurs des la fin
du 19™ siecle (sans que cela ne refléte la pensée communément admise). Puis, durant les années 1920,
I’étude systématique de patients atteint de la grippe espagnole a permis au neurologue von Economo
d’établir une corrélation entre I’existence de profondes insomnies chez ses patients et la présence de 1ésions
inflammatoires au niveau de 1’aire préoptique (POA) (von Economo, 1930). Cette association I’a amené a
émettre I’hypothése selon laquelle la POA serait une structure clef pour 1’établissement du sommeil
physiologique. Toutefois, ce n’est que bien plus tard que cette théorie allait trouver un écho expérimental
lorsqu’il a été rapporté que la Iésion de la POA chez le singe (Ranson, 1939) et chez le rat (Nauta, 1946)
induit également de profondes insomnies. A I’inverse, la stimulation électrique chez le chat de la POA
provoque 1’apparition d’ondes lentes et de sommeil lent (Sterman and Clemente, 1962a; b).
Ces données préliminaires ont été a la base de la théorie actuelle acceptée par tous selon laquelle le sommeil
lent est généré par un petit groupe de neurones localisé au sein de I’aire préoptique et projetant sur
I’ensemble des systémes d’éveil, permettant ainsi leur inhibition synchrone.

I1.2.1 — La région préoptique et la genése du SL

La découverte et la caractérisation tardive des neurones de la POA responsables de la survenue du
SL s’expliquent par la nature méme de cette région. En effet, la POA est une région vaste sans véritable
subdivision claire qui rassemble de nombreux types cellulaires impliqués dans de nombreuses fonctions
vitales.

En 1989, Sallanon et al. répliquent les expériences de 1ésion de la POA chez le chat et confirment
I’induction d’une profonde insomnie. Toutefois, ils révélent également que chez animaux, I’application de
muscimol dans 1’hypothalamus postérieur provoque une profonde hypersomnie suggérant ainsi 1’existence
d’une inhibition réciproque intra-hypothalamique pour la régulation de I’éveil et du SL (Sallanon e al.,
1989).

En 1996, I'utilisation de 1’imagerie neuronale chez le rat a permis une avancée décisive dans la
compréhension des mécanismes responsables de la genése du SL. En effet, Sherin et al. ont cartographié,
chez le rat, la localisation des neurones de la POA exprimant le ¢c-FOS (marqueur d’activation neuronale)
apres une profonde hypersomnie de SL. Ils ont ainsi pu démontrer que méme si de nombreux neurones c-
FOS+, et donc actifs durant le SL, sont retrouvés de maniére diffuse dans I’ensemble de la POA, il existe un
petit cluster de ces neurones qui est localisé dans la partie ventrale de la POA, nommé par la suite VLPO
(noyau préoptique ventrolatéral) (Sherin et al., 1996). Outre le VLPO, on retrouve également de nombreux
neurones c-FOS+ apres hypersomnie de SL au sein du noyau préoptique médian (MnPn)(Gong ef al., 2004).
De plus, il apparait que dans ces deux noyaux le nombre de neurones c-FOS+ aprés hypersomnie de SL est
proportionnel aux quantités de SL effectuée par I’animal juste avant son sacrifice.

Plus tard, des études ¢électrophysiologiques sont venues confirmer 1’hypothése d’une implication du
VLPO et du MnPn dans la geneése du SL. En effet, ’enregistrement unitaire de neurones de la POA chez le
rat vigile a révélé que le VLPO et le MnPn sont les seules régions de la POA qui contiennent des neurones
actifs spécifiquement durant le SL (SL-on) (Figure II. 8) et dont la fréquence de décharge est corrélée a
I’intensité et a la durée des épisodes de SL (Szymusiak et al, 1998; Suntsova et al., 2002). De plus,
I’augmentation du taux de décharge de ces neurones précede la synchronisation corticale caractéristique du
SL, et lors des transitions SL/Ev, leur activité décroit avant le retour d’un EEG synchronisé (Takahashi et al.,
2009). Ces neurones SL-on ont donc un patron de décharge symétrique a celui observé pour les neurones des
systemes d’éveil (voir partie I).
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De nombreux résultats physiologiques vont également dans le méme sens. Tout d’abord, la 1ésion

bilatérale du VLPO par application d’acide iboténique induit chez le rat une profonde insomnie avec une
diminution de plus de 50 % des quantités de SL (Lu et al., 2000). De méme 1’application de carbachol (un
agoniste cholinergique) au sein du VLPO supprime le SL chez le rat vigile en contention (Schmidt et al.,
2002; 2003).
De plus, il apparait que les neurones du VLPO et du MnPn, de nature GABAergique et galaninergique
(Sherin et al., 1998), projettent sur I’ensemble des systémes d’éveil et recoivent également des projections en
provenance de chacun de ces systémes (Luppi et al., 1995; Sherin et al., 1998; Gervasoni et al., 2000;
Steininger ef al., 2001; Uschakov ef al., 2006). L’hypothése que les systémes d’éveil soient inhibés durant le
SL par la POA est renforcée par le fait que la concentration extracellulaire en GABA au sein de ces systémes
augmente durant le SL par rapport a 1’éveil (Nitz and Siegel, 1996; Nitz and Siegel, 1997a; Nitz and Siegel,
1997b) et que les projections du VLPO et du MnPn sur ces systemes sont de nature inhibitrice (Suntsova ef
al., 2007). En effet, il a notamment été montré que la stimulation électrique du VLPO entraine 1’inhibition
des neurones du TMN par un mécanisme GABAergique (Yang and Hatton, 1997). De méme I’inhibition du
VLPO chez le rat anesthésié entraine I’expression de c-FOS au sein des neurons HCRT de 1’hypothalamus et
sérotoninergiques du DR (Kumar et al., 2008).

L’ensemble de ces données suggére donc avec force que les neurones SL-on localisés au sein du
MnPn et plus encore ceux du VLPO sont responsables de la mise en place du sommeil lent via
P’inhibition coordonnée de I’ensemble des systémes d’éveil. Toutefois, il faut garder a P’esprit qu’une
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Figure I1.8: Activité et localisation des neurones SL-on du VLPO

(A) Exemple d'activité unitaire spontanée d'un neurone de l'aire préoptique ventrolatérale (VLPQO) au cours du
SL et de I'éveil montrant clairement le caractére SL-on de ce neurone.

(B) Activité relative des neurones de type SL-on durant 1'éveil (wake), les transitions éveil-SL (wake/sleep
transition) et les phases précoces (early nonREM sleep) et tardives (late nonREM sleep) du SL. Cette activité,
normalisée par rapport a celle de I'éveil indique que l'activation des neurones SL-on précéde la mise en place
du SL.

(C) Ce graphique montre la localisation des neurones enregistrés ainsi que leur caractéristique physiologique
représentée par le rapport entre l'activité durant le SL et celle durant I'éveil. Les neurones de type SL-on (en
noir et gris foncé) sont majoritairement localisé dans la partie ventrolatérale de l'aire préoptique.

D'apres Szymusiak et al., 1998.
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lésion bilatérale du VLPO entraine une diminution de « seulement» 50 % des quantités de SL
suggérant I’existence d’autres neurones inducteurs de SL localisés, soit de maniére diffuse dans la
POA, soit situés dans d’autres régions cérébrales et pouvant prendre le relai de ceux du VLPO. Mais
quelles sont les causes de I’activation de ces neurones SL-on ?

I1.2.2 — Modulation de I’activité du VLPO : changements Ev-SL et homéostasie
du SL

I1.2.2.a — L’inhibition du VLPO par les systemes d’éveil

Au début des années 2000, 1’étude in-vitro de neurones du VLPO supposés SL-on a permis de
déterminer leurs caractéristiques morphologiques et fonctionnelles. Depuis, il est généralement admis que les
neurones SL-on du VLPO sont GABAergiques et galaninergiques, de forme triangulaire et avec la
particularité électrophysiologique de présenter un potentiel calcique de bas seuil (low threshold calcium
spike). De plus, tous ces neurones sont inhibés par la noradrénaline et par 1’acétylcholine alors que la
sérotonine n’inhibe que 50 % de ces neurones, les 50 % restant étant excité (Figure I1.9). Par contre il
semble que ni I’histamine ni I’hypocrétine n’induisent une inhibition des neurones du VLPO (Gallopin e al.,
2000). Toutefois, ce dernier résultat ne signifie pas pour autant que les neurones a histamine ne peuvent
inhiber les neurones SL-on du VLPO. En effet, les neurones a histamine contiennent également du GABA
(Airaksinen et al., 1992) et le neuropeptide opioide mu, peptide induisant une inhibition des neurones du
VLPO (Greco et al., 2008). Il a également été rapporté que le modafinil, agent pharmacologique induisant
I’éveil, inhibe les neurones du VLPO via I’inhibition de la recapture de la noradrénaline (Gallopin et al.,
2004). Des études complémentaires ont permis de montrer que I’inhibition de la noradrénaline passe par des
adrénorécepteurs 0.2 post-synaptiques (Matsuo et al., 2003) ; celle de I’ Ach par des récepteurs muscariniques
post-synaptiques ainsi que des récepteurs nicotiniques pré-synaptiques sur les terminaisons noradrénergiques
(Saint-Mleux et al., 2004) ; et celle de la 5-HT par des récepteurs SHT-1A post-synaptiques (Gallopin et al.,
2005).

Ces données décrivent donc un systéme assez simple permettant la genése du SL. Les neurones
SL-on du VLPO sont inhibés durant I’éveil par ’ensemble des systémes d’éveil. Au début du SL, les
neurones SL-on s’activent, inhibent les systémes d’éveil permettant ainsi de renforcer leur propre
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Figure I1.9: Caractérisation fonctionnelle et morphologique des neurones SL-on du VLPO

Les neurones SL-on du VLPO sont de forme triangulaire (comme illustré par la photographie) et sont inhibés
in vitro par l'application de noradrénaline (NA), de carbachol (Carb, agoniste cholinergique) et de sérotonine
(5-HT). D'aprées Gallopin et al., 2000.
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activité. Cette inhibition réciproque entre les systémes d’éveil et de SL permet donc la stabilisation de
I’état de vigilance dans I’une ou I’autre des configurations (Saper et al., 2001; Fort et al., 2004).
Cependant, P’activation des neurones du VLPO reste encore incomprise. Deux possibilités existent :
soit I’activité des neurones Ev-on diminue permettant ainsi ’activation des neurones du VLPO, soit
P’activation de ces derniers résulte d’une excitation extérieure.

11.2.2.b — La régulation homéostasique du SL : MnPn et les facteurs hypnogenes

Le fait que le SL soit régulé de maniére homéostatique est connu de tous. Par contre, les mécanismes
permettant notamment de récupérer d’une privation de sommeil sont encore flous, méme si certaines pistes
ont été plus ou moins explorées.

La premiere d’entre elle concerne le noyau préoptique médian (MnPn) dont nous avons parlé ci-
dessus. En effet, comme nous I’avons déja évoqué, le MnPn présente, comme le VLPO, de nombreux
neurones c-FOS+ aprés une hypersomnie de SL (Gong et al., 2004) et posséde également de nombreux
neurones SL-on (Suntsova et al., 2002). Par contre, contrairement au VLPO, le MnPn présente également de
nombreux neurones ¢-FOS+ aprés une privation de sommeil de 2 h suggérant un réle de ce noyau dans
I’accumulation de la pression de sommeil (Gvilia et al., 2006). De plus I’activation des neurones SL-on du
MnPn précédent la survenue du cet état (Szymusiak and McGinty, 2008). Le MnPn pourrait alors moduler
I’activité des neurones SL-on du VLPO via I’existence de projections sur ce dernier (Chou et al., 2002;
Uschakov et al., 2007).

La deuxiéme piste permettant d’expliquer une régulation homéostatique du SL est a rechercher du
coté des substances dites hypnogenes. Bien que de nombreuses substances de ce type aient été décrites nous
ne traiterons que de 1’adénosine puisque c’est elle qui a regu le plus d’attention de la part de la communauté
scientifique. En effet, il a été démontré depuis bient6t 15 ans que 1’adénosine est une molécule capable de
favoriser 1’apparition de SL (Porkka-Heiskanen et al., 1997) et qu’elle serait responsable de 1’hypersomnie
observée apres une privation de sommeil (Porkka-Heiskanen and Kalinchuk, 2011). En effet, comme illustré
en Figure 11.10, la concentration extracellulaire en adénosine augmente au cours d’une privation de sommeil
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Figure I1.10: Adénosine et induction du sommeil

(A) Concentration extracellulaire en adénosine dans le télencéphale basal (TB) durant un éveil prolongé de 6h
(prolonged waking) et durant les 3 h de récupération qui suivent (recovery) pendant lesquelles I'animal effec-
tue majoritairement du SL.

(B) Dans le TB (basal forebrain, a gauche), I'augmentation des concentrations extracellulaires en adénosine par
un traitement au NBTI (inhibiteur du transporteur de I'adénosine) provoque une augmentation des quantités de
sommeil et une baisse de celles d'éveil. Le méme traitement au niveau du thalamus (a droite) ne provoque
aucune modification des états de vigilance.

D'apres Porkka-Heisknen et al., 1997.
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pour diminuer durant I’hypersomnie qui suit (Porkka-Heiskanen and Kalinchuk, 2011), et ’augmentation de
la concentration extracellulaire en adénosine dans le TB induit une augmentation des quantités de SL. De
plus, I’adénosine inhibe les neurones cholinergiques du LDT/PPT (Rainnie et al., 1994) mais également les
neurones histaminergiques du TMN (Oishi et al, 2008) et les neurones hypocrétinergiques de
I’hypothalamus (Liu and Gao, 2007). De maniére concordante, des souris invalidées pour le récepteur A, a
I’adénosine ne montrent aucune régulation homéostatique du SL. En effet, 1’application intraventriculaire
d’un agoniste A4 ne provoque pas chez ces souris I’augmentation des quantités de SL observée chez des
souris sauvages (Urade et al., 2003). Par contre, des souris invalidée pour le récepteur A; présentent une
homéostasie du SL normale, tant au point de vue des quantités de SL que de la puissance spectrale des ondes
delta (Stenberg et al., 2003). Cela laisse donc supposer une implication du récepteur A, et non d’Al dans la
régulation du SL. Enfin, certaines données laissent supposer que 1’adénosine pourrait stimuler directement
les neurones du VLPO. En effet I’application d’un agoniste A,sR proche du VLPO induit du SL et
I’expression de c-FOS par les neurones du VLPO (Scammell et al., 2001). De plus, des études réalisées in
vitro sur des neurones du VLPO confirment ces résultats puisque 1’application d’agoniste A,4R provoque
une dépolarisation des neurones du VLPO (Gallopin et al., 2005). Enfin, des souris génétiquement modifiée
chez lesquelles le relargage d’adénosine par les astrocytes est invalidé ne montrent aucune hypersomnie
suivant une privation de sommeil (Halassa et al., 2009).

Evoquons enfin la possibilité évoquée par certains groupes d’une relation entre la thermorégulation
et I’homéostasie du SL (McGinty et al., 2001).

L’accumulation de substance hypnogénes, comme I’adénosine, au cours de I’éveil pourraient
avoir comme conséquence la stimulation des neurones SL-on du VLPO permettant ainsi la survenue
du SL. En cas de privation de sommeil, cette accumulation plus importante serait a ’origine de
I’hypersomnie observée, tant d’un point de vue quantitatif (quantités de SL) que qualitatif (puissance
des ondes delta) (Porkka-Heiskanen and Kalinchuk, 2011).

I1.2.2.¢c — Le noyau suprachiasmatique et la régulation circadienne du SL
En plus d’une régulation homéostasique, chacun d’entre nous se rend bien compte que le SL est
régulé de maniére circadienne et qu’il en est de méme pour I’ensemble des especes.

Cette régulation circadienne du SL pourrait se faire via des interconnections entre le VLPO et le
noyau suprachiasmatique. En effet, il a été¢ démontré que le noyau suprachiasmatique projette densément sur
le VLPO (Novak and Nunez, 2000; Sun et al., 2001; Chou et al., 2002), et qu’il est capable de moduler la
libération de noradrénaline au sein du VLPO, et donc son activité (Saint-Mleux et al., 2007). En accord avec
ce couplage structural entre noyau suprachiasmatique et VLPO, Novak et Nunez ont démontré un couplage
physiologique de ces deux régions en utilisant 1’expression du marqueur d’activation c-FOS (Novak and
Nunez, 1998).

En plus de cette interrelation noyau suprachiasmatique/VLPO, ce dernier regoit également des
informations en provenance directe des cellules ganglionnaires de la rétine (Lu et al., 1999). Par conséquent,
il se pourrait que la lumiére puisse moduler directement 1’activité du VLPO et donc influencer la survenue du
SL.

L’activité du VLPO, influencée notamment par Pactivité du noyau suprachiasmatique, est
donc régulée en fonction de ’heure de la journée permettant ainsi au SL de ne survenir que durant la
période propice a cet état. Toutefois, les mécanismes sous-tendant ce contrdle restent pour ’instant
largement inconnus.
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I1.2.3 — Le thalamus et la genése des ondes lentes

Le thalamus ne joue pas un role dans la régulation a proprement parlée du SL mais participe a la
synchronisation corticale qui caractérise cet état de vigilance (voir partie 11.2.3).

Comme illustré en Figure II.11, les oscillations lentes observées au niveau de I’EEG seraient dues a
I’hyperpolarisation rythmique des neurones corticaux. En effet I’enregistrement électrophysiologique de
I’activité de neurones corticaux révele une alterne entre deux états : un état dépolarisé durant lequel ils
déchargent et qui correspond a la composante négative de ’EEG, et un état hyperpolarisé durant lequel les
neurones sont silencieux et qui correspond a la composante positive de I’EEG (Steriade, 2000; Timofeev et
al., 2001). Ce mécanisme oscillatoire est une caractéristique intrinséque au cortex puisque ces oscillations
persistent dans le cortex suite a une 1ésion du thalamus (Villablanca, 1974) mais sont absentes lorsque les
connections intra-corticales sont détruites (Amzica and Steriade, 1995).

Les noyaux du thalamus interviendraient alors notamment dans la genése des fuseaux qui
accompagnent ces ondes lentes. En effet, la décharge des neurones cortico-thalamique induit une
synchronisation des neurones thalamiques (Contreras and Steriade, 1997a; b). Or les neurones du noyau
réticulé du thalamus, de nature GABAergique projettent sur des neurones thalamiques glutamatergiques qui
projettent directement au cortex (Pare ef al., 1987). Le noyau réticulé du thalamus serait alors responsable de
I’inhibition rythmique des neurones corticaux via ces projections thalamocorticales. En effet il a notamment
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Figure II.11: L'inhibition périodique des neurones corticaux durant le SL est a l'origine des
ondes lentes enregistrées au niveau de I'EEG
Enregistrements EEG, EMG, EOG et de I'activité unitaire intracellulaire d'un neurone cortical au
cours des différents ¢tats de vigilance. Les tracés du bas sont des agrandissements des tracés du haut
signalés par des fléches. Une hyperpolarisation cyclique des neurones corticaux (signalée par des
fleches) est observée uniquement durant le SL et correspond aux valeurs positives de 'EEG. D'apres
Timofeev et al., 2001.
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été observé une disparition des fuseaux corticaux lorsque le noyau réticulé du thalamus est déconnecté du
reste du thalamus (Steriade ef al., 1985), et la stimulation du noyau réticulé du thalamus provoque
I’apparition de fuseaux corticaux (Marini et al., 1992).

L’interrelation entre cortex et noyaux thalamiques serait a I’origine du patron d’activité
caractéristique observé durant le SL.

La Figure I1.12 récapitule ’ensemble des processus mis en ceuvre dans la genése et la
régulation du SL. Contrairement au systéme d’éveil qui est extrémement complexe et semble présenter
une certaine redondance, celui du SL parait beaucoup plus simple. En effet, la région préoptique, et en
particulier le VLPO, contiennent les seuls neurones inducteurs de SL connus a ce jour. Ces neurones
seraient responsables de D’inhibition de la totalité des systémes d’éveil via des projections
GABAergiques sur chacune de ces structures. En retour, ’ensemble des systémes d’éveil est également
capable d’inhiber ce centre du sommeil permettant alors la transition SL-éveil. Enfin, ces neurones
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Figure I1.12: Schéma récapitulatif des différentes populations neuronales, et de leurs inter-relations,
impliquées dans la régulation du sommeil lent

Les populations représentées en noir, bleu, et rouge correspondent respectivement aux populations spécifique-
ment actives durant 1'éveil, le SL et le SP. Celles en orange sont actives durant I'éveil et le SP. La nature neuro-
chimique est indiquée pour chaque population. Les populations actives sont entourées d'un trait plein alors que
celles inactives le sont d'un trait discontinu. Les fléches en trait plein et en pointillé représentent respective-
ment des projections excitatrices et inhibitrices.

De maniére similaire au schéma bilan de I'éveil, le SLD est inhibé durant le SL par des neurones GABAergi-
ques localisés au sein de la VLAPG.

Abbréviations : ADA, adénosine

SL-on subissent une régulation circadienne et homéostasique en provenance vraisemblablement du
noyau suprachiasmatique et du MnPn pour la premiére et de I’adénosine notamment pour la seconde.
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11.3 — Mécanismes neuronaux responsables du sommeil paradoxal

I1.3.1 — Vers la recherche d’un centre du SP : ’hypothése cholinergique

Dés la découverte du SP, de nombreux chercheurs se sont penchés sur les mécanismes permettant sa
genese. Connaissant déja 1’existence d’un « centre » de 1’éveil, I’existence d’une région inductrice de SP a
été recherchée quasiment immédiatement via des expériences de transsection. Dés le début des années 1960,
il était clair que le tronc cérébral contenait I’ensemble des structures nécessaires a 1’établissement du SP. En
effet, ’ablation de la totalité des structures cérébrales en avant de la jonction ponto-mésencéphalique
(préparation du « chat pontique »), tout comme une section au niveau de la jonction intercolliculaire
(préparation dite de « cerveau isolé »), abolit le SP dans la partie rostrale de 1’encéphale mais pas dans la
partie caudale restante (Figure II.13) ou il continue de survenir de maniére rythmique (Jouvet, 1962;
Villablanca, 1966). Par contre, une section plus caudale localisée a la jonction entre le pont et la moélle
épiniére n’affecte pas le SP sauf en ce qui concerne 1’atonie des muscles innervés par les motoneurones
spinaux (Jouvet, 1962). Ces données indiquent donc que la région ponto-bulbaire contient toutes les
structures nécessaires au déclenchement et au maintien du SP.

L’utilisation de techniques plus sélectives et moins invasives a permis de réduire la zone d’intérét.
En effet, la Iésion électrolytique de la majeure partie du noyau pontis oralis (PnO) supprime le SP de maniere
permanente chez le chat (Carli and Zanchetti, 1965). Cet effet a par la suite été observé dans le cas de 1ésions
plus petites et restreintes a la partie dorsale du PnO et du PnC (noyau pontis caudalis) (Jouvet, 1965; Sastre
et al., 1981; Webster and Jones, 1988). De méme 1’application de carbachol, un agoniste cholinergique, au
sein du PnO augmente les quantités de SP (George et al., 1964). De plus, si ces injections sont restreintes a la
partie dorsale du PnO la latence de cet effet est diminuée (Sakai et al., 1979; Vanni-Mercier et al., 1989; Lai
and Siegel, 1990). De maniére similaire, I’application de kainate dans cette région provoque 1’appartion de
SP (Onoe and Sakai, 1995). Cette zone, nommée péri-LCa chez le chat (pour péri-locus coeruleus o) semble

Figure I1.13: Le modéle du chat pontique et la localisation ponto-bulbaire des structures génératrices du
Sp

Une section est réalisée au niveau intercolliculaire (fleche) et toutes les régions rostrales a celle-ci sont
aspirées. L’animal présente alors un état d’ « éveil », caractérisé par une importante activité musculaire (EMG,
en haut) et la désynchronisation des ondes enregistrées dans la formation réticulée pontique (FRP, en haut), en
alternance avec un état de « sommeil paradoxal » caractérisé par 1’absence de tonus musculaire (EMG, en bas),
et I’apparition simultanée d’ondes pontiques phasiques (FRP, en bas) corrélées aux mouvements des yeux
(MY, en bas). D’aprés Jouvet, 1962.
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donc jouer un réle clef dans la geneése du SP. Chez le rat, on parle de noyau sublatérodorsal (SLD) pour cette
méme structure. Dans un souci de clarté, nous garderons par la suite la terminologie de SLD.

Une étape cruciale dans la compréhension des mécanismes du SP a été franchie lors de la découverte
au sein du SLD de neurones de type SP-on, c'est-a-dire spécifiquement actifs durant le SP (Sakai et al., 1979;
Sakai and Koyama, 1996; Sakai et al., 2001; Boissard et al., 2002). Chez le chat, ces neurones SP-on du
SLD ont pu étre séparés en deux sous-populations. La premicére, localisée dans la partie rostro-dorsale du
SLD, projette vers des structures rostrales comme le noyau intralaminaire du thalamus, le télencéphale basal,
I’hypothalamus postérieur et est inhibé par 1’application de carbachol. L hypothése que ces neurones étaient
de nature cholinergique (de tels neurones exprimant des autorécepteurs inhibiteurs (el Mansari et al., 1990))
et qu’ils seraient responsables de 1’activation corticale a été émise. La deuxiéme sous-population consiste en
des neurones excités par 1’application de carbachol (donc supposés non cholinergiques) et projetant
caudalement vers la formation réticulée ventromédiane, alors connue pour étre responsable de I’atonie
musculaire durant le SP.

Cette théorie de la genese du SP, dite théorie cholinergique, ¢tait également appuyée par des résultats
plus anciens montrant que 1’injection périphérique d’un antagoniste cholinergique diminue les quantités de
SP alors que I’injection d’un agoniste cholinergique les augmente (Jouvet and Michel, 1960). Des résultats
de neuroanatomie fonctionnelle sont également venus en appui de cette théorie. En effet, chez le rat, une
partie des neurones cholinergiques du LDT/PPT sont c-FOS+ aprés une hypersomnie de SP suivant une
privation spécifique de cet état par la méthode de la piscine. De plus ce nombre est corrélé positivement aux
quantités de SP faites durant I’hypersomnie (Maloney et al., 1999). De méme, I’induction de SP par injection
de carbachol au sein du tegmentum pontique rostral induit une expression de c-FOS au sein des neurones
cholinergiques du LDT/PPT (Yamuy et al., 1993; Shiromani et al., 1996).

La théorie cholinergique faisait donc jouer un réle majeur aux neurones cholinergiques du
LDT/PPT dans la genése du SP. Cependant, depuis une dizaine d’année, cette théorie s’estompe
progressivement au profit d’une théorie faisant la part belle au glutamate et au GABA.

I1.3.2 — Les neurones SP-on du noyau sublatérodorsal et 1a genése du SP

Contrairement a ce qui est observé chez le chat, I’application chez le rat de carbachol au sein du SLD
induit, soit une augmentation modérée (Shiromani and Fishbein, 1986; Velazquez-Moctezuma et al., 1989;
Bourgin ef al., 1995), soit aucune modification des quantités de SP (Deurveilher et al., 1997), voir méme une
augmentation des quantités d’éveil (Boissard et al., 2002). De plus, contrairement a ce qu’avaient trouvé
Maloney et al. (1999), Verret et al. ont montré que suite a une hypersomnie de SP suivant une privation
sélective de cet état, seul quelques neurones cholinergiques expriment le marqueur c-FOS (Verret et al.,
2005). Ces données tendent donc a limiter le role de I’acétylcholine dans la geneése du SP. En accord avec
cette supposition, les 1ésions du PPT et/ou du LDT chez le chat et chez le rat n’ont que peu ou pas d’effet sur
le SP (Webster and Jones, 1988; Shouse and Siegel, 1992; Lu et al., 2006b). En outre, les neurones SP-on
localisés au sein du SLD ne montrent aucune variation de leur taux de décharge suite a I’application
iontophorétique de carbachol (Figure I1.14) (Boissard et al., 2002). Toutefois, 1’apparente non implication
des neurones cholinergiques dans la geneése du SP est a prendre avec précaution. En effet, comme nous le
verrons par la suite, les neurones SP-on du SLD sont soumis & une forte inhibition GABAergique durant
I’éveil et le SL. Par conséquent il se pourrait que I’activation cholinergique ne soit alors pas suffisante pour
permettre une activation de ces neurones. En soutien a cette remarque, il a été rapporté que chez le rat
anesthésié ou décérébré et présentant probablement un tonus inhibiteur GABAergique moindre sur le SLD,
I’application de carbachol permet d’induire un état de type SP-like (Taguchi ef al., 1992; Fenik ef al., 1999).
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Par conséquent ['utilisation de 1’optogénétique permettrait de fournir de précieuses informations quand au
role des neurones cholinergiques du LDT/PPT dans la genése et la régulation du SP.

Comme nous 1’avons déja évoqué ci-dessus, ’activation du SLD chez le chat par application
d’agoniste glutamatergique provoque ’apparition du SP. De méme, chez le rat, ’application de kainate au
sein du SLD augmente le taux de décharge des neurones SP-on et induit de maniére concomitante
I’apparition d’un état de type SP-like (Boissard et al., 2002). De maniére concordante, 1’inhibition du SLD
provoque une baisse des quantités de SP ainsi qu’une augmentation de la latence d’apparition du SP (Xi ef
al., 2001a).

Comme nous I’avons ¢galement mentionné, les neurones SP-on du SLD sont supposés étre
responsables de ’activation corticale et de I’atonie musculaire. En effet, il a été montré chez le chat que les
neurones SP-on du SLD localisés dans sa partie rostrale sont activés antidromiquement par la stimulation des
noyaux intralaminaires du thalamus ou de I’hypothalamus postérieur (el Mansari et al., 1989). De plus,
I’injection de traceurs antérograde au sein du SLD du rat a montré que celui-ci projette bien sur ces noyaux
connus pour jouer un rdle dans I’activation corticale (Boissard et al., 2002). Toutefois, des données
récemment obtenues au sein du laboratoire fragilisent cette hypothése. En effet, suite a 1’injection de CTb
dans le noyau intralaminaire du thalamus, de nombreux neurones sont rétrogradement marqués dans le SLD,
confirmant ainsi 1’existence de projections, mais ces neurones n’expriment pas le marqueur c-FOS apres une
hypersomnie de SP (Valencia-Garcia, communication personnelle). Une étude plus poussée de la nature
neurochimique et du comportement électrophysiologique de ces neurones est donc nécessaire.

En ce qui concerne les neurones SP-on localisés dans la partie caudale du SLD, ceux-ci sont activés
antidromiquement par la stimulation de la formation réticulée bulbaire qui contient, comme nous le verrons
par la suite (voir partie 11.3.3), les prémotoneurones responsables de 1’atonie au cours du SP (Sakai et al.,
1981). Ces données, confirmées chez le rat par ’utilisation de traceurs antérogrades (Boissard et al., 2002),
sont en faveur d’un réle du SLD dans la mise en place de 1’atonie caractéristique du SP. De nombreuses
données confirment cette hypothése. Tout d’abord, la 1ésion chez le chat de la partie caudale du SLD
supprime ’atonie musculaire lors du SP (Sastre and Jouvet, 1979; Sastre et al., 1979). De plus, 1’activation
continue du SLD chez le rat par application d’antagoniste GABAergique provoque une atonie musculaire
prolongée ainsi que ’apparition de nombreux neurones c-FOS+ au sein du SLD (Boissard et al., 2002)
suggérant ainsi un role de ce noyau dans la suppression du tonus musculaire.
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Figure I1.14: Les neurones SP-on du noyau sublatérodorsal (SLD) chez le rat

(A) Activité unitaire au cours des états de vigilance d'un neurone de type SP-on enregistré au sein du SLD chez
le rat en contention stéréotaxique.

(B) Caractérisation pharmacologique de ces neurones SP-on. L'application de carbachol n'induit aucune modi-
fication de la fréquence de décharge de ces neurones alors qu'elle est augmentée durant les épisodes de SP ou
par l'application d'acide kainique. D'aprés Boissard, 2002.

43



Si P’implication du SLD dans la genése du SP fait consensus, la nature neurochimique de ces
neurones est encore incertaine. En effet, il a été montré que les neurones du SLD projetant a la formation
réticulée bulbaire ventrale ne sont ni cholinergiques, ni aminergiques (Luppi ef al., 1988). Des résultats
récents montrent également un nombre trés réduit de neurones GABAergiques activés dans le SLD aprés
hypersomnie de SP. De plus, ce nombre ne varie pas en fonction des différentes conditions expérimentales
(controle, privation sélective de SP, hypersomnie de SP) suggérant ainsi que les neurones SP-on du SLD ne
sont pas de nature GABAergique (Sapin ef al., 2009). L’hypothése avancée depuis longtemps est qu’ils
seraient de nature glutamatergique (Luppi et al., 1988; Luppi et al., 2006; Fort et al., 2009; Saper et al.,
2010; Luppi et al., 2011).En effet, de nombreuses données vont dans ce sens. Tout d’abord le SLD contient
des neurones exprimant le transporteur vésiculaire du glutamate n°2 (vGLUT2) (Lu et al., 2006b), marqueur
spécifique de neurones glutamatergiques (Herzog et al., 2001). Kodama et al. ont également montré que la
concentration extracellulaire en glutamate au sein du noyau réticulé magnocellulaire (Mc) responsable de
I’atonie musculaire et recevant des projections du SLD (voir partie 11.3.3) augmente durant le SP (Kodama
et al., 1998). De plus, I’application locale d’agonistes glutamatergiques au sein du Mc provoque une atonie
musculaire de maniére dose-dépendante. Enfin, le blocage de la transmission glutamatergique au sein du Mc
par D’application d’antagonistes NMDA ou kainique inhibe la mise en place de I’atonie musculaire
normalement induite par I’injection de carbachol au niveau du péri-LCa (Lai and Siegel, 1988).

L’ensemble de ces données suggére donc que la genese du SP serait due a I’activation d’un
petit groupe de neurones supposés glutamatergiques et localisés au sein du péri-LCa chez le chat,
encore nommé SLD chez le rat. Ces neurones seraient responsables : (i) de I’activation corticale via des
projections ascendantes sur le thalamus, (ii) de I’atonie musculaire via des projections descendantes
sur la formation réticulée bulbaire ventrale. Chez le chat, il existerait deux sous-populations réparties
de maniére rostrocaudale. Chez le rat, une telle organisation spatiale n’a pas encore été clairement
établie. Notons toutefois que récemment, le groupe de Saper a émis ’hypothése d’une ségrégation de
ces deux populations chez le rat: Dactivation corticale serait alors due a des neurones
glutamatergiques localisés au sein du noyau précoeruleus et du noyau parabrachial (Lu ez al., 2006b;
Saper et al., 2010). Ces derniéres données doivent cependant étre prises avec précautions étant donné
qu’elles n’ont pas encore été reproduites.

I1.3.3 — Les noyaux gigantocellulaires bulbaires : relais du SLD dans le contréle
de ’atonie musculaire

De maniére certaine, 1’atonie musculaire caractéristique du SP est le résultat d’un phénomeéne actif.

En effet, I’enregistrement intracellulaire de motoneurone spinaux a démontré que ceux-ci sont hyperpolarisés
durant le SP (Chase and Morales, 1990). De plus, comme illustré en Figure IL15A-B, cette
hyperpolarisation est médiée par la glycine que ce soit au niveau de la moelle épiniére, de I’hypoglosse ou du
noyau trigeminal (Chase et al., 1989; Soja et al., 1991; Kohlmeier et al., 1996; Yamuy et al., 1999). En
accord avec cette inhibition, I’analyse par microdialyse des concentrations extracellulaires en GABA et
glycine a montré qu’elles augmentent dans la moelle épiniére et dans le noyau de 1’hypoglosse durant
I’atonie induite par 1’application d’acétylcholine dans le SLD du chat (Kodama et al., 2003) mais également
durant le SP physiologique (Taepavarapruk ef al., 2008). De maniére contradictoire, une étude récente a
montré que I’application simultanée par microdialyse de bicuculline et de strychnine (antagonistes respectifs
des récepteurs GABAa et glycinergique) au sein du noyau trigeminal n’a aucune influence sur 1’atonie
musculaire (Brooks and Peever, 2008). Cependant ces mémes auteurs ont depuis rapporté que 1’ajout
supplémentaire d’un antagoniste GABAb provoquait le retour du tonus musculaire au cours des épisodes de
SP (Brooks and Peever, 2009). Enfin, il a été rapporté tout récemment qu’une souris transgénique dont les
transmissions GABAergiques et glycinergiques sont altérées présentent tous les symptomes des RBD,
notamment la présence de mouvements durant le SP (Brooks and Peever, 2011). L’ensemble de ces données
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suggere donc que I’inhibition des motoneurones durant le SP serait médiée majoritairement par la glycine
mais également par le GABA. Mais quelles sont les structures responsables de cette inhibition
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Figure I1.15: Les neurones glycinergiques du GiV générent I'atonie musculaire du SP

(A) Répartition des motoneurones en fonction de la fréquence des PPSI (IPSPs/s) enregistrée durant le SP en
condition normale ou en présence de strychnine, antagoniste glycinergique.

(B) Amplitude des PPSI enregistrés dans ces deux mémes conditions pour un méme neurone. Les fléches
indiquent la valeur médiane pour chaque condition et réveélent qu'en condition normale, 50 % des PPSI ont une
amplitude plus forte que l'amplitude maximale observée sous strychnine. D'aprés Chase et al., 1989.

(C-E) Le GiV contient de nombreux neurones glycinergiques (marron) activés aprés hypersomnie de SP
(c-FOS en noir) (C). De plus des fibres marquées a la PHAL (traceur antérograde, en noir) en provenance du
SLD projettent sur ces neurones glycinergiques du GiV (en marron) (D, E). D'apres Boissard et al., 2002.

(F) La lésion du GiV entraine la disparition de I'atonie musculaire normalement observée durant le SP (fleches
rouges). D'aprés Holmes and Jones, 1994.
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GABA/glycinergique?

Si le SLD contient de nombreux neurones SP-on, ce n’est pas la seule région ponto-bulbaire ou ce
type de neurone est retrouvé. En effet, la présence de tels neurones au sein du noyau réticulé magnocellulaire
(Mc) a pu étre mise en évidence (Sakai et al., 1979; Siegel et al., 1979). Sakai et al. ont également pu
déterminer que ces neurones SP-on sont activés antidromiquement lors de la stimulation de la voie réticulo-
spinale, démontrant ainsi qu’ils projettent directement sur la moelle épiniére (Sakai et al., 1979; Kanamori et
al., 1980). Le Mc contient également de nombreux neurones glycinergiques projetant sur les motoneurones
de la moelle épiniere et du noyau trigeminal (Fort ef al., 1989; Fort et al., 1993; Rampon ef al., 1996) et une
étude en microscopie électronique a consolidé ces résultats en montrant que les neurones glycinergiques du
Mc projettent de maniére monosynaptique sur les motoneurones spinaux (Holstege and Bongers, 1991). 1l a
également été rapporté que les neurones du Mc projetant sur noyau moteur trigeminal sont c-FOS+ lors de
I’atonie musculaire provoquée par la stimulation cholinergique du SLD (Morales ef al., 1999). De maniére
analogue, chez le rat dont nous utiliserons désormais la terminologie dans un souci de clarté, les noyaux
gigantocellulaires ventraux (GiV) et alpha (GiA), qui correspondent au Mc du chat, contiennent de
nombreux neurones glycinergiques c-FOS+ apres induction du SP par application de bicuculline dans le SLD
(Figure II.15C) (Boissard et al., 2002). 1l est fort probable que ces neurones du GiV/GiA contiennent
également le GABA comme neurotransmetteur puisque Sapin et al. ont montré que dans ces structures, la
grande majorité des neurones c-FOS+ apres hypersomnie de SP expriment I’ARNm de la gad67 et sont donc
de nature GABAergique (Sapin ef al., 2009).

L’ensemble de ces données suggérent donc que ce sont ces neurones glycinergiques du GiV/GiA qui
sont responsables de l’inhibition des motoneurones durant le SP. En effet, de nombreuses données
anatomiques et physiologiques laissent penser que le GiV/GIA est bien le relais du SLD dans la genese de
I’atonie musculaire.

Tout d’abord, comme illustré en Figure II.15D-E, le SLD projette sur ces neurones glycinergiques
(Luppi et al., 1988; Boissard et al., 2002). De plus, les neurones du SLD projetant sur le GiV/GiA sont de
nature SP-on (Sakai et al., 1981) et sont donc supposés glutamatergiques (voir partie 11.3.2). En effet, la
libération de glutamate augmente dans le GiV/GiA durant le SP (Kodama ef al., 1998) ou I’application d’un
agoniste glutamatergique provoque une inhibition du tonus musculaire (Lai and Siegel, 1991). A I’inverse, la
Iésion de cette zone induit le retour du tonus musculaire durant le SP (Figure II.15F) (Holmes and Jones,
1994).

Si cette implication des neurones glycinergiques du GiV/GiA dans I’atonie du SP fait relativement
consensus, des travaux récents du groupe de Saper supposeraient une modification de la théorie existante. En
effet, son groupe a montré que certains neurones du SLD projettent directement sur la moelle épiniére sans
passer par le GiV/GiA dont la Iésion n’a aucune incidence sur la survenue de 1’atonie durant le SP (Lu et al.,
2006b; Vetrivelan et al., 2009). Or, la 1ésion du GiV/GiA semblait étre localisée trop rostrale (Luppi et al.,
2011), épargnant de fait les neurones SP-on du GiV/GiA et aucun résultat n’indique que les neurones
projetant directement a la moelle épiniere soient de type SP-on. Plus encore, il a été montré chez le chat par
des stimulations antidromiques que les neurones du SLD projetant directement a la moelle épini¢re ont un
type de décharge non corrélé au SP (Sakai et al., 1981).

L’ensemble des données disponibles de la littérature ont donc conduit a I’élaboration de la
théorie globalement consensuelle selon laquelle les neurones glycinergiques et GABAergiques du
GiV/GiA, sous le contrdle du SLD, seraient responsables de I’inhibition des motoneurones durant le
SP. 11 est intéressant de noter qu’ils pourraient également intervenir dans I’inhibition des entrées
sensorielles, qui sont réduites durant le SP (Soja et al., 2001), via des projections sur la corne dorsale
de la moelle épiniére (Kato ez al., 2006).
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Comme nous venons de la voir, les événements en aval du SLD sont relativement bien connus et peu
soumis a controverse. A 1’inverse, ceux en amont du SLD permettant sont activation et donc I’apparition du
SP sont, comme nous allons le voir, moins bien décrits et par conséquent d’avantage soumis a discussion.

I1.3.4 — Les structures SP-off dites permissives et le controle GABAergique du
SLD

Les premicres hypothéses permettant d’expliquer I’activation du SLD se basaient sur deux grands
arguments. Le premier, d’ordre électrophysiologique, se rapportait aux modes de décharges des différentes
populations impliquées dans la régulation des états de vigilance. Les neurones SP-on du SLD s’opposent en
effet aux neurones noradrénergiques, sérotoninergiques, histaminergiques et hypocrétinergiques qui montrent
une activité de type SP-off (voir partie II.1). Le second, d’ordre pharmacologique, montrait que
I’application de substances potentialisant la transmission noradrénergique ou sérotoninergique supprime le
SP (Jones, 1991; Gervasoni et al., 2002). En outre I’application de noradrénaline au sein du SLD inhibe le
SP et I’activité des neurones SP-on non cholinergiques (Tononi ef al., 1991; Sakai and Koyama, 1996).
L’ensemble de ces données ont conduit a I’hypothese de 1’inhibition réciproque entre les neurones SP-on du
SLD et ceux SP-off des structures d’éveil (McCarley and Hobson, 1975). Mais cette théorie s’est tout
d’abord heurtée au fait que les neurones des structures d’éveil sont d’avantage de type éveil-on que de type
SP-off. Leur fréquence de décharge durant le SL est en effet relativement faible (voir partie I1.1) laissant
planer un doute sur leur capacité a inhiber le SLD durant le SL. De plus une étude récente du laboratoire
montre que les neurones noradrénergiques, et en particulier ceux du LC, ont peu de chance d’étre
responsables de I’inhibition du SLD. En effet, aprés une privation spécifique de SP par la méthode de la
piscine, les neurones noradrénergiques du LC ne sont pas c-FOS+ (Leger et al., 2009). En outre, il ne semble
pas que le LC soit une afférence majeure du le SLD (Boissard ef al., 2003). Signalons tout de méme que dans
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Figure I1.16: La mise en place du SP nécessite la levée de I'inhibition GABAergique du SLD

(A) Caractérisation de I'état de type SP (PS-like) induit par l'application de bicuculine (antagoniste GABA) au
sein du SLD chez le rat en contention stéréotaxique. La pression sanguine dans les corps spongieux est repré-
sentée (CSP Pressure) en plus de I'EEG, de 'EMG et de 'EOG.

(B) L'application de bicuculline au sein du SLD provoque l'apparition d'un état de type SP qui perdure tant que
l'application de bicuculline est maintenue. L'activité théta de 'EEG, l'activité musculaire ainsi que I'hypno-
gramme correspondant sont représentés.

(C) Cet état particulier peut étre réversé par l'application concomitante d'acide kynurenique, (antagoniste
glutamatergique).

D'apres Boissard et al., 2002.
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cette étude, un nombre non négligeable de neurones TH des aires A1/C1 et A2/C2 sont actifs durant la
privation de SP. Ces neurones noradrénergiques pourraient alors participer a 1’inhibition du SP observée
durant ce protocole. Toutefois, si I’inhibition monoaminergique n’est donc pas a exclure totalement, depuis
maintenant une décennie, de nombreux arguments se sont accumulés quand a I’importance de mécanismes
GABAergiques dans I’inhibition du SLD. Ce sont ces arguments que nous allons maintenant développer.

Au début des années 2000, Xi et al. ont réalisé des injections par pression de GABA et de bicuculline

(antagoniste GABAergique) au sien du SLD chez le chat. Ils ont alors observé 1’apparition quasi-immédiate
d’une longue phase de SP, alors que I’application de GABA durant le SP ou le SL induisait 1’apparition
d’éveil (Xi et al., 1999; 2001b). De plus, cette méme ¢tude montre que 1’application de strychnine,
antagoniste glycinergique, dans le SLD n’a aucun effet sur les états de vigilance. Chez le rat, il a été
confirmé que 1’application par iontophorése de bicuculline ou de gabazine (un autre antagoniste GABA,)
dans le SLD de rats en contention stéréotaxique provoque I’apparition rapide d’un état de type SP caractérisé
par une augmentation de la puissance des ondes théta et I’absence de tonus musculaire (Figure I1.16A). De
plus comme illustré en Figure 11.16B, cet ¢tat perdure tant que 1’application de bicuculline se poursuit et est
suivi de I’expression de c-FOS dans de nombreux neurones du SLD (Boissard et al., 2002). Ces résultats,
reproduits par la suite chez le rat libre de se mouvoir (Pollock and Mistlberger, 2003; Sanford et al., 2003)
suggerent que le SLD est toniquement inhibé par un mécanisme GABAergique durant 1’éveil et le SL
permettant ainsi une inhibition du SP.
A cet effet, il a également été montré que les neurones SP-on du SLD sont excités lors de I’application
iontophorétique de bicuculline (Boissard ef al., 2000). En outre, I’état de type SP induit par ’application de
bicuculline au sein du SLD est réversé par 1’application simultanée d’un antagoniste glutamatergique
(Figure I1.16C) suggérant ainsi que le SLD est également soumis en permanence a un tonus excitateur
(Boissard ef al., 2002). L’ensemble de ces données suggere donc que I’activation du SLD nécessaire a la
survenue du SP nécessite la levée de I’inhibition GABAergique qui le controle.

La localisation des neurones GABAergiques responsables de I’inhibition du SLD a été 1’étape
suivante dans la compréhension des mécanismes régulant le SP.

Dans cette optique, Boissard et al. ont analysé les afférences GABAergiques au SLD, identifiées par
une injection de CTb au sein du SLD et la présence de la GAD, enzyme de synthése du GABA. Ils ont ainsi
pu en déduire que les afférences GABAergiques majeures au SLD pouvant étre responsables de son
inhibition étaient la substance réticulée pontique (incluant le SLD) ainsi que la région a la limite entre la
substance grise périaqueducale ventro-latérale (VLPAG) et le noyau réticulé mésencéphalique profond
(DpMe) (Figure 11.17A) (Boissard ef al., 2003). La partie dorsale du DpMe contenant ces neurones a par la
suite ét¢ nommée dDpMe. Ces données ont ensuite été confirmée par Lu et al. (Lu ef al., 2006b). Le fait que
des neurones GABAergiques locaux puissent participer a 1’inhibition du SLD a été mis en avant deés 1999 par
I’injection dans le SLD d’oligonucléotides permettant I’arrét de 1’expression du géne de la GAD et induisant
une augmentation des quantités de SP (Xi et al., 1999). Toutefois, I’implication de tels neurones est
aujourd’hui soumise a discussion. En effet, Sapin et al. ont bien montré la présence dans le SLD de neurones
GABAergiques c-FOS+ aprés une privation de SP, mais cette présence est assez limitée et ne varie pas en
fonction des groupes comportementaux (contrdle, privation et hypersomnie de SP) (Sapin et al., 2009). Au
contraire, comme illustré en Figure I1.17B, leur étude montre que la seule structure pontomésencéphalique
contenant un nombre important de neurones GABAergiques activés lors d’une privation de SP est en fait la
VLPAG/dDpMe. De plus, I’inhibition de cette structure par injection de muscimol induit chez le rat comme
chez le chat une hypersomnie de SP (Figure I1.17C) (Sastre et al., 1996; Boissard et al., 2000; Crochet et
al., 2006; Sapin ef al., 2009). De méme sa Iésion entraine une augmentation de prés de 90 % des quantités de
SP (Lu et al., 2006b).
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L’ensemble des données exposées ci-dessus montrent que pendant I’éveil et le SL, le SLD est
maintenu inactif par une inhibition tonique GABAergique vraisemblablement en provenance de la
VLPAG et du dDpMe. La mise en place du SP résulterait alors de D’arrét de ces structures
GABAergiques permettant ainsi une levée de I’inhibition du SLD et donc son activation. La VLPAG/d
représente donc une structure dite permissive puisque sont arrét est indispensable a la mise en place
du SP.

Il est intéressant de noter que le SP induit suite a I’application de muscimol dans la VLPAG/dDpMe
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Figure 11.17: L'inhibition GABAergique du SLD provient de la vVIPAG/DpMe

(A) Localisation des neurones CTb+ (apres injection de CTb dans le SLD, petits cercles noirs) et des neurones
doublement marqués CTb/GAD+ (enzyme de synthése du GABA, gros points gris). D'aprés Boissard et al.,
2003.

(B) Localisation des neurones ¢c-FOS+ (points noirs) et des neurones doublement marqués c-FOS/gad67+
(points rouges) apres hypersomnie de SP. D'apreés Sapin et al., 20009.

(C) L'application de muscimol au niveau de la VLPAG/DpMe (points noirs au niveau des cartographies) induit
une augmentation des quantités de SP (bandeau du bas). D'aprés Sapin et al., 2009.
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posséde toutes les caractéristiques du SP (atonie, rythme théta, mouvements oculaires) (Boissard,
2002) alors que celui induit par ’application de bicuculline au sein du SLD ne produit qu’un état de
type SP avec notamment une absence de mouvements oculaires (Boissard er al, 2002). Cette
observation suppose donc que la VLPAG/dDpMe inhiberait la totalité des structures impliquées dans
la genése du SP qui ne se limiteraient donc pas au seul SLD. Le contréle de ces neurones
GABAergiques représente donc un mécanisme clef dans la régulation du SP.

I1.3.5 — L’inactivation GABAergique des structures monoaminergiques

Comme nous I’avons déja évoqué, ’ensemble des neurones monoaminergiques présentent un patron
de décharge de type SP-off (voir partie I1.1) et ’application de monoamines ou de leurs agonistes dans le
SLD ou de maniere systémique (voir partie 11.3.4) supprime le SP. La mise en place du SP nécessite donc
I’inhibition de ces neurones.

Selon la théorie monoaminergique/cholinergique, I’inhibition des neurones monoaminergiques
étaient due a 1’activation des neurones SP-on cholinergiques du SLD (McCarley and Hobson, 1975). Or, le
SLD ne projette quasiment pas notamment pas sur le LC (Luppi et al., 1995; Verret et al., 20006), et
I’acétylcholine excite les neurones noradrénergiques du LC et n’inhibe que faiblement les neurones
sérotoninergiques du DR (Guyenet and Aghajanian, 1979; Koyama and Kayama, 1993). De plus,
I’application par iontophorese durant 1’éveil, le SL ou le SP de bicuculline ou de strychnine (antagonistes
GABAergique et glycinergique) sur des neurones sérotoninergiques du DR ou noradrénergiques du LC
provoque une augmentation de leur taux de décharge (Figure I1.18A) (Darracq et al., 1996; Gervasoni et al.,
1998; Gervasoni et al., 2000).

Ces résultats suggerent que les neurones du DR et du LC regoivent un tonus GABAergique et/ou
glycinergique important durant tous les trois états de vigilance. Cette hypothése est étayée par des études de
microdialyse qui ont révélé que les concentrations extracellulaires en GABA, mais pas en glycine,
augmentent dans le LC et le DR durant le SP par rapport au SL et de manicre plus importante encore par
rapport a 1’éveil (Nitz and Siegel, 1997a; Nitz and Siegel, 1997b). L’inhibition GABAergique des neurones
monoaminergiques est donc minimale durant 1’éveil, augmente durant le SL, provoquant ainsi une baisse de
leur activité, et augmente encore durant les épisodes de SP conduisant a 1’arrét total de ces neurones. Si leur
inhibition durant le SL provient vraisemblablement du VLPO (veir partie I1.2), leur origine durant le SP
semble différente.

En effet, il a été avancé que les neurones GABAergiques de I’extended-VLPO (région s’étendant
dorsalement au VLPO) pourraient étre responsables de cette inhibition durant le SP (Lu ef al., 2002). Mais
une étude du laboratoire contredit cette hypothése. En effet, Verret et al. ont montré que I’extended-VLPO
contient bien des neurones projetant sur le LC (car immunoréactifs a la CTb apres son injection dans le LC)
mais que ces derniers ne sont pas c-FOS+ lors d’une hypersomnie de SP (Verret et al., 2006). De plus,
I’étude des neurones sérotoninergiques chez le chat pontique ou décérébré montre que I’inhibition de ces
neurones perdure durant le SP suggérant ainsi que les structures responsables de cette inhibition sont
localisées au niveau pontobulbaire (Jouvet, 1972; Woch et al., 1996).

En accord avec ces observations et comme illustré en Figure I1.18B, Verret et al. ont observé que
contrairement a ’extended-VLPO, les noyaux paragigantocellulaires dorsaux (DPGi) et latéraux (LPGi),
ainsi que la VLPAG, contiennent I’essentiel des neurones projetant au LC et actifs lors d’une hypersomnie
de SP (Verret et al., 2006).De plus, I’étude des afférence au LC ainsi qu’au DR a mise en évidence que DPGi
et VLPAG sont deux afférences GABAergiques pontobulbaires communes a ces deux systémes (Luppi ef al.,
1998; Gervasoni et al., 2000). Enfin, plus récemment, Sapin et al. ont montré que 86 %, 70 % et 52 % des
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neurones activés lors d’une hypersomnie de SP et localisés respectivement dans le DPGi, le LPGi et la
VLPAG sont de nature GABAergique (Sapin et al., 2009). L’ensemble de ces données semble donc montrer
que I’inhibition des neurones monoaminergiques au cours du SP proviendrait de neurones GABAergiques
localisés au sein du DPGi, du LPGi et de la VLPAG.

Cette hypothese est confirmée par le fait que la stimulation électrique du DPGi augmente les quantités de SP
chez le rat via ses projections sur le LC (Kaur et al., 2001), et que ’application locale de bicuculline dans le
LC empéche son inhibition normalement induite par la stimulation du DPGi (Ennis and Aston-Jones, 1989).
En outre, le fait que le DPGi contienne des neurones de type SP-on dont I’augmentation de I’activité anticipe
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Figure I1.18: Durant le SP, les neurones monoaminergiques sont inhibés par des neurones SP-on
GABAergiques du DPGi

(A) L'application de bicuculine (BIC) au sein du locus coeruleus durant le SL (SWS) ou le SP (PS) induit une
augmentation du taux de décharge des neurones noradrénergiques. D'apres Gervasoni et al., 1998.

(B) Le DPGi est la structure contenant le plus de neurones projetant sur le LC et activés durant une hypersom-
nie de SP. Les points noirs correspondent aux neurones c-FOS+, les cercles noirs au neurones CTh+ et les
étoiles aux neurones c-FOS/CTb+. L'injection de CTb a été réalisée au sein du LC. D'apres Verret et al., 2006
(C) Le DPGi contient de nombreux neurones de type SP-on (a gauche). De plus, I'augmentation du taux de
décharge de ces neurones précede d'environ 15 sec I'apparition du SP (a droite). D'aprés Goutagny et al., 200¢
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largement la survenue et la disparition du SP (respectivement de 15 et 10 secondes) conforte de maniere
importante cette hypothése (Figure IL.18C) (Goutagny et al., 2008). L’implication de la VLPAG est
également soutenue par les résultats de Liu et al. montrant que la stimulation sur des tranches d’encéphale de
la VLPAG induit I’inhibition des neurones sérotoninergiques du DR via un mécanisme GABAergique (Liu
et al., 2000).

Il apparait donc que les neurones monoaminergiques, promoteurs d’éveil et de type SP-off,
sont toniquement inhibés durant le SP par des mécanismes GABAergiques. Les données existantes
laissent supposer que, particuliecrement en ce qui concerne le LC, cette inhibition serait due a des
neurones GABAergiques localisés au sein du DPGi, du LPGi et de la VLPAG. Le roéle de ces structures
dans Pinhibition des autres aires monoaminergiques a été évoquée (Luppi ef al., 2004; Luppi et al.,
2006; Fort et al., 2009) mais reste encore a étre démontré formellement.

I1.3.6 — Le role de I’hypothalamus postérieur dans la régulation du SP

L’implication de I’hypothalamus dans la régulation du SP n’a été suggérée que tardivement, et ce
probablement parce qu’il avait été¢ montré que le SP perdure chez le chat pontique, démontrant ainsi que les
structures nécessaires a sa genese sont localisées au niveau pontobulbaire (voir partie I1.3.1). A la fin des
années 1980, les premicres études montrant un lien entre hypothalamus et SP sont venues du laboratoire de
Jouvet. En réalisant des privations de SP chez le chat pontique, il a ainsi ét¢ démontré que les mécanismes
homéostatiques du SP sont absents chez le chat pontique puisque celui-ci ne présente aucune hypersomnie de
SP consécutive a une telle privation. De plus, si un isolat d’hypothalamus est laissé intact chez un chat
pontique, celui-ci peut survivre plusieurs semaines et montre des quantités journalieres normales de SP
(Jouvet, 1988). Ces données suggérent donc un role de I’hypothalamus dans la régulation homéostatique du
SP.

En soutien a cette hypothése, 1’hypothalamus postérieur, et en particulier l’aire latérale de
I’hypothalamus (LH), la zona incerta (ZI) et I’aire périfornicale (PeF), présentent de nombreux neurones c-
FOS+ suite a une hypersomnie de SP (Verret et al., 2006). Ces résultats suggeérent que ces structures
comportent des neurones spécifiquement actifs durant le SP et donc potentiellement impliqués dans sa
régulation. En effet, plusieurs groupes ont ainsi montré que 1’hypothalamus postérieur contient de nombreux
neurones de type SP-on (Steininger et al., 1999; Alam et al., 2002) (Koyama et al., 2003; Goutagny et al.,
2005; Hassani et al., 2009). De plus, I’application de muscimol (agoniste GABAergique) au sein de la LH
chez le chat induit une disparition de SP (Lin et al., 1989). Toutefois, cet effet disparait chez un chat auquel
une section de I’encéphale a été réalisée immédiatement rostralement au LDT, montrant ainsi que la LH
régule le SP via des projections sur les structures pontobulbaires génératrices du SP (Sakai et al., 1990).

S’il apparaissait que la LH intervient dans la régulation et I’homéostasie du SP, la nature précise des
neurones impliqués restait encore a déterminer étant donné que I’hypothalamus est une structure
extrémement hétérogene comportant de nombreux types cellulaires. Une partie de la réponse est venue d’une
étude du laboratoire montrant que les neurones a MCH (hormone de mélanoconcentration), petite population
(environ 12000 neurones chez le rat) localisée au sein de I’hypothalamus postérieur, sont spécifiquement
activés lors d’une hypersomnie de SP (Modirrousta ef al., 2005). En effet, dans cette condition expérimentale
et comme illustré en Figure I1.19A, prés de 50 % des neurones c-FOS+ dans I’hypothalamus postérieur sont
de nature MCHergique, et prés de 60 % des neurones MCH sont c-FOS+. De plus, ’application
intracérébroventriculaire de MCH augmente de maniére drastique les quantités de SP (Verret ef al., 2003).
La nature SP-on de ces neurones a par la suite été définitivement confirmée par I’enregistrement unicellulaire
de ces neurones couplé a un marquage juxtacellulaire (Figure I1.19B-C) (Hassani ef al., 2009).
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De nombreuses études ont depuis confirmé 1’implication des neurones a8 MCH dans la régulation du
SP. En effet, si I’injection icv de MCH augmente les quantités de SP (Figure I1.19D), I’injection sous-
cutanée d’un antagoniste MCHergique diminue les quantités de SL et de SP (Ahnaou er al., 2008) et des
souris dont la voie de signalisation de la MCH a été invalidée présentent une altération de leur cycle veille-
sommeil et de son homéostasie (Adamantidis ef al., 2008; Willie et al., 2008). En outre, des souris
génétiquement modifiées MCH-ataxine (qui expriment 1’ataxine dans les neurones @ MCH ce qui induit leur
dégénérescence) présentent une diminution de I’hypersomnie de SP suivant une privation spécifique de cet
état (Fort, communication personnelle). Si les neurones a MCH semblent donc étre impliqués dans la
régulation du SP, il est important de noter que ces neurones ne sont pas les seuls neurones de I’hypothalamus
activés durant le SP. En effet, de nombreux neurones GABAergiques de I’hypothalamus postérieur sont, a
I’instar des neurones MCH, c-FOS+ durant une hypersomnie de SP (Sapin et al., 2010) et de type SP-on
(Hassani et al., 2010). Si prés de 90 % des neurones MCH sont également GABAergiques (Sapin et al.,
2010), il semble exister une différence entre les neurones MCH et les neurones GABAergiques non MCH de
I’hypothalamus.
En effet, les premiers voient leur activité unitaire augmenter a I’apparition du SP alors que 1’augmentation
d’activité des seconds précede I’apparition du SP (Hassani ef al., 2009; Hassani et al., 2010). Ces derniers
pourraient donc, au contraire des neurones MCH, étre impliqués dans le déclenchement du SP.

D’un point de vu mécanistique, il a ét¢ émis I’hypothése que les neurones a MCH pourraient
favoriser le SP via I’inhibition des neurones SP-off dits permissifs, comme les neurones monoaminergiques,

A B

10
08
06
04

nit spike rate (Hz)

U
o
X}

0
C aw qw tSWSSWS tPS PS

.“ 1 ¢ SWS o SWS e SWS e« SWS o IPS e PS

» 0B _.

PF gt

PR Lt o A S A o B O S b onpfpinsl o
EMG

D Unit
*k 0.2 (n=7) 2 . tPS e tPS s PS e PS s PS o PS
400 4 &5 === =1 g (n=7) 0B
PF 4 y
= GRS
?;«300- EMG k
_9 Unit
8 200
5 3 « PS e PS s « aW e aW e aW e
n o8
o
100 4 . A
EMG ) P
0 Unit
2 ) 8
Time (h)

Figure I1.19: Implication des neurones 4 MCH dans la régulation du SP

(A) Prés de 50 % des neurones 8 MCH (en marron) expriment ¢-FOS (en noir) aprés une profonde hypersom-
nie de SP. D'apres Verret et al., 2003.

(B-C) Activité unitaire (en rouge) des neurones &8 MCH au cours des différents états de vigilance montrant leur
caractére SP-on. aW, éveil actif; qW, éveil calme; tSWS, transition éveil/SL; SWS, SL; tPS, transition SL/SP;
PS, SP. Les différents états de vigilance sont déterminés en fonction de 'activité EMG et des EEG des cortex
olfactif (OB), préfrontal et rétrosplénial (RS). D'aprés Hassani et al., 2009.

(C) L'injection intracérébroventriculaire de MCH induit une augmentation des quantités de SP. D'apres Verret
etal., 2003.
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hypocrétinergiques ou les neurones GABAergiques de la VLPAG/dDpMe (Fort et al., 2009; Saper et al.,
2010; Luppi et al., 2011). En accord avec cette hypothése, de grandes quantités de fibres a MCH ainsi que de
MCHR1 (Récepteur a la MCH) sont retrouvées au niveau du TMN, du DR, du LC et de la VLPAG/dDpMe
(Bittencourt et al., 1992; Hervieu et al., 2000; Kilduff and de Lecea, 2001). En outre, en plus de contenir le
GABA comme neurotransmetteur, la MCH est un neuropeptide inhibiteur (Gao and van den Pol, 2001) et
celle-ci inhibe notamment les neurones sérotoninergiques du DR (Lagos ef al., 2009). Les neurones a MCH
pourraient également participer a 1’inhibition des neurones a hypocrétine. En effet, ces deux populations sont
interconnectées (Bayer ef al., 2002; Guan et al., 2002) et il a récemment ¢été mis en évidence que la MCH
pourrait diminuer la transmission hypocrétinergique (Rao et al., 2008).

L’hypothalamus postérieur, et en particulier les neurones a MCH, semble donc impliqué dans
la régulation du SP et plus particuliérement dans son homéostasie. Il exercerait son réle facilitateur
envers le SP en permettant une inhibition des structures SP-off permissives. De part les
interconnections existantes entre les neurones a MCH et ceux & HCRT, deux populations aux
caractéristique électrophysiologiques et physiologiques opposées, I’hypothalamus apparait donc
comme une structure clef pour la régulation des états de vigilance, et du SP en particulier.

I1.3.7 — Modzéles de la genése et du maintien du SP

La Figure IL.20A illustre le modele de la genese et du maintien du SP tel qu’on le congoit

actuellement au sein du laboratoire. Dans ce modele, le SLD est la structure centrale responsable de la mise
en place du SP. Supposé de nature glutamatergique, il supprimerait le tonus musculaire par 1’excitation des
prémotoneurones GABAergiqes/glycinergiques du GiV/GiA et permettrait également ’activation corticale
via des projections ascendantes sur le noyau réticulé du thalamus. L’existence de deux sous populations,
I’une rostrale et 1’autre caudale a bien été montrée chez le chat mais reste une hypothése chez le rat. D’une
manicre générale, une telle organisation permettrait d’expliquer les symptdmes observés chez les patients
atteints de RBD. En effet ceux-ci montrent des quantités et une homéostasie normale du SP mais seule la
régulation de 1’atonie est défectueuse (voir partie 1.3.2). L’existence de deux populations distinctes
permettrait alors d’expliquer cette spécificité symptomatologique.
Durant 1’éveil et le SL, les neurones SP-on du SLD seraient maintenus inactifs par des neurones
GABAergiques SP-off localisés au sein de la VLPAG et du dDpMe. Durant 1’éveil, ces neurones seraient
notamment sous 1’excitation des neurones a HCRT éveil-on de I’hypothalamus. La dégénérescence des
neurones & HCRT chez les sujets narcoleptiques diminuerait ainsi le tonus excitateur sur ces neurones durant
I’éveil, permettant ainsi leur inhibition dans certaines conditions et la survenue des crises de cataplexie par
I’activation du SLD. Chez le sujet sain, I’inhibition de ces neurones GABAergiques de la VLPAG/dDpMe,
permettant ainsi la survenue du SP, serait la conséquence de I’activation des neurones SP-on du DPGi, de la
VLPAG elle-méme et de I’hypothalamus postérieur (MCH notamment). Ces neurones participeraient
également a 1’arrét des neurones monoaminergiques observé durant le SP.

La Figure I1.20B correspond au modele du SP proné par le groupe de Saper. Deux différences
majeures sont a signaler. La premiére se trouve au niveau de la mise en place de 1’atonie musculaire. Selon
leur modéle, le SLD induirait I’inhibition des motoneurones via le GiV/GiA mais également via des
projections directes sur des inter-neurones inhibiteurs de la moelle épiniére. Le second désaccord porte sur
I’inhibition des neurones GABAergiques SP-off de la VLPAG/dDpMe sui viendrait selon eux de neurones
GABAergiques SP-on localisés au sein du SLD lui-méme créant ainsi un mécanisme de « flip-flop » entre
ces deux structures expliquant 1’alternance de ces états de vigilance.
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Quelque soit le modele considéré, il est intéressant de noter plusieurs points communs. Tout d’abord,

les deux modeles présentent, 8 un moment ou un autre, une ou plusieurs populations qui s’inhibent
mutuellement et dont les caractéristiques sont opposées (SP-on vs SP-off). On peut citer par exemple les
neurones 8 HCRT et a MCH dans le premier cas et les neurones du SLD et de la VLPAG dans le second.
Cette inhibition réciproque, permet, comme dans le cas d’un circuit électrique, le maintien d’un état stable
parmi les différentes configurations possibles, et non pas d’un mix de plusieurs états (Saper et al., 2010).
Le deuxiéme point intéressant est la différence entre 1’entrée et la sortie du SP. En effet, la transition entre
SL et SP se fait « en douceur » avec un EEG qui, durant ce stade intermédiaire, présente des fuseaux
caractéristiques du SL sur fond de rythme théta caractéristique du SP. Au contraire, la sortie du SP est
abrupte puisque comme illustré en Figure I1.2, chaque épisode de SP se termine par un micro éveil, sans
présence d’un stade intermédiaire. Les mécanismes permettant 1’entrée et la sortie du SP sont donc deux
mécanismes différents. L’entrée progressive en SP pourrait refléter le temps nécessaire a 1’ensemble des
neurones SP-on, SP-off et SL-on pour changer de mode de décharge. Par conséquent, pendant ce court lapse
de temps, des neurones du SL continueraient de générer des fuseaux et des ondes lentes pendant que certains
neurones du SP, déja activés induiraient déja une certaine activation corticale. Au contraire, la sortie brutale
du SP suggere qu’une population de neurones éveil-on est capable de s’activer de maniere synchrone
permettant ainsi le réveil de 1’animal en une fraction de seconde, caractéristique indispensable pour la survie
de nombreux animaux. Cette population, en plus de s’activer de manic¢re synchrone doit étre capable de
moduler I’activité de I’ensemble des structures impliquées dans le cycle veille-sommeil et de moduler son
activit¢ de manicre trés rapide. L’ensemble de ces caractéristiques fait penser que les neurones du LC
pourraient étre responsables de cette sortie du SP. En effet, ces neurones déchargent de maniere
synchronisée, projettent sur 1’ensemble de 1’encéphale (voir partie I1.1.1) et changent leur activité en moins
d’une seconde (Takahashi ef al., 2010). De plus, leur activation optogénétique induit I’apparition d’un éveil
« complet » dans un lapse de temps tres court (Carter et al., 2010). Toutefois, le fait que les neurones du LC
n’anticipent pas la fin du SP mais ne s’activent qu’au retour d’un EEG de type éveil, et qu’ils ne sont pas c-
FOS+ lors d’une privation de SP n’est pas en faveur de cette hypothése. Les mécanismes contrdlant la sortie
du SP sont donc pour I’instant largement inconnus.
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Figure 11.20: Schémas récapitulatifs des différentes populations neuronales, et de leurs inter-relations,
impliquées dans la régulation du sommeil paradoxal

(A) Schéma proposé par le laboratoire. Les populations représentées en noir, bleu, et rouge correspondent
respectivement aux populations spécifiquement actives durant I'éveil, le SL et le SP. Celles en orange sont
actives durant 1'éveil et le SP. La nature neurochimique est indiquée pour chaque population. Les populations
actives sont entourées d'un trait plein alors que celles inactives le sont d'un trait discontinu. Les fléches en trait
plein et en pointillé représentent respectivement des projections excitatrices et inhibitrices.

(B) Schéma propos¢ par le groupe de Saper. Dans celui-ci, le SLD est inhibé durant I'Ev et le SL par les neuro-
nes GABAergiques de la vVIPAG/LPT (équivalent de notre VLPAG/dDpMe). Durant le SP, ces derniers sont a
leur tour inhibés par des neurones GABAergiques du SLD. Des neurones glutamatergiques de celui induisent
l'atonie musculaire via des projections sur les interneurones médullaires (I'équivalent de notre GiV) et des
projections directes sur des prémotoneurones glycinergiques de la moelle épiniere. Par ailleurs, des neurones
glutamatergiques du précoeruleus (PC) projettent sur le télencéphale basal (BF) responsable de I'activation
corticale (partie gauche). De nombreux systémes comme les neurones a orexin, les neurones cholinergiques du
LDT/PPT, GABAergiques du VLPO et monoaminergiques du DR et du LC régulent I'activité des neurones de
la vIPAG/LPT (partie de droite). D'aprés Saper et al. 2010.
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CHAPITRE III — Objectifs et approches expérimentales

Les différents objectifs de cette thése, que nous allons présenter ci-dessous, s’inscrivent tous dans
une démarche globale visant & mieux comprendre les mécanismes neuronaux responsables de la mise en
place et du maintien du SP chez le rat.

I11.1 — Déterminer la nature neurochimique des neurones SP-on du
SLLD

Comme nous 1’avons rappelé a plusieurs reprises, la mise en place du SP est due a 1’activation de
neurones de type SP-on localisés au sein du SLD. Toutefois, bien que I’importance de ces neurones ait été
mise en évidence des les années 1980 via des injections pharmacologiques (voir partie 11.3.1), leur nature
neurochimique n’est toujours pas connue avec certitude. De nombreuses études réalisées au sein du
laboratoire ont tout de méme permis de montrer que ces neurones ne sont ni cholinergiques ni
GABAergiques (Verret ef al., 2005; Sapin et al., 2009). A ’inverse, de nombreuses études ont suggéré que
ces neurones pouvaient étre de nature glutamatergique (Fort e al., 2009; Saper et al., 2010; Luppi et al.,
2011).

Le premier objectif de cette thése était donc de confirmer la nature glutamatergique des neurones de
SLD responsables de la genese du SP. L’utilisation d’un double marquage associant le marqueur d’activation
neuronale ¢-FOS a un marqueur des neurones glutamatergiques (en I’occurrence VGLUT?2), et ce chez des
rats ayant réalisé une hypersomnie de SP devait nous permettre de répondre a cette question.

II1.2 — Caractériser la présence et la localisation des neurones
glycinergiques pontobulbaires impliqués dans la régulation du SP

Comme le suggerent les modeles expliquant la régulation du SP (Figure 11.20), I’inhibition des
motoneurones durant le SP fait intervenir des prémotoneurones (bulbaires et/ou spinaux) de nature
glycinergiques et/ou GABAergiques. Or la localisation intégrale des neurones glycinergiques pontobulbaires
et spinaux activés durant le SP reste pour 1’instant inconnue.

Afin de répondre a cette question, ce qui permettrait ainsi de privilégier une voie bulbaire et/ou
spinale pour I’atonie musculaire durant le SP, nous avons entrepris de cartographier les neurones
glycinergiques pontobulbaire et spinaux activés lors du SP. Cette partie se basait également sur un marquage
couplant I’immunohistochimie du c-FOS avec I’hybridation in situ du transporteur vésiculaire de la glycine
(GLYT?2), marqueur spécifique des neurones glycinergiques.

II1.3 — Caractériser les afférences majeures aux neurones SP-off de la
VLPAG/dDpMe et les confirmer par une approche pharmacologique

Comme nous [’avons montré ci-dessus, le contréle des neurones GABAergiques de la
VLPAG/dDpMe est une étape clef dans ’apparition du SP. Or, ce contréle est précisément un des deux
points de discorde majeurs existant entre les deux modéles de genése du SP. Le modeéle du groupe de Saper
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propose que ce sont des neurones GABAergiques du SLD lui-méme qui permettent 1’inhibition de ces
neurones. Or Sapin et al. ont démontré que le SLD ne contient quasiment pas de neurones GABAergiques
activés lors du SP (Sapin et al., 2009), et Xi et al. ont montré que I’inactivation des neurones GABAergiques
du SLD augmente les quantités de SP (Xi et al., 1999). Ces donnés vont donc a 1’encontre de ce modele. Au
contraire, il est fait I’hypothése au sein du laboratoire que 1’inhibition de la VLPAG/dDpMe pourrait étre due
aux neurones SP-on de I’hypothalamus postérieur (en particulier les neurones MCH) ou du DPGi.

Afin de résoudre ce dilemme, nous avons entrepris 1’étude exhaustive de toutes les régions projetant
sur la VLPAG/dDpMe et activées lors d’une hypersomnie de SP. Les afférences ont été visualisées a 1’aide
du traceur rétrograde CTb injecté au sein de la VLPAG/dDpMe, et les neurones activés lors d’une
hypersomnie de SP ont été visualisés a I’aide de 1I’expression du marquer c-FOS.

Dans un deuxiéme temps, nous avons vérifié le role fonctionnel de certaines de ces projections par
I’application locale a I’aide de canules de divers agents pharmacologiques, et par ’analyse de leurs effets sur
le cycle veille-sommeil et sur I’activation des structures clefs impliquées dans le cycle veille-sommeil.

I11.4 — Confirmer 'implication du DPGi dans la régulation du SP via
Pinhibition des neurones monoaminergiques

Le dernier objectif de cette thése était d’étudier I’implication du DPGi dans la régulation du cycle
veille-sommeil via notamment ses projections sur les neurones monoaminergiques. En effet, il a ét¢ montré
que le DPGi contient des neurones SP-on (Goutagny ef al., 2008) de type GABAergique (Sapin ef al., 2009)
et projetant sur le LC (Verret ef al., 2006). De plus, I’augmentation de ’activité de ces neurones précede
I’apparition du SP. Il était donc tentant d’émettre I’hypothese que ces neurones du DPGi sont indispensables
a la survenue du SP par I’inhibition totale des neurones monoaminergiques (Fort ez al., 2009; Luppi et al.,
2011). Si leur action sur le LC est maintenant acquise, qu’en est-il des autres neurones monoaminergiques
qui présentent des patrons de décharges et des roles physiologiques similaires a ceux du LC ? Sont-ils
également inhibés par le DPGi ? Quelle est I'importance du DPGi dans la régulation du cycle veille-
sommeil ?

Pour tenter de répondre a toutes ces questions, nous avons également adopté une stratégie
pharmacologique couplée a de I’immunohistochimie. Nous avons implanté des canules au niveau du DPGi
permettant 1’application en son sein de substances pharmacologiques, et nous avons étudié par
neuroanatomie fonctionnelle I’effet de ces applications sur le cycle veille-sommeil ainsi que sur I’activité de
structures importantes pour la régulation des états de vigilance, en premier lieu desquelles les structures
monoaminergiques.
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MATERIELS ET METHODES
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I — La polysomnographie

I.1 — Rappels théoriques

Comme nous ’avons déja évoqué a plusieurs reprises dans I’introduction, la détermination des états
de vigilance est réalisée grace a I’enregistrement polygraphique de nombreux parametres physiologiques tels
que les activités cérébrales (EEG), musculaire (EMG), cardiaque, respiratoire, mais aussi les températures
corporelle et cérébrale ainsi que les mouvements oculaires (EOG). Toutefois, EEG et EMG permettent a eux
seuls de caractériser 1’état de vigilance.

L’EEG est réalis¢ a I’aide d’électrodes localisées a la surface du crdne qui enregistrent les
fluctuations électriques liées a 1’activité sous-jacente d’une large population de neurone. Les potentiels
enregistrés au niveau des électrodes EEG reflétent majoritairement les potentiels post-synaptiques inhibiteurs
et excitateurs par rapport aux potentiels d'action (Martin, 1991). L’EEG enregistré peut étre soit bipolaire, il
correspond alors a la différence de potentiel enregistrée entre deux électrodes EEG, soit unipolaire. Dans ce
cas, on enregistre la différence de potentiel existant entre 1’électrode EEG et une électrode de référence
placée a distance. En fonction de la localisation spatiale des électrodes, le signal EEG enregistré peut étre
légérement différent. En effet, les ondes lentes (dans la gamme Delta) prédominent au niveau du cortex
frontal alors que les ondes théta sont majoritaires au niveau du cortex pariétal (dd a la proximité de
I’hippocampe chez es rongeurs).Par conséquent, I’utilisation de plusieurs électrodes EEG permet de
déterminer avec certitude 1’état d’activité de 1’encéphale.

L'EMG, bipolaire, permet une mesure de 'activité musculaire tonique et des événements phasiques
(secousses). Les électrodes musculaires peuvent étre localisées au niveau de nombreux muscles mais sont
classiquement placées au niveau des muscles posturaux de la nuque.

1.2 — Protocole expérimental

Durant cette thése, les enregistrements EEG/EMG des animaux sont réalisés a 1’aide de 4 électrodes
EEG placées a la surface du cerveau (EEG unipolaire, 1 électrode de référence et 3 ¢lectrodes
d’enregistrement) et de deux électrodes musculaires insérées au niveau de la nuque. Ces 6 électrodes sont
reliées a un micro-connecteur solidaire de la téte de I’animal. Les électrodes EEG sont constituées de petites
vis (Anthogyr, France), raccourcies en longueur afin de ne provoquer aucune lésion du cortex et les
électrodes EMG consistent en de petites boules d’étain aurifiées situées a 1I’extrémité d’un fil d’acier.

1.2.1 — Chirurgie et récupération post-opératoire

Toutes les expériences décrites ci-dessous sont réalisées sur des rats Sprague Dawley (Charles River
Laboratories, France) pesant entre 240 et 260g a leur arrivée au laboratoire. A leur arrivée, les rats sont
placés par 2 minimum dans des cages standards en conservant les groupes formés par le fournisseur afin de
limiter le stress des animaux. Dans cette méme optique, les animaux sont habitués aux conditions
d’hébergement et a I’expérimentateur durant un minimum de 4 jours jusqu’a ce qu’ils atteignent environ
300g.

Lors de la chirurgie, I’animal est anesthési¢ par une injection intrapéritonéale (i.p.) d’un mélange de
kétamine (Virbac Santé Animale, France) et de xylazine (Bayer, Allemagne) (100 mg.kg" et 10 mg.kg"
respectivement). L’animal recoit également une injection sous cutanée de Rimadyl (200 plkg™', Pfizer,
France) pour son effet analgésique de 24 h, ainsi qu’une injection sous-citanée d’atropine (0,04 mgkg™,
Sigma-Aldrich, MO) afin d’éviter les arréts cardiorespiratoires et I’accumulation de mucus au niveau des
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bronches. Tout au long de la chirurgie, la profondeur de I’anesthésie est surveillée en vérifiant 1’abolition des
réflexes pupillaire et du retrait au pincement de la patte ainsi que les rythmes cardiaque et ventilatoire
(surveillance visuelle). Si une réinjection d’anesthésique est nécessaire, le protocole suivant est utilisé :
seules la kétamine et la xylazine sont réinjectées avec des doses réduites de moitié par rapport a la primo-
injection (50 mg.kg" et 5 mg.kg" respectivement). De plus, la xylazine étant un myorelaxant et pouvant
donc provoquer un arrét cardiaque, la xylazine n’est réinjectée qu'une fois toutes les 2 injections. Enfin, la
température corporelle est maintenue a 37°C a l'aide d'une couverture chauffante et d'une sonde thermique
rectale.

Une fois anesthésié, I’animal est rasé sur la partie supérieure du crane avant d’étre maintenu dans un
appareil de contention stéréotaxique (David Kopf Instruments, CA) a 1’aide de barres d’oreilles et d’une
piece de maintien des incisives. De la pommade ophtalmique est appliquée au niveau des yeux pour prévenir
leur desséchement, la peau du crine est nettoyée a I’aide d’H,0, et d’une solution iodé€e, puis une infiltration
de lidocaine (Xylovet, Ceva Santé Animale, France) est réalisée au niveau de la zone d’incision (son effet
analgésique dure environ 2h). La peau du crine est incisée sur toute la longueur du crane a 1’aide d’un
scalpel, réclinée et maintenue sur les bords latéraux par des pinces hémostatiques. L’os du crane est décapé a
I’aide d’une rugine et nettoyé a I’ H,0,. La téte de 1’animal est mise a 1’horizontale en se servant des
coordonnées du Bregma et du Lambdoide, puis des trépanations sont réalisées pour permettre la mise en
place des vis faisait office d’électrodes EEG. Dans un souci de reproductibilité, les EEG sont positionnées a
I’aide de coordonnées stéréotaxiques: EEG frontale : antéropostérieur (AP) Bregma (B) + 3 mm,
médiolatéralité (ML) B + 1 mm ; EEG pariétale : AP § - 4 mm, ML 8 + 3 mm ; EEG occipitale AP f - 8 mm,
ML B + 3 mm ; EEG de référence, AP 3 - 12 mm, ML 3 + 2 mm.

Les électrodes EEG sont ensuite vissées dans leurs emplacement définitifs et solidarisées au crane de
I’animal par de la résine dentaire (Super-Bond c&B, Sun Medical co. Ltd, Japon). Les deux électrodes EMG
sont ensuite glissées entre deux plans musculaires de part et d’autre de la nuque et les 6 électrodes (EMG et
EEG) sont connectées au micro-connecteur (Plastics One Inc, CT). L’ensemble est fixé au crane du rat par
du ciment dentaire (Paladur, Heracus Kulzer, Allemagne).

Apres une infiltration sous-cutanée de xylocaine (analgésie), la plaie est suturée a 1’avant et a ’arriére de la
prothése et une solution iodée est appliquée sur le pourtour de la prothése afin de désinfecter la plaie.

Immédiatement aprés 1’implantation, les animaux sont placés dans un baril en plexiglas translucide
individuel (diamétre : 30 cm, hauteur : 40 cm) ou ils ont accés ad libitum a 1’eau et a la nourriture. En régle
générale les animaux se réveillent 1 h aprés la chirurgie et présentent au bout de quelques heures des
comportements normaux d’exploration, de toilettage et de prise alimentaire. Bien que la récupération post-
opératoire soit en générale rapide (moins de 48 h), une période de repos de 5 jours minimum est laissée aux
animaux. En cas d’infection de la plaie, du Baytril (0.02 mlkg"', Bayer), un antibiotique, est injecté
quotidiennement en sous-cutané. Dans ce cas, la période de récupération est allongée jusqu’a ce que la
cicatrisation soit correcte.

1.2.2 — Enregistrements polysomnographiques et analyse du cycle veille-sommeil

Au terme de la récupération post-opératoire (5 jours), les animaux sont placés pendant 4 jours dans
les conditions d’enregistrement afin de s’y habituer. Le micro-connecteur placé sur la téte du rat est relié au
dispositif d’enregistrement via un cable (Plastics One Inc.) et la présence d’un connecteur tournant (Plastics
One Inc.) permet au rat de se déplacer dans sa cage sans perturber les signaux électriques. Les caissons
d’enregistrement sont ventilés, isolés phoniquement et électriquement. Tout comme la piece de stabulation,
ils sont éclairés selon un cycle de 12 heures (de 8h a 20h) et la température y est régulée (21°C £ 1°C). A
I’issue de cette habituation, des enregistrements contréles d’une durée de 48 h sont réalisés.
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L’acquisition des données polysomnographiques est entierement informatisée. Les signaux EEG et
EMG sont amplifiés (MCP Plus, Alpha-Omega Engineering, Israel), numérisés par un convertisseur CED
1401 (Cambridge Electronic Design, UK) et enregistrés avec le logiciel Spike 2 (Cambridge Electronic
Design) a 1’aide de scripts développés au sein du laboratoire. La fréquence d’échantillonnage pour les EEG
et EMG est de 520.8 Hz.

II — Le tracage de voies nerveuses par Dutilisation d’un traceur
rétrograde

I1.1 — Principe et traceur utilisé

La compréhension des mécanismes régissant le fonctionnement du systéme nerveux nécessite la
connaissance des connections existantes en son sein. La technique dite de « tragage de voies » permet de les
mettre en évidence. On distingue les traceurs antérogrades, qui permettent de révéler les efférences de la
structure ou a été injectée le traceur, et les traceurs rétrogrades qui marquent eux les afférences a cette
structure. Le tragage rétrograde repose sur la capacité des neurones a capter par leurs terminaisons certaines
molécules, puis a les transporter de maniere rétrograde jusqu'a leur corps cellulaire ou elles s'accumulent.
Aprés un temps de survie nécessaire a ce transport, la présence du traceur est révélée par
immunohistochimie.

De nombreux traceurs existent ou sont en cours de développement et il convient de sélectionner celui
qui présente les meilleurs caractéristiques permettant de répondre a la question biologique soulevée. En effet,
pour chaque traceur, il faut tenir compte de :

- sa sensibilité. Plus le traceur sera sensible, plus le marquage rétrograde sera complet et reflétera I’ensemble
des afférences a la région d’intérét.

- sa spécificité. Le traceur ne doit pas étre capté par des fibres de passage mais uniquement par les neurones
possédant des terminaisons synaptiques dans la région d’intérét.

- sa nature monosynaptique ou polysynaptique, c'est-a-dire sa capacité a franchir ou non les synapses et donc
a révéler ou non les seules afférences primaires.

- son mode d'injection in sifu. Le traceur doit pouvoir étre injecté avec des sites d'injection de taille restreinte.
- son caracteére cytotoxique ou non.

La prise en compte de toutes ces données nous a amené a choisir la sous-unité b de la toxine
cholérique (CTb) comme traceur rétrograde. La CTb est une protéine de 11,5 kDa qui se fixe de maniére
spécifique sur les monogangliosides GM1 présents en trés grande quantité au niveau de la membrane des
terminaisons nerveuses du systéme nerveux central. Cette forte densité explique en partie la taille restreinte
du site d’injection (comparé a d’autres traceurs) du fait de la faible diffusion du traceur. Une fois fixée la
CTb est internalisée dans des vésicules et transportée jusqu’au corps cellulaire du neurone afférent (Stoeckel
et al., 1977; Trojanowski, 1983). Notons au passage que si temps de survie de I’animal est suffisant, la CTb
permet également de révéler de maniére trés sensible les efférences a la structure injectée. La CTb est de plus
un marqueur trés sensible, monosynaptique, n’est pas capté par les fibres de passage non lésées et n’est pas
cytotoxique. De plus, la possibilité de 1’injecter par micro-iontophorese permet la réalisation reproductible de
sites d’injection de petite taille comparée a une injection par pression. Enfin, ce traceur a été utilisé a de tres
nombreuses reprises pour 1’étude des réseaux neuronaux du cycle-veille-sommeil (Yamuy et al., 1993;
Rampon et al., 1996; Sherin et al., 1996; Maloney et al., 1999; Morales et al., 1999; Maloney et al., 2000;
Lu et al., 2002; Maloney et al., 2002; Boissard et al., 2003; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu et al.,
2006b; Verret et al., 2006; Goutagny et al., 2008; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010)
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puisqu’il permet notamment de coupler le tragage des voies nerveuses a 1’identification de la nature
neurochimique des neurones.

I1.2 — Protocole expérimental

La CTb lyophilisée (500ug, List Biological Laboratories, CA) est reconstituée dans 100uL de
tampon phosphate (PB) 0,IM pH 6 dans lequel la CTb est chargée positivement, permettant ainsi son
injection par iontophorése.

L’injection de CTb a lieu juste avant la mise en place des électrodes EEG/EMG. Pour ce faire, une
trépanation d’environ 2mm de diamétre est réalisée au niveau des coordonnées théoriques de la structure
cible provenant de I’Atlas The Rat Brain (Paxinos et Watson, 1998). Pour les injections au sein de la
VLPAG/dDpMe, les coordonnées suivantes sont utilisées : AP - 7 mm, ML  + 0.8 mm, dorsoventral DV -
5.2 mm par rapport a la surface du cerveau. En ce qui concerne les injections dans le SLD les coordonnées
théoriques utilisées sont les suivantes AP 3 - 9.6 mm, ML 8 + 1.2 mm, DV - 5.8 mm par rapport a la surface
du cerveau. Toutefois, par souci pratique di a la présence du sinus veineux transverse a cet endroit, la pipette
d’injection est inclinée de 15° vers I’arriére modifiant ainsi les coordonnées utilisées pour I’injection qui
deviennent AP 3 - 10.87 mm, ML B + 1.2 mm, DV - 6 mm par rapport a la surface du cerveau. Une fois la
trépanation effectuée, la dure meére est enlevée aprés application locale de lidocaine, puis la pipette contenant
la CTb (pipette en verre borrosilicaté étirée et de diametre extérieur compris entre 3 et 5 um a son extrémité)
est introduite dans I’encéphale et positionnée a la bonne profondeur en utilisant un micro-descendeur. La
pipette est laissée en place 5 min avant que I’injection ait lieu. L’injection est réalisée a 1’aide d’un
générateur de courant (CS4, Transkinetics, MA) réglé comme suit : + 2 pA, 7 sec ON/7 sec OFF, pendant 15
min. Une fois I’injection terminée, la pipette est laissée en place pendant 15 min supplémentaires puis retirée
doucement afin de limiter au maximum la création d’une trainée de CTb lors de la remontée de la pipette.
Une période de 15 jours est ensuite suffisante pour de marquer I’ensemble des afférences a la structure cible.

II1 — Privation et hypersomnie de SP par la méthode de la piscine

II1.1 — Principe

Comme nous le verrons par la suite (voir partie VI du Matériels et méthodes), nous avons décidé
d’utiliser le marqueur d’activation c-FOS afin de caractériser les populations neuronales activées lors du SP.
Or les quantités physiologiques normales de SP sont faibles et tres fractionnées et ne permettent donc pas
d’induire une expression suffisante du marqueur permettant une distinction claire des régions impliquées
dans le SP, a moins d’utiliser des techniques de corrélations qui sont trés gourmandes en temps et en
animaux. Toutefois, le SP étant régulé de maniere homéostatique, toute privation de SP sera suivie d’une
hypersomnie de SP permettant de « récupérer » les quantités perdues. L’induction d’une profonde
hypersomnie permet donc de contourner le probléme exposé ci-dessus.

Pour ce faire, nous avons utilisé¢ la méthode de la piscine, aussi appelée méthode « du pot de fleur
inversé » (inverted flower pot technique). L’animal est placé dans un baril dont le fond est rempli d’eau de
laquelle n’émerge d’une petite plateforme. Celle-ci est assez grande pour permettre a 1’animal de réaliser du
SL, mais est trop petite pour qu’il puisse réaliser du SP. En effet, comme nous 1’avons évoqué a plusieurs
reprises, le SP se caractérise par une profonde atonie musculaire. Par conséquent, toute tentative d’entrée en
SP de la part de I’animal s’accompagnerait d’une chute de I’animal et donc de son réveil. Des mécanismes
physiologiques sont alors mis en place pour éviter la mise en place du SP et donc de telles chutes. Une telle
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privation peut étre prolongée pendant plusieurs jours et lors d’un retour de I’animal dans des conditions
d’hébergement standard, celui-ci récuperera le SP perdu en réalisant une profonde hypersomnie de SP. De
plus, cette technique a été largement utilisée au sein et en dehors du laboratoire pour 1’étude des mécanismes
neuronaux impliqués dans la régulation du SP (Yamuy et al., 1993; Rampon et al., 1996; Sherin et al., 1996;
Maloney et al., 1999; Morales et al., 1999; Maloney et al., 2000; Lu et al., 2002; Maloney et al., 2002;
Boissard et al., 2003; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu et al., 2006b; Verret et al., 2006; Goutagny
et al., 2008; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010).

II1.2 — Protocole détaillé

Ce protocole débute apres la période de 2 jours correspondant aux enregistrements contréles. Durant
toute la durée du protocole les animaux ont un acces ad /libitum a 1’eau et a la nourriture. Le protocole est
synthétisé en Figure 1.

Les rats du groupe contréle (PSC) restent dans des conditions d’hébergement standard (baril en
plexiglas avec de la litiére) durant 1’intégralité du protocole. Le premier jour de ce protocole a 11 h, les rats
des groupes « privation de SP » (PSD) et « hypersomnie de SP » (PSR) sont placés dans des barils en
plexiglas dans lesquels seule une plateforme de 6,5 cm de diametre émerge de 1’eau (2 cm de profondeur).
Chaque jour vers 11H, ces rats sont replacés durant 45/60 min dans un environnement standard afin de leur
permettre de se nettoyer et de se dégourdir les pattes pendant que le baril de privation est nettoyé. Apres 72 h
de privation, alors que les rats du groupe PSD restent dans les mémes conditions, les rats du groupe PSR sont
replacés a 11 h dans un environnement standard. Apres une phase d’exploration, de toilettage et de prise de
nourriture d’environ 45/60 min, ces animaux présentent une succession de phases de SP entrecoupées de
micro-éveils et de courts épisodes de SL : c’est ’hypersomnie de SP. Ces animaux sont sacrifiés 150 min
exactement apreés la survenue du premier épisode de SP. Ce délai correspond au « meilleur » compromis
entre pic d’expression du marqueur ¢-FOS, profondeur de ’hypersomnie du SP et éloignement par rapport a
la période de privation. Les animaux des groupes PSC et PSD sont sacrifiés soit juste avant soit juste apres
les animaux PSR.

Sacrifice
Habituation
(3 jours) 5 '\)
::f .3‘1-
Baseline Privation Récupération
(48 h) (72 h) (150 min)

Enregistrements polysomnographiques

Figure 1: Protocole de privation/récupération sélectif du SP
PSC, groupe contrdle; PSD, groupe privé sélectivement de SP; PSR, groupe en hypersomnie de SP
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IV — Pharmacologie intratissulaire sur animal libre de se mouvoir

IV.1 — Principe et drogues utilisées

La démonstration de I’implication d’un groupe de neurones dans la régulation de telle ou telle
fonction physiologique passe nécessairement par des expériences consistant a regarder ’effet de son
activation, ou de son inhibition, sur ladite fonction. Au cours des derniéres années, de nouvelles techniques
permettant de modifier I’activité neuronale et basées sur I'utilisation d’animaux génétiquement modifiés sont
apparues. Ne disposant pas de ces techniques, nous avons donc choisi d’utiliser une méthode, certes plus
ancienne, mais qui a largement contribué a la compréhension des mécanismes cérébraux : la pharmacologie
intra-tissulaire par canules.

Cette méthode permet d’injecter au sein du tissu cérébral une quantité et un volume donné de 1’agent

pharmacologique souhaitée. De plus, cette méthode a 1’avantage d’étre réversible, de permettre de tester
I’effet de diverses substances sur un méme animal et de permettre aussi bien I’activation que I’inhibition de
la région visée chez un animal vigile et libre de ses mouvements.
Pour ce faire, un guide canule (Plastics One Inc.) est implanté de maniére chronique au niveau de la structure
cérébrale visée. Le jour de I’expérience, a I’heure souhaitée, 1’agent pharmacologique est injecté a 1’aide
d’une canule et d’un pousse seringue (qui permet 1’injection d’un volume précis en un temps donné). Le rat
est ensuite replacé dans sa cage pour suivre 1I’évolution des états de vigilance.

Durant cette these, nous avons utilisé les drogues suivantes :
- Muscimol (Sigma-Aldrich) : agoniste des récepteurs GABAa, dilution a 1 pg.ul’ (8.24 mM),
injection de 0,3 pl
- Clonidine hydrochloride (Tocris Bioscience, UK) : agoniste des récepteurs adrénergiques o2,
dilution 4 0.53 pg.ul (2 mM), injection de 0,3 pl
- NaCl 0,9 % : solution pour injection contréle, injection de 0,3 pl
Toutes les drogues sont diluées dans du NaCl 0,9 %, échantillonnées par petits volume et stockées a -20°C.
Pour chaque nouvelle injection, un nouvel échantillon est décongelé immédiatement avant utilisation.

IV.2 — Protocole détaillé

Pour les animaux concernés, I’implantation des guides canules est réalisée apres 1’injection de CTb
et avant la pose des électrodes EEG.
Les coordonnées utilisées sont les suivantes :
- DPGi: AP B -12 mm, ML B + 0 mm, DV - 5.2 mm par rapport a la surface du cerveau
- LH:APB-3.3mm, ML B+ 1.8 mm, DV - 5.9 mm par rapport a la surface du cerveau. La LH étant
une structure bilatérale, un guide canule est inséré dans chaque hémisphére. Or I’encombrement
stéréotaxique des guides canules ne permet pas d’implanter les canules de maniére verticale. Un
angle latéral de 10° a donc été utilisé pour la LH. Les coordonnées utilisées pour 1I’implantation des
guides canules sont donc les suivantes : AP 3 - 3.3 mm, ML 8 + 3.3 mm, DV - 8.64 mm par rapport
a la surface du cerveau. Il est important de noter que le guide canule est positionné au dessus de la
structure visée étant donné que la canule dépasse de 2.6 mm de I’extrémité du guide canule.

Pour I'implantation des guides canules, une trépanation est réalisée aux coordonnées stéréotaxiques
souhaitées et la dure-meére y est retirée. Chaque guide canule est implanté avec son mandrin (afin d’éviter
son obstruction par du tissu ou un caillot sanguin lors de la descente) a I’aide de I’appareil stéréotaxique. Une
fois mis en place, le guide canule est solidarisé au crane de 1’animal a I’aide de résine dentaire (Superbond
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C&B). L’ensemble des canules est par la suite solidarisé avec les électrodes EEG/EMG a 1’aide de ciment
dentaire.

Apres une période de 5 jours de récupération post-opératoire (voir partie 1.2.1 du Matériels et
Meéthodes), les animaux sont habitués aux conditions d’enregistrement et d’injection. IIs sont placés dans les
caissons d’enregistrement et sont quotidiennement entrainés a la procédure d’injection : les animaux sont
déconnectés du cable d’enregistrement, retirés du caisson et soumis a la procédure normale d’injection sauf
qu’aucune canule n’est insérée dans le guide canule. Cette phase d’habituation est indispensable afin de
limiter au maximum le stress des animaux. La durée minimale de cette période est de 7 jours mais peut étre
prolongée pour les individus les plus craintifs.

Une fois I’habituation terminée, les animaux sont soumis aux injections pharmacologiques. Le protocole
d’injection commence a 9 h (soit 1 h apres le début de la phase claire) pour les injections dans le DPGi et a 9
h 20 pour celles dans la LH. Cette différence s’explique par le fait que les différentes structures ont été
traitées en parallele et ne pouvaient donc pas étre réalisées en méme temps. Nous avons choisi de réaliser ces
injections le matin car nous pensions que le traitement par injection de muscimol et de clonidine de
structures impliquées dans la mise en place et le maintien du SP allait probablement diminuer les quantités
de SP. Or c’est le matin que ces quantités sont les plus importantes et permettent donc d’observer facilement
une diminution. A I’heure de I’injection, les animaux sont sortis de leur caisson et pesés. Le mandrin est
retiré du guide canule et placé dans un bain d’éthanol. Une canule, connectée par I’intermédiaire d’une
tubulure en polyéthyléne (Plastics One Inc.) a une seringue Hamilton (Hamilton, Suisse) fixée a un pousse-
seringue (New Era Pump System, NY) est alors descendue dans le guide canule. La présence d’une bague de
serrage au niveau de la tubulure permet de solidariser le guide canule et la canule et permet ainsi de laisser
I’animal libre de ses mouvement sans craindre de voir la canule bouger. La canule est maintenue en place
durant 5 min, puis I’injection est réalisée a 1’aide du pousse seringue : 0,3 ul sont injecté a un débit de 0,1
ul.min'. Une fois I’injection terminée, la canule est encore maintenue en place durant 5 autres minutes avant
d’étre retirée. Le guide canule est alors ré-obturé a 1’aide du mandrin séché et I’animal est immédiatement
reconnecté & son cable et replacé dans son baril. Dans le cas de la LH, cette opération doit étre réitérée pour
le second hémisphére.

La séquence d’injection des différentes substances est aléatoire et 3 jours au minimum séparent deux
injections consécutives. 24 h apres I’injection, les animaux sont de nouveau pesés afin de contrdler leur
poids.

Les signaux EEG et EMG sont enregistrés a partir des deux derniers jours précédant la premiere
injection et ce jusqu’au sacrifice de 1’animal. Pour certaines injections, le comportement de 1’animal a
également été enregistré (de maniere synchronisée avec I’EEG et ’EMG) pendant quelques heures suivant
I’injection.

V — Perfusion et préparation des tissus

V.1 — Principe

Ces étapes ont pour but la conservation a long terme des tissus a étudier dans un état aussi proche
que possible de 1'état vivant, tout en la rendant compatible avec leur analyse. Pour ce faire, les tissus sont tout
d’abord fixés a I’aide de paraformaldéhyde, un fixateur réticulant, qui entraine la formation de ponts
méthyléne (CH2) entre les protéines, et permet ainsi de préserver la structure du tissu et des ARN. La
perfusion du fixateur se fait par le réseau vasculaire permettant ainsi une bonne diffusion du fixateur dans
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I’ensemble du tissu d’intérét. De plus, une telle perfusion permet une fixation rapide évitant ainsi toute
dégradation du tissu. En général, la perfusion du fixateur est précédée d’un lavage du systéme vasculaire par
une solution physiologique permettant une meilleure diffusion du fixateur mais permettant également la
suppression des peroxydases endogeénes contenues dans les globules rouges et qui pourraient interférer lors
de I’immunohistochimie. Une <¢tape de sur-fixation pendant laquelle le cerveau baigne dans du
paraformaldéhyde est également réalisée afin d’en homogénéiser la fixation.

La deuxiéme étape consiste a traiter les tissus prélevés pour leur analyse future au microscope. La
réalisation de coupes minces et transparentes observables au microscope nécessite la congélation des tissus
sans les endommager. Le tissu est donc saturé a ’aide d’une solution de saccharose cryoprotectrice qui
prévient I’éclatement des cellules lors de la congélation.

V.2 — Protocole détaillé

Les animaux sont profondément anesthésiés au pentobarbital monosodique (dose létale de 150

mg.kg”, i.p., Ceva santé animale). Le sang est éliminé par la perfusion intracardiaque de 400 ml de Ringer-
lactate hépariné (a 0,1 %) stérile. La présence d’héparine est indispensable afin d’éviter toute coagulation qui
pourrait boucher certains capillaires et altérer la qualité de la fixation. Ce ringage est suivi par la perfusion de
400ml de solution de fixation froide (paraformaldéhyde a 4% dans du tampon phosphate (PB) 0,1 M pH 7,4).
Le cerveau est ensuite prélevé et surfixé dans la méme solution de fixation pendant 1 nuit a 4°C.
Puis, le cerveau est placé durant 3 jours dans une solution de PB 0,1 M pH 7,4 autoclavée contenant 30 % de
saccharose. Cette solution est changée 24 h apreés que le cerveau y ait été plongé pour la premiere fois. Dés
que le cerveau est « équilibré », il est congelé dans un bain de méthylbutane refroidi a -50°C par de la
carboglace. Il est ensuite sectionné au cryostat (Microm, France) a -20°C, en coupes frontales sériées de 30
pm d’épaisseur, du télencéphale basal jusqu’au bulbe rachidien caudal. Les coupes flottantes sont recueillies
dans des puits de boites de culture remplis d’une solution cryoprotectrice dépourvue de RNase (DEPC
0,05%, Glycérol 20%, Ethyléne Glycol 30% dans du tampon potassium phosphate 50 mM pH 7,4). Les
coupes sont alors conservées a -20°C.

VI — Utilisation du proto-oncogeéne ¢-FOS comme marqueur
d’activation neuronale

Dans le cadre de notre étude, I'utilisation de la CTb nous permet de déterminer les afférences a notre
structure d’intérét. Cependant, il est indispensable de savoir parmi toutes ces afférences lesquelles sont
spécifiquement actives durant le SP.

Un moyen de répondre a cette question est l'utilisation d’un marqueur dit d'activité neuronale, et
repose sur le fait qu’en plus d’une réponse de type électrique, la stimulation d’un neurone peut engendrer une
réponse de type moléculaire. En effet, I’activation de nombreux récepteurs membranaire entraine une
cascade de seconds messagers intracellulaires (kinases, phosphatases, Ca>’, etc.) se terminant par
I’expression de facteurs de transcription aussi appelés génes d’activation précoce (IEG pour immediate early
genes). Une fois traduits, ces IEG sont responsables de la transcription de nombreux autres genes codant
pour diverses protéines (récepteurs, canaux ioniques, protéines du cytosquelette, enzymes de synthése des
neurotransmetteurs, etc.) qui permettent la mise en place des réponses physiologiques adaptées. Par
conséquent, 1’étude des IEG est un moyen détourné permettant 1’étude de ’activation d’une ou plusieurs
populations neuronales (Kovacs, 2008). Dans le systéme nerveux central, de nombreux IEG ont été identifiés
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(ZIF268, c-FOS, JUN, etc.) et le proto-oncogene c-FOS est I’un des plus utilis€s pour la visualisation in situ
des structures cérébrales activées lors d’une stimulation aigue.

Le géne c-fos code pour une protéine de 55kDa et son niveau d’expression est modulé par I’activité
neuronale. En effet la stimulation d’un neurone entraine la surexpression de I’ARNm de c-fos dont le pic est
observé environ 30 min apres le stimulus alors que le pic d’expression de la protéine est observé entre 90 et
120 min apres le stimulus (Kovacs, 2008). Bien que 1’expression de ¢-FOS ne soit pas strictement corrélée au
taux de décharge du neurone, ce marqueur a été utilisé a de trés nombreuses reprises dans le cadre de 1’étude
du cycle veille-sommeil. En particulier, la corrélation entre 1’expression de c-FOS et les quantités d’éveil, de
SL ou de SP dans différents paradigme expérimentaux a permis de discriminer les neurones actifs durant
I’éveil (Scammell ef al., 2000; Estabrooke et al., 2001) de ceux actifs durant le SL (Sherin et al., 1996) et de
ceux actifs durant le SP (Yamuy et al., 1993; Maloney et al., 1999; Morales et al., 1999; Maloney et al.,
2000; Lu et al., 2002; Maloney et al., 2002; Boissard et al., 2003; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu
et al., 2006b; Verret et al., 2006; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010).

Le proto-oncogene c-FOS apparait donc comme un bon outil pour I’étude des populations neuronales
impliquées dans la régulation des états de vigilance et en particulier du SP. En effet, sa détection est aisée
(immunohistochimie), permet 1’analyse exhaustive et comparative de 1’ensemble de 1’encéphale et peut étre
couplée a de nombreux marqueurs permettant ainsi de caractériser les neurones activés (zones de projections,

1) 2)
Epitopes Acl
(IOUAA,, ABIAA.
Site antigénique %

e
A iBH& Avidine @ oD-Qo
AlA (@) 3,3'-diaminobenzidine

Epitopes Anticorps Anticorps secondaire Horse Radish Complexe tétrahydrochloride
primaires (Ac I) biotinylé (Ac II) Peroxydase Avidine-Biotine-HRP (DAB)

Figure 2 : Schéma explicatif du principe de I'immunohistochimie telle qu'utilisée au cours de cette thés
Certains ¢pitopes présents a la surface de l'antigéne cible (1) sont reconnus spécifiquement par 1’anticorps
primaire polyclonal (2). L’anticorps secondaire, biotinylé et dirigé contre I’espece chez laquelle I’anticorps
primaire a été produit, se fixe sur ce dernier (3). Le couplage entre biotine, avidine et HRP forme un complexe
macromoléculaire enzymatique ABC (4). La présence de ce complexe est révélée par la dégradation du
peroxyde d'hydrogene par la HRP permettant 'oxydation de la DAB et la formation d'un précipité coloré (5).
D'aprés Ravassard, 2009.
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nature neurochimique,etc.).

VII — Immunohistochimie

VII.1 — Principe de ’immunohistochimie

Basée sur la spécificité de liaison des anticorps (Ac), I’immunohistochimie permet de révéler la
présence post-mortem d’un antigéne cible au sein d’un tissu. C’est antigéne peut étre endogene (enzyme de
synthése, neurotransmetteur, récepteur, etc.) comme exogene (particule virale, traceur, protéine rapporteuse,
etc.).

La premiere étape correspond a la fixation un Ac dit primaire sur 1’antigéne, cet Ac pouvant étre
monoclonal (fixation sur un seul épitope) ou polyclonal (fixation sur plusieurs épitopes). Si cet Ac est
directement couplé a une molécule rapporteuse (enzyme, élément radioactif, fluorochrome) qui permet de
révéler la présence de I’antigene, on parle d’immunohistochimie directe. Cependant, 1’intensité d’une telle
révélation est souvent trop faible et une étape d’amplification du signal est donc généralement requise. On
parle alors d’immunohistochimie indirecte. Pour cela, un second Ac (Ac secondaire, Ac) dirigé contre 1I’Ac
primaire est utilisé. C’est en général un Ac polyclonal dirigé contre I’espéce chez laquelle I’ Ac primaire a été
produit. Plusieurs Ac secondaires pouvant se fixer sur un seul Ac primaire, I’intensité du marquage obtenue
est donc augmentée.

En microscopie optique, la technique de révélation la plus courante utilise la péroxydase du Raifort
(Horse Radish Peroxydase, HRP) qui transforme son substrat, le peroxyde d’hydrogene (H,O,) en eau
(H20), libérant ainsi un proton H'. Ce dernier permet alors ’oxydation de la molécule rapporteuse choisie,
molécule dont la forme oxydée présente une coloration permettant ainsi son observation. Dans cette these,
nous avons utilisé la 3,3’ diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB) dont la forme oxydée forme un
précipité insoluble marron sauf si il est mis en présence de nickel lors de sa formation : dans ce cas il devient
noir. Cette particularité permet de la révélation successive sur un méme tissu de deux marqueurs permettant
ainsi la mise en évidence de colocalisations.

Dans le but d’accroitre la qualité et la sensibilité du signal observé, I'utilisation du complexe
avidine-biotine permet d’augmenter la fixation de la HRP sur I’Ac secondaire. En effet, comme son nom
I’indique, I’avidine a une forte affinité pour la biotine et possede 4 sites de liaison pour celle-ci. L’utilisation
d’Ac secondaires et de HRP biotinylés permet donc la création d’un complexe macromoléculaire de biotine,
d’avidine et de HRP couplé a 1’Ac secondaire. Le principe de I’immunohistochimie tel qu’il a été utilisé au
cours de cette these est illustré en Figure 2.

VIL.2 — Anticorps utilisés

Lors de la réalisation d’un double marquage, 1’utilisation d’Ac primaires produits chez différentes
especes est généralement recommandé afin d’éviter tout risque de réaction croisée, ce que nous n’avons
malheureusement pas toujours pu faire durant cette thése. Toutefois, 1’utilisation de deux marqueurs, 1’un
cytoplasmique révélé en marron et 1’autre nucléaire révélé en noir nous a permis de nous affranchir de ce
probléme. De plus, les marquages obtenus ne semblaient pas montrer de réaction croisée, ce qui pourrait étre
da au délai séparant les 2 marquages.
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Espé Diluti
Caractéristiques Slfe?e ! .u. 1?ns Référence
d'origine utilisées
sérum immun Merck
-FOS lapi DAB : 1/10000
¢ (polyclonal) apin PC38 (Ab-5)
sérum immun . DAB : 1/40000 Merck
CTb chévre
(polyclonal) Fluo : 1/10000 227040
§ sérum immun . DAB : 1/20000 | Phoenix Pharmaceuticals Inc.
‘= | MCH lapin
£ (polyclonal) Fluo : 1/5000 H-070-47
E- HCRT Ac polyclf)nal chovie | DAB : 1/5000 Santa Cruz Biotechnology Inc.
< purifié sc-8070
sérum immun
TH lapi DAB : 1/5000 B
(polyclonal) apin Jacques Boy,
. DAB : Y. Charnay (Leger et al.,
- A lonal
5-HT ¢ monoclona souris 1/300000 1998)
IgG biotinylé Vector Laboratories
Anti-lapi hé DAB : 1/1000
- nt-apin (polyclonal) chevre BA-1000
= TgG biotinylé :
= L gG biotinylé Vector Laboratories
Anti-ch heval | DAB : 1/1000
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2 nti-lapin fuo (polyclonal) ane A-21206
. conjugué 0546 R Invitrogen
Anti-ch fl 1/500
nti-chevre Tuo (polyclonal) ane A-11056

VII.3 — Protocole utilisé pour le double marquage DAB

Immédiatement avant le début du protocole, les coupes flottantes sont sorties du milieu de
cryoprotection et rincées 3 fois 10 minutes dans du PBST (PB 10 mM pH 7,4, NaCl 0,9 %, Triton X100
0,3%). Elles sont ensuite incubées 3 jours a 4 °C dans du PBST-Az (PBST, Azide 0.1 %) contenant I’Ac
primaire dilué (voir tableau ci-dessus pour les dilutions). Aprés 3 ringages de 10 minutes dans du PBST, elles
sont incubées 90 min a température ambiante dans I’anticorps secondaire adéquat dilué dans du PBST. Puis
elles sont a nouveau rincées 3 fois 10 minutes dans du PBST avant d’étres incubées 90 minutes a
température ambiante dans une solution contenant le complexe Avidine-Biotine-Horse Radish Peroxydase
(1:1000; Elite kit, Vector Laboratories, CA) dilué dans du PBST. Elles sont ensuite rincées 3 fois 10 min
dans du PBST et la révélées dans une solution de Tris-HCI 0,05 M a pH 7,6 contenant 0,025% de 3,3’-
diaminobenzidine tétrahydrochloride (DAB, Sigma-Aldrich), 5 mg.ml" d’ammonium nickel et 0,003% de
H,0, ajouté extemporanément. La réaction est controlée en permanence sous le microscope pour étre arrétée
lorsque le rapport signal sur bruit de fond est maximal. L’arrét de la réaction se fait par 3 ringages successifs
dans du PBST-Az.

Dans le cas d’un double marquage, les coupes sont laissées dans du PBST-Az durant 3 jours avant
que le second marquage ne soit réalisé. Le méme protocole est utilisé a 1’exception de la révélation qui doit
étre faite en absence d’ammonium nickel.

Une fois la réaction terminée, les coupes sont montées sur des lames histologiques de verre

gélatinées, déshydratées et montées sous lamelles avec de la colle Depex (VWR, France).
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VII.4 — Protocole utilisé pour le triple marquage DAB/fluorescence

Pour le triple marquage c-FOS/CTb/MCH, les coupes sont tout d’abord soumises au protocole ci-
dessus pour la révélation du c-FOS a I’aide de la DAB avant d’étre laissées 3 jours a 4 °C dans du PBST-Az.
Les coupes sont ensuite incubées 3 jours a 4 °C en présence des Ac anti-MCH et anti-CTb dans du PBST-
Az. Apres 3 ringages de 10 min dans du PBST, elles sont incubées 2 h, a température ambiante et a I’abri de
la lumiere, dans du PBST contenant les Ac secondaires anti-lapin et anti-chevre couplés a leurs
fluorochromes. Enfin, toujours en les protégeant de la lumicre, les coupes sont rapidement montées sur des
lames de verre, séchées (20 min maximum) et montées sous lamelles a I’aide de Mowiol 4-88 (Merck,
Allemagne). L’analyse au microscope se fait le plus rapidement possible et les lames sont stockées a 1’abri
de la lumiére a 4 °C afin d’empécher la détérioration des fluorochromes.

VIII — Immuno-détection de c-FOS couplé a I’hybridation in situ de
vglut2

VIII.1 - Principe de I’hybridation in situ

L’hybridation in sifu (HIS) a pour but de révéler la présence, ou I’absence, d’une séquence d’ARN
(ou d’ADN) au sein d’une cellule. Son principe repose sur 1’hybridation de deux séquences d'acides
nucléiques complémentaires : ’'une exogene et marquée (sonde) et I’autre endogene (celle que 1’on souhaiter
visualiser). Les sondes utilisées peuvent étre de I'ADN, de I’ARN (ribosonde) ou des oligonucléotides
synthétiques (de 20 a 50 nucléotides) mais doivent dans tous les cas étres marquées afin de permettre leur
localisation. Ce marquage peut étre réalisé a ’aide d’isotopes radioactifs (« sondes chaudes », Tritium H,
Phosphore **P ou P, soufre *’S) ou de molécules non radioactives (« sondes froides ») fluorescentes ou non
(biotine, digoxigénine, phosphatase alcaline, etc.). Si la révélation des sondes chaudes par autoradiographie
permet une étude quantitative, cette méthode est, du fait de la radioactivité, beaucoup plus contraignante a
mettre en ceuvre et présente une moins bonne résolution spatiale. A contrario I’HIS a I’aide de sondes froides
(révélation colorimétrique) est plus facile a mettre en ceuvre et présente une meilleure résolution spatiale
mais est moins sensible et non quantitative.

Dans notre cas, il s’agit de vérifier la nature neurochimique d’un neurone et donc de déterminer si
celui-ci exprime ou non un marqueur spécifique. Par conséquent, nous avons réalisé I’HIS d’un ARNm. Pour
un tel marquage, 'utilisation de ribosondes a I’avantage d’étre plus spécifique et plus stable que des
oligonucléotides, mais posséde I’inconvénient d’une pénétration plus faible. Au vues des avantages et
inconvénients expliqués ci-dessus, nous avons utilisé une sonde froide marquée a la digoxigénine dont la
révélation est permise grace a I’'utilisation d’un Ac anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline
(Figure 3A). Comme montré en Figure 3B, cette enzyme permet une réaction d’oxydoréduction entre le
nitroblue tetrazolium (NBT) et le 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) dont le produit final forme
un précipité coloré bleu foncé.

VIII.2 — Sondes utilisées

Pour I’ensemble de ces travaux, des sondes dirigées contre 3 genes d’intéréts ont été utilisées : vglut2
(transporteur vésiculaire du glutamate, marqueur spécifique des neurones glutamatergiques), gad65, gad67
(isoformes de 65 et 67 kDa de la glutamate décarboxylase, enzyme de synthése du GABA, marqueur des
neurones GABAergiques) et glyr2 (transporteur de la glycine, marqueur des neurones glycinergiques). Pour
chaque geéne cible, les sondes anti-sens (dont la séquence complémentaire de celle de ’ARNm permet
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I’hybridation et donc la révélation des neurones exprimant ’ARNm) et sens (dont la séquence identique a
celle de I’ARNm ne permet pas I’hybridation et sert donc de contrdle) ont été synthétisées.

Les sondes dirigées contre vglut2 et gad67 ont été synthétisées a partir de plasmides linéarités que
nous possédions déja au sein du laboratoire. Les séquences de vglut? et gad67 sont insérées respectivement
dans les plasmides pCRII-TOPO (Invitrogen, UK) et pRY20 (Roche, Suisse). Chaque insert de
respectivement 539 et environ 1800 pdb est encadré des promoteurs SP6 et T7. Pour la synthése des sondes
anti-sens et sens de vgluz2, le plasmide est linéarisé respectivement par Not | et Hind III, puis transcrit par les
polymérases SP6 et T7 respectivement. En ce qui concerne gad67, la linéarisation du plasmide est réalisée
par EcoR V, la sonde anti-sens est alors transcrite a ’aide de SP6 et la sens a I’aide de T7. La synthése des
sondes marquées a la digoxigénine est faite a 1’aide du kit DIG RNA labelling Kit (Roche) suivant les
recommandations du fabricant.

Comme nous ne possédions pas de plasmide avec la séquence de gad65 ou de glyt2, nous avons importé au
sein du laboratoire une nouvelle technique qui permet une synthése rapide de ribosondes et qui ne nécessite
ni clonage ni de bactériologie (Gandrillon et al., 1996). Brievement, a partir d’une banque d’ADNc corticale
de rat, un fragment d’ADN du gene de gad65 est amplifié par PCR. Les amorces, en plus de contenir une
portion de la séquence génique contiennent, pour I’une la séquence du promoteur de T7, et pour la seconde
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Figure 3 : Principe de I'hybridation in situ telle qu'utilisée au cours de cette thése

(A) L'ARNm d'intérét (1) est reconnu par la ribosonde marquée a la digoxigénine qui s'y hybride (2). Ce com-
plexe est ensuite reconnu par 'anticorps secondaire anti-digoxigénine couplé a la phosphatase alcaline (3).
L'ajout final de NBT/BCIP permet alors la formation d'un précipité bleu foncé (4). D'aprés Sapin, 2009.

(B) Réaction chimique entre le NBT et le BCIP initiée par la phosphatase alcaline et amenant la formation d'un
précipité insoluble bleu.
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celle de SP6 (taatacgactcactatagggtatgcgctctgetctacgga et tatttaggtgacactatagcaggggcgatctcatcggta pour
gado6) ; taatacgactcactatagggcaagtgtgtcegattetggtct et tatttaggtgacactatagactcactcgtgtcagaaccttg pour glyr2 ;
les parties soulignées correspondent aux promoteurs respectifs de T7 et SP6). Le fragment ainsi obtenu
permet alors la synthése des ribosondes a 1’aide du kit évoqué ci-dessus.

Une fois synthétisées, les sondes sont dosées et stockées a -20°C & une concentration de 0,03 pg.pul” dans du
milieu d’hybridation (voir ci-dessous pour sa composition).

VIIL.3 — Protocole utilisé pour I’hybridation in-situ

Toutes les solutions utilisées durant ce protocole doivent étre exemptes de RNAse afin de limiter la
dégradation des sondes ainsi que des ARNm que 1’on souhaite révéler.

Les coupes sont rincées 3 fois 10 min dans une solution de citrate de sodium (SSC 2X) avant d’étre
incubées la nuit dans une chambre humide a 65 °C dans le tampon d’hybridation (NaCl 150 mM, Tris-HCI 8
mM, Tris-Base 1 mM, NaH,PO, 6 mM, Na,HPO, 5 mM, EDTA 5 mM, formamide déionisé 50 %, dextran
sulphate 10 %, yeast tRNA 1 mg.ml” (Sigma type III, Sigma-Aldrich), ficoll 0,02 %, polyvinylpyrrolidone
0,02 %) contenant la ribosonde anti-sens marquée a la digoxigénine (0,7 ug.ml"). Les coupes sont ensuite
rincées 2 fois 20 min a 55°C dans une solution de SSC 1X, formamide 50 %, Tween-20 0,1 %. Puis, elles
sont incubées 15 minutes & 37°C en présence de RNAse A (10 pg.ml”, USB, OH) dans une solution de Tris
10 mM (pH 8.0) contenant 1 mM d’EDTA et 500 mM de NaCl. Les coupes sont ensuite rincées 3 fois 10
min dans du tampon PBST et incubées la nuit a température ambiante avec 1’anticorps anti-digoxigénine
couplé a la phosphatase alcaline et dilué au 1/2000 dans du PBST contenant 0,2 % d’agent bloquant
(Blocking Reagent, Roche). Les coupes sont par la suite rincées 2 fois 10 min dans du PBST, 1 fois 10 min
dans du PBS et 10 min supplémentaires dans du tampon de révélation (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, NaCl 150
mM, MgCl, 1 mM et Tween-20 0,1 %). Enfin, les coupes sont incubées a I’abri de la lumiére dans le méme
tampon de révélation contenant le NBT/BCIP dilué au 1/50 (NBT/BCIP Stock Solution, Roche). L’avancée
de la réaction est contrdlée régulierement sous microscope et est arrétée lorsque le rapport signal sur bruit de
fond est maximal. La réaction est arrétée par 3 lavages successifs dans du PBST-Az. Les coupes sont
finalement disposées sur des lames histologiques en verre et montées sous lamelles a 1’aide de Vectamount
(Vector Laboratories).

Des marquages contrdles sont réalisés a 1’aide des sondes sens afin de contrdler la spécificité du
marquage obtenu.

VII1.4 — Couplage de Pimmunohistochimie du c-FOS avec I’hybridation in situ
de vglut2 ou gad65

Afin de conserver I’intégrité de la structure protéique qui pourrait étre altérée par les traitements
nécessaires a la réalisation de 1’hybridation in situ, le marquage immunohistochimique est effectué en
premier. Tous les tampons d’immunohistochimie doivent donc étre dépourvus de RNAse. Ils sont donc
autoclavés et 0,2 % d’inhibiteur de RNase (ProtectRNA RNase inhibitor, Sigma-Aldrich) sont rajoutés
extemporanément. Seul le tampon de révélation contenant la DAB ne contient pas d’inhibiteur de RNAse.
Une fois la révélation dans ce tampon terminée, les coupes sont rincées 2 fois 10 min dans du PBST
dépourvu d’inhibiteur de RNase et contenant 10 mM de dithio-threitol (DTT, Sigma-Aldrich). Le protocole
d’hybridation in situ décrit ci-dessus est alors suivi. Toutefois, seuls 2 ringages dans le tampon SSC 2X sont
réalisés et ce dernier contient également 0.2 % d’inhibiteur de RNAse. En fin de protocole, les coupes sont
montées a I’aide de Vectamount (Vector Laboratories).
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IX — Analyse des résultats

IX.1 — Analyse du cycle veille-sommeil et analyse spectrale

L’analyse des états de vigilance est réalisée a postériori sous le logiciel Spike 2 et avec des scripts
développés au sein du laboratoire. Cette analyse est visuelle, semi-automatique et séquentielle (par plages
d’analyse de 5 sec). Bien que visuelle, la présence d’un spectre de fréquence pour chaque période de 5 sec
fournit une aide a la décision pour les épisodes ambigus. Les états de vigilance sont déterminés selon les
critéres classiques rappelés ci-dessous :

- Eveil: PEEG est de faible amplitude et activé ou "désynchronisé". Des activités de hautes fréquences
("40 Hz") sont observées ainsi que des ondes théta (5-9 Hz). L'EMG varie suivant l'activité motrice
de l'animal. On observe une activité musculaire tonique ample avec de nombreux événements
phasiques au cours de I'éveil actif et un tonus musculaire plus faible avec de rares secousses pendant
I'éveil calme.

- Sommeil lent : I'EEG est dit « synchronisé » : son amplitude est importante et il présente des
oscillations trés lentes, les ondes delta (0.5-4 Hz), des fuseaux (10-14 Hz) mais pratiquement plus de
fréquences rapides. L’activité musculaire est faible et sans aucune bouffée phasique.

- Sommeil paradoxal : I’EEG, similaire a celui de 1’éveil, est désynchronisé, rapide et de faible
amplitude. Il présente une périodicité marquée autour de 5-9 Hz correspondant au rythme théta.
L’activité musculaire est tres faible (atonie) avec parfois de bréves bouffées phasiques ("twitches").

En plus de I’analyse quantitative des états de vigilance, nous avons souhaité au cours de cette thése
caractériser qualitativement certains états de vigilance et nous avons pour cela eu recours a l’analyse
spectrale. Cette analyse nécessite le scorage préalable des différents états de vigilance. Pour I’état de
vigilance souhaité, nous avons sélectionné la période durant laquelle nous souhaitions réaliser cette analyse.
Sur cette période, nous avons retiré de I’analyse 10 sec de part et d’autre de chaque transition entre deux
états de vigilance afin de n’analyser que des états « purs ». Puis, pour chaque phase de 5 sec de cet état, un
spectre de fréquence a été généré a 1’aide d’une transformée rapide de Fourier (analyse des fréquences
comprises entre 0,6 et 120 Hz, avec une résolution de 0,24 Hz). Un spectre de fréquence global a ensuite été
généré sur I’ensemble de la période souhaitée par la sommation de tous les spectres unitaires. Enfin, un
spectre de fréquence relatif est créé en normalisant la puissance de chaque intervalle de fréquence (bin de 24
Hz) par rapport a la puissance totale du spectre. Ces spectres relatifs peuvent ensuite étre moyennés pour
tous les animaux d’'un méme groupe ce qui permet la comparaison entre différents groupes
comportementaux.

Pour chaque gamme de fréquence (delta, 0.5 - 4.6 Hz ; théta, 5.1 - 8.9 Hz ; sigma, 9.9 - 14 Hz ; beta, 15 -
30 Hz ; gammal, 39.9 — 48.1 Hz ; gamma2, 51.9 — 120 Hz), la puissance relative de celle-ci est également
calculée en sommant la somme des puissances de tous les bins compris dans cette gamme de fréquence et en
la normalisant par rapport a la puissance totale du spectre. L’analyse spectrale permet également la
détermination des fréquences majoritaires pour chaque gamme de fréquence.

IX.2 — Analyse des résultats histologiques

Une cartographie de la distribution des neurones marqués est tout d’abord réalisée. Pour cela, des
coupes sont sélectionnées de maniére a obtenir un échantillon représentatif de 1’ensemble de 1’encéphale, ou
de la région d’intérét. Dans le cas de 1’étude des afférences a la VLPAG/DpMe, les deux hémisphéres ont été
analysés afin de déterminer les projections contra et ipsilatérales. Dans tous les autres cas, un seul
hémisphére a été analysé puisque les 2 hémisphéres sont théoriquement symétriques. Les sections
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sélectionnées sont analysées a I’aide du systéme d’analyse Mercator (Explora Nova, France) connecté a un
microscope Zeiss dont la platine est motorisée en X et en Y. Les contours des coupes et des structures sont
dessinés a faible grossissement alors que les neurones marqués sont pointés a plus fort grossissement. Pour
chaque région cérébrale, le nombre de neurones pointés est calculé. Dans le cas ou une structure est présente
sur plusieurs sections, le nombre total de neurones marqués correspond a la somme des neurones comptés sur
chaque section.

En ce qui concemne le triple marquage c-FOS/CTb/MCH, I'utilisation de la fluorescence ne permet
pas une analyse longue sur un logiciel tel Mercator. Pour pallier cette difficulté, des images composées ont
été prises de 1’ensemble de 1’hypothalamus postérieur situé ipsilatéralement a I’injection de CTb. Ces images
ont été réalisées a 1’aide du logiciel Mosaic (Explora Nova). Pour chaque coupe analysée, 3 photographies
successives sont prises (pour c-FOS, MCH et CTb) sans modification de la région photographiée ou de la
mise au point. Ces images sont ensuite exportées et superposées sous Adobe Illustrator (Adobe, CA) ce qui
permet le comptage des neurones immunoréactifs. De la méme maniére, le nombre total de neurones est
compté pour une structure donnée a travers les différentes coupes.

X — Statistiques

L’analyse statistique de 1’ensemble des données de cette thése a été réalisée a I’aide du logiciel
StatView. Etant donné la faible taille d’échantillon dont nous disposons (8 individus au maximum par
groupe), I’utilisation de statistiques paramétriques est impossible puisque la normalité de la variable ne peut
étre testée. Par conséquent, toutes les comparaisons ont été réalisées a I’aide de tests non-paramétriques.

Dans le cas de la comparaison d’une variable entre les trois groupes PSC, PSD et PSR, un test de
Kruskal-Wallis a tout d’abord été réalisé, puis les comparaisons post-hoc deux a deux ont été faites a ’aide
d’un test de Mann-Whitney.

Pour analyser les effets des injections pharmacologiques, tant sur les quantités des différents états de
vigilance que sur les caractéristiques de I’EEG, un test de Wilcoxon a été utilisé puisque les différents
échantillons sont appariés.

Enfin, les effets de I’application locale de muscimol sur les différents marqueurs histologiques
étudiés ont été comparés a la condition contrdle (NaCl) grice a un test de Mann-Whitney.
Pour toutes ces analyses, nous avons considéré un risque a de 5 % comme acceptable pour conclure a une
différence significative entre différentes populations.
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CHAPITRE 1 - Détermination de la nature
neurochimique des neurones du SLD, noyau
responsable de la mise en place du SP

Comme nous I’avons rappelé précédemment, le noyau sublatérodrosal (ou SLD) est un acteur majeur
de la mise en place du SP chez le rat. Il serait responsable de l’inhibition des motoneurones via ses
projections sur le GiV, et de I’activation corticale via ses projections sur le noyau intralaminaire du thalamus.
Toutefois, la nature neurochimique de ces neurones n’est pas encore connue avec certitude. Durant de
longues années ils ont ét€ supposés cholinergiques (Shiromani and Fishbein, 1986; Sakai and Koyama, 1996;
Shiromani et al., 1996; Maloney et al., 1999), mais des résultats plus récent sont venus contredire cette
hypothése. En effet, peu de neurones cholinergiques expriment le marqueur c-FOS aprés une profonde
hypersomnie de SP (Verret ef al., 2005) et contrairement au chat, 1’application d’un agoniste cholinergique
au sein du SLD du rat n’induit pas d’augmentation de SP (Boissard et al., 2002). Plus récemment,
I’hypotheése que ces neurones seraient de nature GABAergique a été formulée (Lu et al., 2006b). Mais celle-
ci a également été mise en défaut puisque les neurones du SLD exprimant le ¢c-FOS aprés une hypersomnie
de SP ne sont pas de nature GABAergique (Sapin ef al., 2009). De plus, ces deux possibilités ne tenaient pas
compte d’un certain nombre d’observations expérimentales.

En particulier, les concentrations extracellulaires en glutamate augmentent durant le SP dans le GiV,

région recevant de nombreuses projections du SLD (Kodama et al, 1998; Boissard et al., 2002), et
I’application d’antagoniste glutamatergique dans le GiV empéche 1’atonie musculaire normalement induite
par la stimulation pharmacologique du SLD (Lai and Siegel, 1988). Ces résultats laissent donc penser que les
neurones du SLD impliqués dans la mise en place du SP pourraient étre de nature glutamatergique.
Dans le but de tester cette hypothése, nous avons couplé 1’hybridation in situ de vglut2, marqueur des
neurones glutamatergiques, avec l’immunohistochimie du c-FOS chez des rats contrbles, privés de SP
pendant 72h par la méthode de la piscine, et des rats réalisant une hypersomnie de SP consécutive a cette
méme privation.

Ces résultats ont fait I’objet d’une publication dans la revue Sleep.
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GLUTAMATERGIC NEURONS INVOLVED IN REM SLEEP REGULATION

Evidence that Neurons of the Sublaterodorsal Tegmental Nucleus Triggering
Paradoxical (REM) Sleep Are Glutamatergic

Olivier Clement, MSc'? Emilie Sapin, PhD'??* Anne Bérod, PhD?* Patrice Fort, PhD'?; Pierre-Hervé Luppi, PhD'?
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Study Objectives: To determine whether sublaterodorsal tegmental nucleus (SLD) neurons triggering paradoxical (REM) sleep (PS) are glutamatergic.
Design: Three groups of rats were used: controls, rats deprived of PS for 72 h, and rats allowed to recover for 3 h after deprivation. Brain sections
were processed for double labeling combining Fos immunohistochemistry and vesicular glutamate transporter 2 (vGLUT2) in situ hybridization.

Measurements and Results: The number of single Fos+and FosivGLUT2+double-labeled neurons was counted for each experimental condition.
Avery large number of Fos+neurons expressing vGLUT2 mRNA specifically after PS hypersomnia was counted in the SLD. These double-labeled

cells accounted for 84% of the total number of Fos+ cells.

Conclusions: This finding adds further evidence to the concept that PS-on neurons of the SLD generating PS are of small size and glutamatergic
in nature. By means of their descending projections to medullary and/or spinal glycinergic/GABAergic premotoneurons, they may be especially
important for the induction of muscle atonia during PS, a disturbed phenomenon in narcolepsy and REM sleep behavior disorder.

Keywords: REM sleep behavior disorder, Parkinson, brainstem reticular formation, cataplexy, hypocretin
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INTRODUCTION

Based on lesion, local pharmacological unit recordings, and
Fos staining studies, it is now well accepted that paradoxical
sleep (PS. also known as REM sleep) induction and mainte-
nance are due to the activation of neurons located in a small
pontine nucleus named sublaterodorsal tegmental nucleus
(SLD) in rats."? However, the neurochemical nature of these
PS-generating neurons is still a matter of debate. It was long
thought that they were cholinergic.® and it was more recently
proposed that some of them might be GABAergic.* However.
we found that SLD neurons activated after PS hypersomnia ex-
press neither choline acetyltransferase, the enzyme of synthesis
of acetylcholine,® nor glutamate decarboxylase, that of GABA.¢
A few studies suggested that SLD PS-on neurons might in fact
be glutamatergic. Indeed, neurons expressing the vesicular glu-
tamate transporter 2 (vGLUT?2), a specific marker of glutama-
tergic neurons, were observed in the SLD.* It was also shown
that glutamate release is specifically increased during PS in the
nucleus reticularis magnocellularis (Mc).” known to receive
projections from the SLD and to contain glycinergic premoto-
neurons responsible for muscle atonia during PS.'! Moreover,
Lai and Siegel showed in cats that local application of gluta-
mate into the Mc induces muscle atonia in a dose-dependent
manner. Finally, blockade of glutamatergic transmission by ap-
plication of kainate or NMDA antagonists into the Mc impaired
muscle atonia induced by carbachol infusion into the SLD re-
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gion.® To definitely resolve the issue of the chemical nature of
PS-generating neurons, we compared the number of glutama-
tergic neurons activated in the SLD in control rats, rats deprived
of PS for 72 h, and rats allowed to recover during 3 h from that
deprivation. To this aim, we developed a new method combin-
ing immunodetection of Fos, a marker a neuronal activation,
with in situ hybridization of the mRNA coding for vGLUT?2.

METHODS

All experiments were conducted in accordance to the French
and European Community guidelines for the use of research
animals and approved by the institutional animal care and use
committee of the University of Lyon 1 (protocols BH 2006-09
and BH 2006-10). Sprague-Dawley male rats were housed in-
dividually in recording barrels under a constant 12h light-dark
cvcle (light on at 07:00). Room temperature was maintained at
21 £ 1°C. and standard rodent food and water were available ad
libitum throughout the experiment.

Surgery and Polygraphic Recordings

As previously described.® 12 rats (240-260g, Charles River.
France) were implanted for electroencephalographic (EEG) and
electromyographic (EMG) recordings. After 5 days recovery
from surgery and 4 days habituation to the recording condi-
tions, rats were connected to a cable attached to a rotating con-
nector (Plastics One Inc.. CT) to allow free movements of the
animal within its home cage.

Paradoxical Sleep Deprivation and Recovery

PS deprivation was performed using the inverted flowerpot
technique. Rats were divided in 3 groups: controls (PSC). de-
prived of PS (PSD), and PS hypersomniac (PSR) (n= 4 in each
group). PSC animals remained in their standard cage through-
out the experiment. After a 48-h baseline recording. PSD and
PSR rats were placed (10:00) on a platform surrounded by 2
cm of water for 72 h preventing rats from entering PS. The last
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day. PSR animals were removed from the platform (10:00) and
were replaced on a dry bed of woodchips to allow PS recovery.
All animals were anesthetized for perfusion at approximately
13:00. PSR rats were anesthetized 150 min after the appearance
of the first PS episode. occurring approximately 30 min after
the animals were put back in their home cage.

Perfusion, Fixation, and Section

Rats were perfused with a Ringer’s lactate solution contain-
ing 0.1% heparin, followed by 300 ml of a fixative solution
composed of 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buf-
fer (PB. pH 7.4). Brains were removed and stored at 4°C for 1
night in the fixative solution and then for 3 days at 4°C in 30%
sucrose in 0.1 M PB. Brains were rapidly frozen in methyl-
butane cooled with dry ice, and 30-pm-thick coronal sections
were cut on a cryostat (Microm, France). Free-floating sections
were collected and stored at —20°C in an RNase free cryopro-
tectant solution.

Fos Immunohistochemistry Combined with vGLUT2 mRNA In
Situ Hybridization

The antisense and sense digoxigenin-labeled probe against
vGLUT2 mRNA were synthesized from a recombinant linear-
ized plasmid containing the vGLUT2 ¢cDNA using a nonradio-
active RNA labeling kit (Roche Diagnostic. Switzerland). As
described before.®® brain sections were successively incubated
with a rabbit antiserum to Fos (1:3000; Merck. Germany), a
biotinylated goat anti-rabbit IgG solution (1:1000; Vector Lab-
oratories, Burlingame, CA) and an ABC-HRP solution (1:1000;
Elite kit. Vector Laboratories). Then sections were immersed
for around 15 min in 3,3-diaminobenzidine-4 HCI (DAB, Sig-
ma-Aldrich, St. Louis, MO) and 0.003% H,O,. They were then
rinsed in PBST containing 10 mM dithio-threitol (DTT. Sigma-
Aldrich) and in standard saline citrate solution (SSC 2X). Sec-
tions were then placed overnight at 65°C in the hybridization
buffer containing 0.5 pg/mL of the digoxigenin-labeled probe.
Sections were washed in SSC 1X., 50% formamide, 0.1%
Tween-20 and treated with RNase A (USB Corporation, Cleve-
land. OH). Sections were then incubated with an anti-digoxi-
genin antibody conjugated to alkaline phosphatase (1:2000,
Roche Diagnostic). Staining was revealed using nitroblue tet-
razolium (NBT) and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate
(BCIP) (Roche Diagnostic). Controls in the absence of primary
antibodies (anti-Fos and anti-digoxigenin) or with the sense
probe were run to ensure the specificity of the labeling.

Analysis of Sleep-Wake State Data

Vigilance states were discriminated using EEG and EMG
data as previously described.® For cach rat. the last 150 min of
EEG/EMG recordings before perfusion were analyzed by 5 sec
epochs in order to determine quantitics of W, SWS, and PS.

Analysis of Double Labeling

Drawings of double-labeled sections were made with an Ax-
ioscope microscope (Carl Zeiss AG. Germany) connected (o a
computerized image analysis system (Mercator; ExploraNova,
France). Single- and double-labeled neurons were plotted on
sections taken at 300 pm intervals (between AP -8.7 and -9.3
from bregma). The number of Fos+ and Fos/vGLUT2+ plotted
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neurons per brainstem structure was automatically counted and
exported using Mercator software (ExploraNova). For struc-
tures present on several sections, neurons counted on all sec-
tions were summed.

Statistical Analysis

Nonparametric analyses of variance (Kruskal-Wallis test)
were performed on the vigilance states and on the number of
labeled neurons for each structure across experimental condi-
tions (PSC. PSD, and PSR). Post hoc PLSD Mann-Whitney
tests were used to identify significant pairwise differences (PSR
or PSD vs PSC: PSR vs PSD). All statistics were performed us-
ing StatView software.

RESULTS

Quantification of Sleep

During the last 150 min before sacrifice, rats deprived of
PS for 72 h by the inverted flower pot method (PSD animals)
showed almost no PS (2.3% =+ 2.3%), whereas controls (PSC
animals) and animals allowed to recover from the deprivation
(PSR animals) spent respectively 7.1% + 1.8% and 37.4% +
3.2% of their time in PS. PSR animals spent significantly more
time in PS than PSC (P = 0.0209) and PSD (P = 0.0209) ani-
mals, and PSD rats spent significantly less time in PS than PSC
rats (P=0.0433). PSR animals displayed less waking (16.1% +
5.7%) than PSC (49.4% + 8.5%: P = 0.0433) and PSD (66.8%
+ 4.6%: P = 0.0209) animals. No difference in SWS quantitics
was observed between the 3 groups of animals (PSC: 43.6% +
7.0%; PSD: 31.7% + 3.1%; PSR 46.5% + 4.5%) (Figure S1).

Localization of the Single-Labeled Fos+ and Fos/vGLUT2+
Double-Labeled Neurons

We focused our analysis on the brainstem level containing
the SLD. In agreement with our previous results,® the lateral
parabrachial nucleus (LPB) was the only structure containing
significantly more Fos+ neurons in PSD (106.6 £ 22.5) and PSR
animals (82.4 + 9.4) compared to PSC ones (33.0 £ 11.2) (Table
S1). In addition, 3 structures, namely the laterodorsal tegmental
nucleus (LDTg). the caudal part of the pontine reticular nucleus
(PnC), and the SLD contained significantly more Fos+ neurons
in PSR than in PSD and PSC animals (Figure 1F and Table S1).

The number of Fos/vGLUT2+ double-labeled cells was sig-
nificantly increased in the LPB after PS deprivation (72.0 £
15.4) and PS recovery (55.9 + 4.8) compared to control (17.0 £+
6.4). These double-labeled cells constituted for both conditions
68% of the total number of Fos+ cells.

In the LDTg and SLD, the number of Fos/vGLUT2+ neu-
rons increased specifically in the PSR condition compared to
the PSC and PSD conditions (Table S1). Within the SLD, the
number of Fos/vGLUT2+ neurons increased from 2.3 + 0.8 in
PSCand 2.6 £0.4in PSD to 35.6 + 3.8 in PSR (Figure 1A-C. G
and Table S1). Double-labeled cells constituted 84% and 46%
of the total number of Fos+ neurons in the SLD and LDTg, re-
spectively. Interestingly, as illustrated in Figure 1E, vGLUT2+
neurons of the SLD that expressed Fos after PS recovery were
of small size, whereas large vGLUT2+ neurons almost never
expressed Fos.
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Figure 1—SLD neurons expressing Fos after PS-recovery are mostly glutamatergic. (A-C) Schematic distribution of Fas+ (gray dots) and Fos-vGLUT2+ (red
dots) neurons on coronal sections taken at 300 um intervals through the full rostro-caudal extent of the SLD in a representative PSR animal. Rostro-caudal
localization of each section is indicated from Bregma at the bottom left corner of each drawing. (D-E) Photomicrographs showing Fos (brown nuclear staining)
and vGLUT2 (blue diffuse cytoplasmic staining) double staining at SLD level. (E) is a higher magnification of the rectangular box in D. Note the dense cluster
of double-labeled neurons into the SLD of a PSR rat. Interestingly, most of the large glutamatergic SLD neurons do not express Fos after PS hypersomnia
(black arrows). Conversely, double-labeled neurons after PS hypersomnia are rather of small size (red arrowheads). Only one neuron labeled for Fos after
PS-hypersomnia does not express vGLUT2 mRNA (black arrowhead). (F-G) Number of Fos+ and Fos/vGLUT2+ neurons in the SLD in confrol (PSC), PS
deprived (PSP) and PS recovery (PSR) conditions. Values are mean + SEM. *
4V, 4th ventricle; CGPn, central gray of the pons; DTg, dorsal tegmental nucleus; LDTg, laterodorsal tegmental nucleus; LPB, lateral parabrachial nucleus;
me5, mesencephalic trigeminal tract; Mo5, motor trigeminal nucleus; MPB, medial parabrachial nucleus; PnC, pontine reticular nucleus, caudal part, PnO,
pontine reticular nucleus, oral part; scp, superior cerebellar peduncle; SLD, sublaterodorsal tegmental nucleus; su5, supratrigeminal nucleus; VTg, ventral
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indicates P < 0.05.

DISCUSSION

Here, we show for the first time that nearly all Fos+ neu-
rons (84%) localized in the SLD after PS hypersomnia express
vGLUT2 mRNA. These results strongly suggest that SLD neu-
rons responsible for the generation of PS are glutamatergic in
nature.

Methodological Considerations

Even if one could argue that Fos expression is not strictly
correlated to neuronal discharge, we believe that our results
convincingly show that SLD PS-on neurons ar¢ glutamatergic.
Indeed. when unit recordings have been performed in areas re-
ported to contain Fos+ labeled cells after PS hypersomnia,'6°
PS-on neurons have always been recorded.'®** In particular, the
presence of PS-on neurons has been reported in the SLD both
in cats' and in rats." However, a direct demonstration using for
example juxtacellular labeling would be required. It is also well
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accepted that vGLUT?2 is a specific marker of the glutamatergic
neurons located in the brainstem.'® We performed in situ hy-
bridization rather than immunohistochemistry of vGLUT2 be-
cause it specifically and strongly labels cells bodies’ cytoplasm,
whereas immunohistochemistry only labels terminals.

SLD PS-On Neurons Are Glutamatergic

The results reported here that SLD PS-on neurons are gluta-
matergic are in line with our previous results showing that they
are neither cholinergic nor GABAergic in nature. Indeed, we
previously showed that Fos+ neurons located in the SLD after
PS hypersomnia are not immunoreactive to choline acetyltrans-
ferase, the enzyme of synthesis of acetylcholine.® In addition,
we previously reported that 15% of Fos+ neurons located in the
SLD were GABAergic after PS hypersomnia, but also after PS
deprivation and in control animals, indicating that SLD GAB-
Acrgic neurons are not specifically active during PS.¢ Further
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etal.* (A). In both madels, the SLD contains PS-on glutamatergic neurons generating PS. Their activation at the onset of PS is gated by the removal of a
tonic GABAergic input activated during waking and SWS and arising from vIPAG/dDpMe neurons. Lu et al. further hypothesized that the SLD also contains
a population of GABAergic PS-on neurons inhibiting at the onset of and during PS the vIPAG/dDpMe PS-off neurons. They proposed that a flip-flop switch
between these 2 populations of GABAergic neurons control PS occurrence. In our model, PS-on GABAergic neurons also control PS occurrence by means
of their projections to the vIPAG/dDpMe PS-off GABAergic neurons, but they are localized in the vIPAG/dDpMe and a medullary nucleus named the dorsal
paragigantocellular reticular nucleus (DPGi).2* We propose that their activation at the onset of PS is due to an intrinsic “clock like” mechanism.

Another major difference between the two models concerns the pathways by which SLD friggers the muscle atonia during PS. We propose that SLD PS-on
glutamatergic neurons activate glycinergic/GABAergic neurons localized in the GiV, which in turn, hyperpolarize cranial and spinal motoneurons, leading to
muscle afonia. Lu et al. proposed that SLD PS-on glutamatergic neurons inhibit spinal motoneurons via direct projections fo spinal interneurons co-containing
GABA and glycine. One could argue that these two hypotheses are not mutually exclusive. We finally propose that SLD PS-on neurons activate the cortex by
means of their projection to intralaminar thalamic nuclei whereas Lu et al. proposed that a small nucleus close to the SLD named precoeruleus (PC) generate
theta oscillations during PS via projections to the medial septum.

DPGi, dorsal paragigantocellular reticular nucleus; dDpMe, dorsal part of the deep mesencephalic nucleus; GiV, ventral gigantocellular reticular nucleus; PC,

precoeruleus nucleus; SLD, sublaterodorsal tegmental nucleus; VIPAG, ventrolateral periaqueductal gray.

supporting these results. Xi et al. reported in cats that inactiva-
tion of GABAergic neurons of the SLD induces a decrease in
waking and an increase in PS.'” The present results are also in
agreement with Lu et al., who reported the presence within the
SLD of vGLUT?2 expressing neurons.”

Functional Significance

It is known that the SLD projects rostrally to the intralaminar
nuclei of the thalamus, and caudally to the ventral part of the
gigantocellular reticular nucleus (GiV).! the rat equivalent of
the cat Mc. and the spinal cord.’ Based on these and additional
data, we previously proposed that PS-on neurons of the SLD
activate the cortex by means of their ascending projections to
the intralaminar thalamic nuclei and induce muscle atonia via
their descending projections to glycinergic premotoneurons lo-
cated in the GiV! Our results indicate that the neurons at the
origin of these projections are likely glutamatergic (Figure 2).
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Figure S1—Time spent in waking, slow-wave sleep and paradoxical sleep. Percentage of time spent in waking
(WK), slow-wave sleep (SWS) and paradoxical sleep (PS) scored by 5sec epachs during the last 150 min before
sacrifice for control (PSC), PS-deprived (PSD) and PS-recovery (PSR) rats (n = 4 in each group). Graphs represent
means with standard errors. *P < 0.05 compared to PSC, #P < 0.05 compared to PSD.

Table S1—Number of Fos+ and Fos/ivGLUT2+ neurons in controls (PSC), PS-deprived (PSD) and PS-recovery (PSR) rats

Fos+ total Fos/ivGLUT 2+
n PSC PSD PSR PSC PSD PSR

CGPn 3 198+46 471+178 553+83 4415 85+22 130+27
DTg 3 05+02 1907 99+46 01+£01 1.0+05 4627
KF 2 14.0+£66 15917 18323 5932 93+15 134122
LDTg 2 65+29 16+32 333 6.4 2614 33+08 153 +1.5%
LPB 3 330112 106.6 + 22.5* 824 +94* 170+64 72.0£154* 559 +4.8*
MPB 3 73+38 15653 15.3+6.1 38x18 7917 1M10+42
PnC 2 1.3+40 26459 399+7.7* 33x14 89+28 164 +486
PnO 1 3107 49+19 16.0 £+ 5.2* 09+04 2410 80+36
SLD 3 48+14 135670 426 +45% 23+08 2604 356 +3.8%

Neurons were counted on 3 sections taken at 300pm interval through the full rostrocaudal extension of the SLD. Displayed values are mean (+
sem) of 4 animals in each group of all Fos labelled neurons (Fos+ Total) and FosivGLUT2 double-labelled neurons (Fos/ivGLUT2+) counted on
one or several sections {column n) depending on the rostrocaudal extent of the structures. *P < 0.05 compared to PSC, *P < 0.05 compared to
PSD. CGPn, central gray of the pons; DTg, dorsal tegmental nucleus; KF, Kélliker-Fuse nucleus; LDTg, laterodorsal tegmental nucleus; LPB,
lateral parabrachial nucleus; MPB, medial parabrachial nucleus; PnC, pontine reficular nucleus, caudal part; PnO, pontine reticular nucleus,
oral part; SLD, sublaterodorsal tegmental nucleus.
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Localisation des neurones glutamatergiques activés lors d'une hypersomnie de SP
Cartographie de la localisation des neurones C-FOS+ (points gris) et c-FOS/vglut2+ (points rouges)
chez un animal contréle (PSC), privé de SP pendant 72h (PSD) et un animal ayant réalisé une hyper-
somnie de SP suite a cette méme privation. La localisation rostrocaudale des niveaux est donnée en
mm a partir du bregma (a gauche). Le SLD est entouré en vert.
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CHAPITRE II - localisation des neurones glycinergi-
ques activées lors d’une hypersomnie de SP et
potentiellement impliqués dans la régulation de I’atonie
musculaire : une ¢tude préliminaire

Il est généralement admis que 1’atonie musculaire observée durant le SP résulte d’un tonus
glycinergique sur les motoneurones spinaux et craniens. En effet I’hyperpolarisation spécifique de ces
derniers au cours de cet état est bloquée par I’application de strychnine (antagoniste glycinergique) et les
concentrations extracellulaires en glycine augmentent durant le SP dans la moelle épinicre et le noyau de
I’hypoglosse (Kodama et al., 2003). De plus, des souris modifiées génétiquement présentant une altération
de la transmission GABAergique et glycinergique montrent des mouvements musculaires anormaux durant
ce stade (Brooks and Peever, 2011).

De trés nombreuses études suggerent que la région bulbaire ventrale, en particulier le GiV et le GiA
seraient responsables de cette inhibition. En effet, ils contiennent de nombreux neurones glycinergiques
activés lors d’une hypersomnie de SP, recoivent des projections du SLD (Boissard ef al., 2002) et projettent
densément et de maniére monosynaptique sur les motoneurones spinaux et de I’hypoglosse (Holstege and
Bongers, 1991; Fort et al., 1993; Rampon et al., 1996). De plus, la Iésion du GiV/GiA abolit 1’atonie
musculaire lors du SP (Holmes and Jones, 1994) alors que leur stimulation diminue le tonus musculaire (Lai
and Siegel, 1991). Toutefois, des résultats récents suggérent que cette inhibition glycinergique pourrait
provenir non pas du GiV/GiA mais d’interneurones glycinergiques localisés dans la moelle épinicre elle-
méme (Lu et al., 2006b; Vetrivelan et al., 2009).

Afin de tenter de résoudre la polémique quand a la localisation des neurones glycinergiques
responsables de 1’inhibition des motoneurones au cours du SP, nous avons entrepris de cartographier les
neurones glycinergiques activés lors du SP.

Pour cela, nous avons combiné I’hybridation in situ de glyt2 (transporteur de la glycine, marqueur
spécifique des neurones glycinergiques) avec I’immunohistochimie du marquer c-FOS chez des animaux
controles, privés de SP pendant 72h par la méthode de la piscine et des rats réalisant une hypersomnie de SP
suite a une telle privation. La localisation des neurones glycinergiques activés a été observée au sein des
structures bulbaires mais également au niveau de la moelle épiniére.

Cette étude étant préliminaire, nous avons pour l’instant analysé de manicére quantitative la

localisation des neurones c-FOS/g/y¢2 pour les animaux ayant réalisé une privation et une hypersomnie de SP
mais seulement au niveau bulbaire.
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Résultats

Nombre Durée des
% de SP % de SL % d’Av d’épisodes épisodes
de SP de SP
PSC 8.7+ 24 45.1 £ 5.2 462 + 74 83+ 26 2+ 05
PSD 0.0 £ 0.0 * 287 £ 13 * 713 £ 1.3 * 0+0 * 0+0 *
PSR 36.7 £ 3.0 * # 456 £ 42 # 178 £ 5.0 *,# 21 £ 3.1 *,# 28 £ 05 #

Tableau 1 : Quantification des états de vigilance durant les 150 min avant le sacrifice

PSC, groupe contrdle, PSD, groupe privé de SP pendant 72 h par la technique de la piscine, PSR, groupe ayant
réalisé une hypersomnie de SP suite a cette privation. Les valeurs représentées sont les moyennes + sem (n =
4 dans chaque groupe). une * indique une valeur significative (p<0,05) par rapport au groupe PSC, et # indique
une valeur significative (p<0,05) par rapport au groupe PSD.

Comme présenté dans le Tableau 1, les animaux du groupe PSR présentent une profonde
hypersomnie de SP par rapport aux animaux des groupes PSC et PSD. En effet ils passent 36,7 % de leurs
dernieéres 150 min dans cet état contre respectivement 8,7 % et 0 % pour les animaux PSC et PSD. Cette
augmentation de SP est due a une augmentation du nombre d’épisodes et de la durée des épisodes de SP. A
I’opposé, le groupe PSD présente une totale suppression de SP pendant les 150 dernieres minutes du
protocole. Une diminution des quantités de SL et une augmentation des quantités d’éveil sont également
observées chez ces animaux. Ces données sont en accord avec les données classiquement obtenues avec un

c-FOS+ ¢c-FOS/glyi2 + % doubles/c-FOS
n PSR PSD PSR PSD PSR PSD
DPGi 8 473 £ 18.6 6.5+ 1.6 10.0 + 1.4 2.5+ 1.0 344 £ 113 275 +56
Gi 10 16.0 £ 7.7 13.5 £ 8.9 7.8 £ 2.9 43 £ 1.7 62.9 £ 12,9  25.0 £ 10.8
GiA 4 9.0 + 2.1 48 +£26 53+ 09 30+ 1.6 69.2 + 184 41.5 + 234
Giv 6 43.0 £153 8.8 +26 35.0 +12.2 43 +23 78.1 £10.6 30.2 = 11.9
LPGi 10 126.0 £ 35.0 23.5 + 10.8 80.8 £ 23.7 175 £12.2 61.4 £ 6.0 51.6 £ 224
PCRT 10 20.5 £ 9.6 81.0 + 68.4 48 + 2.1 6.8 £ 5.1 320 £ 104 11.8 £52
Pr 8 7.5 + 3.4 4.5 £ 3.1 25+ 1.9 0.0 £ 0.0 17.5 + 11.8 0.0 = 0.0
RMg 4 28 + 1.8 23 + 1.1 1.0 £ 1.0 03 +£03 125 + 12,5 125 £ 12,5
ROb 5 3.8 £2.1 245 £ 5.9 1.3+£1.3 0.0 £ 0.0 12.5 £ 12.5 0.0 £ 0.0
RPa 5 55+ 2.1 0.0 + 0.0 2.8 + 0.8 0.0 = 0.0 68.8 + 18.8 0.0 = 0.0

Tableau 2 : Nombre de neurones ¢c-FOS+ et ¢-FOS/glyt2+ pour les groupes PSD et PSR

n représente le nombre de demi section compté pour chaque structure. Les valeurs présentées sont la moyenne
+ sem (n=4 dans chaque groupe).

Abréviations : DPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal ; Gi, noyau gigantocellulaire ; GiA, noyau
gigantocellulaire alpha ; GiV, noyau gigantocellulaire ventral ; LPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire
latéral ; PCRt, noyau réticulé parvocellulaire ; Pr, noyau prépositus ; RMg, noyau du raphe magnus ; ROb,
raphe obscurus ; RPa, raphe palidus.

tel protocole.

La Figure 1 illustre la localisation des neurones glycinergiques et non glycinergiques activés lors
d’une privation et d’une hypersomnie de SP et le tableau 2 donne le nombre de neurones c-FOS+, c-
FOS/glyt2+ ainsi que le pourcentage de neurones doublements marqués par rapport au nombre total de
neurones c-FOS+.
Chez les animaux privés, de nombreux neurones ¢c-FOS+ sont retrouvés dans le raphe palidus (RPa) ainsi que
le noyau réticulé paragigantocellulaire latéral (LPGi). Toutefois, aucun neurones c-FOS+ du RPa n’est de
nature glycinergique alors que 50 % de ceux du LPGi expriment glyt2 (Figure 1A et Tableau 2). Ce
pourcentage est toutefois a relativiser puisque de fortes variations sont observées entre les animaux.
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Figure 1: Cartographie de la localisation des neurones c-FOS+ et ¢-FOS/glytT+ aprés privation et hyper-
somnie de SP
Organisation rostrocaudale des coupes pour un animal représentatif du groupe PSD (A) et PSR (B). La locali-
sation antéropostérieure est indiquée en bas a gauche de chaque niveau (en mm par rapport au bregma). Les
points gris représentent les neurones c-FOS+ et les rouges les neurones c-FOS/gly12+.
Abréviations: 4V, 4iéme ventricule ; 7N, nerf facial ; 12N, noyau de I’hypoglosse ; Amb, noyau ambigu ;
DPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal ; Gi, noyau gigantocellulaire ; GiA, noyau gigantocellulaire
alpha ; GiV, noyau gigantocellulaire ventral ; icp, pédoncule cérébelleux inférieur ; IO, olive inférieure ; LPGi,
noyau réticulé paragigantocellulaire latéral ; M Ve, noyau vestibulaire médian ; PCRt, noyau réticulé parvocel-
lulaire ; Pr, noyau prépositus ; py, pyramidal tract ; RMg, noyau du raphe magnus ; RPa, raphe palidus ; sp9,
faisceau trigéminal spinal ; SpVe, noyau vestibulaire spinal.
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En ce qui concerne les animaux ayant réalisé une hypersomnie de SP, de nombreux neurones c-
FOS+ sont retrouvés au niveau du noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal et latéral (DPGi, LPGi), des
noyaux gigantocellulaire ventral (GiV) et alpha (GiA) (Figure 1B et Tableau 2). Ces données, tout comme
celles pour le groupe PSD, sont en accord avec les données de la littérature (Verret et al., 2005; Sapin ef al.,
2009). En ce qui concerne la nature glycinergique ou non de ces cellules, deux grandes populations sont
clairement identifiables : la partie rostro-dorsale semble plutot non glycinergique alors que la partie ventro-
caudale apparait comme majoritairement glycinergique.
En effet, dans le GiV et le LPGi, respectivement 78.1 % et 61.4 % des neurones c-FOS+ sont également
glyt2+. Au contraire, si ’on considére le noyau du DPGi, ce pourcentage tombe a 34% (Tableau 2). La
Figure 2 illustre bien cette dichotomie entre les neurones non-glycinergiques du DPGi et ceux
glycinergiques du GiV.

Figure 3 : Caractérisation glycinergique des neurones c-FOS+ au niveau du GiV, du LPGi et du DPGi
chez un animal PSR.

Les rectangles en A et D correspondent aux zones agrandies dans les photos B, C et E. Les fléches noires
indiquent des neurones doublement marqués. Les tétes de fleches simples et doubles montrent respectivement
des neurones c-FOS+ et glyt2+. Barres d'échelle : 400 ym en A et D, 100 pm en B, C et E. Abréviations: 4V,
4ieéme ventricule ; DPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal ; Gi, noyau gigantocellulaire ; GiV, noyau
gigantocellulaire ventral ; 10, olive inférieure ; LPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire latéral ; PCRt,
noyau réticulé parvocellulaire ; Pr, noyau prépositus ; py, pyramidal tract.

En ce qui concerne le marquage au niveau de la moelle épiniére, nous n’avons pas réalisé d’étude
exhaustive de la localisation des neurones c-FOS+ et c-FOS/glyt2+. En effet, la qualité des marquages
obtenus sur les moelles épinieres n’était pas suffisante pour permettre une analyse fiable et représentative de
la réalité physiologique. En particulier, le marquage immunohistochimique du c-FOS ne révélait pas
suffisamment de neurones lorsqu’il était couplé a 1’hybridation in-situ par rapport au nombre marqués lors
d’une immunohistochimie classique.

Comme illustré en Figure 3, la moelle épini¢ére contient des neurones c-FOS+ aprés hypersomnie de SP.
Toutes les photos présentées dans cette figure sont tirées du méme animal. Elles ont été prises au niveau des
vertebres cervicales. Sur la série du haut, les neurones c-FOS+ ne sont pas glycinergiques, alors que sue la
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série du bas, on voit nettement 3 neurones c-FOS/glyr2+. Ces résultats montrent donc que I’on peut observer
des neurones glycinergiques activés lors d’une hypersomnie de SP. Toutefois, la majorité des neurones de la
moelle épiniére c-FOS+ aprés hypersomnie ne semblent pas étre glycinergiques.

Figure 3 : Présence de neurones c-FOS/glyt2+ au niveau dans la moelle épini¢re des animaux PSR.

Les rectangles en A et D correspondent aux zones agrandies dans les photos B, C et E. Les fleches noires
indiquent des neurones doublement marqués. Les tétes de fleches simples et doubles montrent respectivement
des neurones c-FOS+ et glyt2+. Barres d'échelle : 400 um en A et D, 100 pum en B, C et E. Abréviations: cu,
tractus cunéiforme.

Discussion

Ces données préliminaires sont donc a prendre avec précaution. En effet, les animaux du groupe

contrdle n’ont pour I’instant pas été analysés, ce qui empeche toute conclusion définitive. Toutefois, les
nombreuses études déja publiées et utilisant le méme protocole ont montré que, chez les animaux contrdles,
peu de neurones c-FOS+ sont retrouvés au niveau bulbaire (Verret et al., 2005; Sapin et al., 2009). Par
conséquent, nous nous attendons a un nombre limité de neurones c-FOS/gly#2+ chez le groupe PSC ce qui ne
devrait donc pas modifier les enseignements tirés de cette étude.
Ces données indiquent donc que seuls les animaux ayant réalisés une profonde hypersomnie de SP présentent
une forte activation de certaines populations glycinergiques localisées au niveau du bulbe postérieur, en
particulier au sein du GiV et du LPGi. De plus, dans ces noyaux, et dans le GiA dans une moindre mesure, la
grande majorité des neurones actifs durant I’hypersomnie de SP est de nature glycinergique. Ces donnés sont
en accord avec celles de Morales et al. qui ont montré que 40 % des neurones glycinergiques du GiV/GiA
ainsi que du LPGi sont c-FOS+ lors de ’induction de SP par I’application de carbachol dans le SLD
(Morales et al., 2006). Enfin, méme s’ils demandent a étre confirmés, les résultats obtenus au niveau de la
moelle épinic¢re suggerent qu’il n’y a que peu de neurones glycinergiques activés apreés hypersomnie de SP
dans cette région.
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A la lumicre des données de la littérature, nos résultats semblent confirmer que 1’inhibition des
motoneurones lors des phases de SP est due a des neurones glycinergiques localisés au sein du GiV et du
GiA et non a des pré-motoneurones de la moelle épini¢re. De plus, en accord avec cette hypothese, il a été
montré que les neurones SP-on du SLD projettent bien sur le GiV mais pas sur la moelle épiniére. Les
neurones du SLD afférents a cette dernic¢re ont en effet une activité unitaire non corrélée au SP (Sakai ef al.,
1981).

La comparaison de ces résultats avec ceux obtenus par Sapin et al. suggére en réalité que ces
neurones ne seraient pas exclusivement glycinergiques mais qu’ils contiendraient également le GABA. En
effet, Sapin et al. ont rapporté que suite a ce méme protocole, 87 % et 70 % des neurones c-FOS+ du GiV et
du LPGi expriment gad67, enzyme de synthése du GABA (Sapin et al., 2009). Par conséquent, il apparait
clairement qu’une majorité des neurones du GiV et du LPGi activés lors du SP est de nature GABAergique
et glycinergique.

En ce qui concerne le DPGi, Sapin et al. ont rapporté une distinction entre la partie rostrale, dont les
neurones c-FOS+ sont non-GABAergique, et la partie caudale, GABAergique. Dans nos résultats, nous
n’avons pas fait de distinction entre ces deux sous structures. Toutefois, la Figure 1 semble montrer que la
partie rostrale est complétement non-glycinergique alors que la partie caudale peut contenir quelques rares
neurones c-FOS+ glycinergiques. Ces données nous amenent donc a la conclusion que les neurones du DPGi
caudal activés lors du SP seraient en majorit¢ GABAergiques/non-glycinergiques alors que ceux de la partie
rostrale sont non-GABAergiques/non-glycinergiques. Cette hypotheése est d’ailleurs en accord avec des
observations personnelles montrant que la majorit¢ de ces neurones sont de nature glutamatergiques
puisqu’ils expriment vglut2, transporteur vésiculaire du glutamate. Cette conclusion est également en accord
avec le fait que le raphé dorsal (DR) et le locus coeruleus (LC), inhibés pendant le SP par le DPGi
(Gervasoni et al., 2000; Verret et al., 2006), voient leurs concentration extracellulaire en GABA augmenter
alors que celles en glycine restent constantes (Nitz and Siegel, 1997a; Nitz and Siegel, 1997b).

Toutefois, ces données sont a prendre avec précautions puisqu’il ne s’agit que d’une étude
préliminaire, surtout en ce qui concerne les données sur la moelle épiniére.
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CHAPITRE III — Implication de Daire latérale de
P’hypothalamus dans la régulation du SP via ses

projections sur les neurones GABAergiques SP-off de la
VLPAG/dDpMe

Les neurones glutamatergiques du SLD sont généralement considérés comme responsables de la
mise en place du SP. En effet, ils projettent sur les neurones glycinergiques du GiV responsables de
I’inhibition des motoneurones durant le SP, mais également sur les noyaux intralaminaires du thalamus qui
participent a I’activation corticale observée lors du SP (Boissard et al., 2002). En dehors du SP, le SLD serait
maintenu inactif par des neurones GABAergiques localisés a la limite de la VLPAG et du DpMe (Boissard et
al., 2003) dont I’inhibition ou la lésion provoque une augmentation importante des quantités de SP (Sastre et
al., 1996; Crochet et al., 2006; Lu et al., 2006b; Sapin et al., 2009). Par conséquent, si I’on veut mieux
comprendre les mécanismes de régulation du SP, une meilleure connaissance du contrdle de Ia
VLPAG/dDpMe (le dDpMe étant la partie dorsale du DpMe, accolé a la VLPAG) est nécessaire.

Récemment, il a été proposé que cette structure serait sous le contrdle de neurones GABAergiques
localisés au sein du SLD lui méme (Lu et al., 2006b). Toutefois, cette hypothése n’est pas en accord avec les
résultats du laboratoire montrant que les neurones activés lors d’une hypersomnie de SP ne sont pas de
nature GABAergiques (Sapin et al., 2009). En outre, nous avons démontré au cours de cette these que la
quasi-totalité de ces neurones (85 %) est en fait de nature glutamatergique (voir Chapitre I). De plus, il a été
rapporté que ’inactivation des neurones GABAergiques du SLD par application locale d’oligonucléotides
anti-sens dirigés le gene gad (enzyme de synthése du GABA) diminue les quantités d’éveil et augmente
celles de SP (Xi et al., 1999), soit un effet diamétralement opposé aux prévisions de ce modéle.

Par conséquent, et dans le but de clore cette question en suspend, nous avons choisi de réaliser une
cartographie exhaustive de toutes les afférences a la VLPAG/dDpMe activées lors d’une privation ou d’une
hypersomnie de SP. Cette cartographie a été réalisée a 1’aide d’un traceur rétrograde (la CTb) injecté dans la
VLPAG/dDpMe et d’un marqueur d’activation neuronale (le c-FOS). Les conditions de privation et
d’hypersomnie de SP ont été obtenues a I’aide de la méthode de la piscine.

Cette premiére partie a permis de révéler que 1’afférence majeure a la VLPAG/dDpMe activée lors
d’une hypersomnie de SP n’est autre que la LH, région déja connue pour son implication dans I’homéostasie
du SP (Verret et al., 2003). Afin de confirmer ces résultats neuroanatomiques, nous avons choisi de les
vérifier a ’aide d’injections intratissulaires dans la LH permettant ainsi une modulation de son activité. Nous
avons alors analysé les effets sur le cycle veille-sommeil mais aussi sur 1’activation de certaines populations
neuronales controlant les états de vigilance, notamment la VLPAG/dDpMe.
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ABSTRACT

A large body of data indicates that the ventrolateral part of the periaqueductal gray (VLPAG) and the
dorsal deep mesencephalic nucleus (dDpMe), just ventral to it, contain GABAergic neurons inhibiting
paradoxical (REM) sleep (PS) onset by means of their projection to the glutamatergic PS-on neurons of the
SLD. To pursue the identification of mechanisms controlling PS, it was therefore crucial to identify the
neuronal populations responsible for the cessation of activity of the VLPAG/dDpMe GABAergic PS-off
neurons at the onset and during PS. For that purpose, we combined in rats c-FOS and retrograde labeling
after CTD injection in the VLPAG/dDpMe and selective PS deprivation and recovery. We found out that the
lateral hypothalamus contained the largest number of c-FOS-labeled neurons projecting to the
VLPAG/dDpMe after PS hypersomnia. We further demonstrated that 44 % of these neurons contain MCH.
We then showed that inactivation of the lateral hypothalamus by bilateral injection of muscimol or clonidine
induced a strong decrease in PS quantities and an activation of VLPAG/dDpMe GABAergic neurons
projecting to the SLD. Altogether, these and previous results suggest for the first time that MCH and
GABAergic PS-on neurons located in the lateral hypothalamus constitute the primary generator of PS.

INTRODUCTION

Paradoxical sleep (PS), also called rapid eye movement sleep (REM sleep), is characterized by rapid
eye movements, cortical activation and muscle atonia. A large body of data indicates that a small core of
glutamatergic neurons specifically active during PS (PS-on) located in the pontine sublaterodorsal tegmental
nucleus (SLD) generates PS (Sakai and Koyama, 1996; Boissard et al., 2002; Lu ef al., 2006b; Clément et
al., 2011). It has been further shown that blockade of GABA receptors in the SLD by bicuculline is sufficient
to induce the activation of SLD PS-on neurons and the state of PS (Boissard et al., 2002) suggesting that the
removal of a tonic GABAergic input on SLD PS-on neurons is necessary and sufficient to activate them. It
has been then shown that most GABAergic neurons projecting to the SLD are localized in the ventrolateral
part of the periaqueductal gray (VLPAG) and the dorsal part of the deep mesencephalic reticular nuclei
(dDpMe) (Boissard et al., 2003; Lu et al., 2006b). Then, it has been demonstrated that this region is the only
brainstem region containing GABAergic neurons activated during PS deprivation by the flower pot method
(Sapin et al., 2009). Finally, it was established that inactivation of the VLPAG/dDpMe region by muscimol
application or its neurochemical lesion are followed by a strong increase in PS quantities (Crochet et al.,
2006; Lu et al., 2006b; Sapin et al., 2009). From all these results, it has been proposed that the inactivity
during waking and SWS of SLD PS-on neurons is due to their tonic inhibition by PS-off GABAergic
neurons located in the VLPAG/dDpMe region. The mechanisms responsible for the inactivation of these
neurons at the onset and during PS remain to be identified. Based on our demonstration that the VLPAG
region also contains a large number of GABAergic neurons activated during PS hypersomnia, we proposed
that these putative PS-on neurons could be responsible of the inactivation of the closely located PS-off
GABAergic neurons. We also hypothesized that MCH/GABAergic neurons located in the posterior
hypothalamus, specifically active during PS and projecting to the VLPAG/dDpMe region (Bittencourt ef al.,
1992; Hassani et al., 2009; Hassani et al., 2010) could also be responsible for the inhibition of the
GABAergic PS-off neurons (Fort et al., 2009; Luppi et al., 2011). Based on a functional neuroanatomical
study, it has been alternatively suggested that a mutually inhibitory interaction between GABAergic SLD
PS-on and the GABAergic VLPAG/dDpMe PS-off neurons constitutes a brainstem flip—flop switch
controlling PS onset and maintenance (Lu ef al., 2006b).

In an attempt to test these hypotheses, we decided to exhaustively map in rats the afferents to the
VLPAG/dDpMe activated after either a selective PS-deprivation (PSD) or a PS hypersomnia (PSR)
following such a deprivation. Retrograde labeling was obtained by injection of the retrograde tracer cholera
toxin b-subunit (CTb) into the VLPAG/dDpMe and combined with c-FOS immunostaining as a marker of
neuronal activation. We found out that the lateral hypothalamus (LH) is the structure containing the greatest
number of neurons activated during PS hypersomnia projecting to the VLPAG/dDpMe. To verify whether
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such neurons could be responsible for the inhibition of VLPAG/dDpMe neurons at the onset and during PS,
we then determined the effect of pharmacological inactivation of LH neurons on PS and on the activation of
VLPAG/dDpMe GABAergic neurons.

RESULTS
Modification of sleep quantities by the inverted flower pot method

We used the well characterized and reproducible inverted flower pot method to modulate PS
quantities in rats (Maloney et al., 1999; 2000; 2002; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Verret et al.,
2006; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011). During the last 150 min
before sacrifice, PS quantities were significantly higher in PSR (47.33 + 4.84 %) than in PSC (12.18 + 2.05
%, p = 0.0209) and PSD (0.23 = 0.17 %, p = 0.0209) animals. PS quantities were also significantly reduced
in PSD rats compared to PSC (p = 0.0209) animals. In PSD animals, the reduction in PS was associated with
a significant reduction in SWS compared to control (32.6 + 4.89 % vs 53.23 = 4.15 %, p = 0.0433) and a
significant increase in WK (67.15 £ 4.87 % vs 34.58 + 5.35 %, p = 0.0209). In PSR group, SWS was also
decreased compared to PSC animals (33.95 + 2.03 % vs 53.23 = 4.15 %, p = 0.0209) but did not differ from
PSD ones (32.6 £ 4.89 %, p > 0.9999). The increase of PS-duration in PSR rats results from an increase in
the duration of PS episodes compared to control (3,4 £ 0.41 min vs 1,5 £ 0.19 min, p = 0.0209), whereas the
dramatic reduction in PS quantities observed in PSD animals was due to a reduction in both the number (1.25
+0.75 vs 12.75 £ 2.87 for PSC, p = 0.0209) and the duration (0,13 £ 0.08 min vs 1,5 + 0.19 min for PSC, p =
0.0209) of PS episodes.

Afferents to the VLPAG/dDpMe activated during PS recovery

The retrograde tracer CTb (Luppi et al., 1988) was iontophoretically injected at the border between
the VLPAG and the dDpMe (Figure 1A). We then combined the immunodetection of CTb with that of c-
FOS in order to reveal the afferents activated by the PS-deprivation/recovery procedure (Table 1). The
localization of ¢-FOS immunoreactive (c-FOS+) neurons in PSC, PSD and PSR animals was similar with our
previously published data (Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Verret et al., 2006; Leger et al., 2009;
Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011). The distribution of retrogradely labeled neurons
was in line with previous studies of the afferents of the VLPAG/dDpMe region. A large number of CTb-
labeled neurons was observed in the bed nucleus of the stria terminalis (BST), the central nucleus of the
amygdala (Ce), the lateral hypothalamic area (LH), the zona incerta (Z1), the periaqueductal gray (PAG), the
superior colliculus (SC), the DpMe and the nucleus pontis oralis (PnO).

The presence of numerous c-FOS+ neurons within the CTb injection site in PSD animals confirmed
that the GABAergic PS-off neurons were effectively targeted (Figure 1A).

A large number of CTb/c-FOS double-labeled cells (CTb/c-FOS+) was seen only in PSR animals.
Most of these cells were localized in the posterior part of the hypothalamus and the PAG (Table 1). The LH
(55.8 £4) and to a minor extent the ZI (27.5 + 5.8) contained a large number of CTb/c-FOS+ double-labeled
cells compared to PSD and PSC animals (p < 0.05 for each paired comparison). The posterior hypothalamic
area contained a substantial number of double-labeled neurons compared to the PSC group (PH, 12.5 +£ 2.8
vs 3.3 £ 0.3, p = 0.02). In the LH and ZI, ipsilaterally to the injection site, the double-labeled neurons
accounted respectively for 13 % and 7 % of the total number of CTb+ labeled neurons. The rostromedial
(RMPAG), dorsomedial (DMPAG) and to a minor extent dorsolateral (DLPAG) contained a large number of
double-labeled cells in PSR animals compared to the PSC and PSD groups (p < 0.05 for all paired
comparison). To be noted, the number of CTb/c-FOS+ cells in the DMPAG was significantly smaller in PSD
animals compared to PSC ones (2.3 £0.9 vs 4.8 £ 0.5, p = 0.433).

Interestingly, the LPAG contained a large number of double-labeled cells compared to PSC animals
both in PSD and PSR animals (19.3 + 2.5 and 21.8 £ 2.5 respectively vs 5 + 1.5, p < 0.05). Finally, the
VLPAG contained a large and a substantial number of double-labeled cells in PSR and PSD animals
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respectively compared to the PSC ones (p < 0.05 for all paired comparison). The percentage of CTb/c-FOS+
versus the total number of CTb+ neurons in PSR animals was of 12, 18, 13, 8 and 6 % in the RMPAG,
DMPAG, DLPAG, LPAG and VLPAG, respectively. A substantial number of double-labeled neurons was
also seen in the DpMe in PSR animals compared to PSC ones (14.3 = 5.1 vs 0.8 £ 0.8, p = 0.02). Finally, a
small number of double-labeled cells but significantly above PSD and PSC animals was seen in PSR animals
in the dorsal paragigantocellular reticular nucleus (DPGi) and to a minor extent the caudal (PnC) and oral
(PnO) pontine reticular nuclei and the gigantocellular reticular nucleus (Gi) (p<0.05 for all paired
comparison). Interestingly, the percentage of CTb/c-FOS+ double-labeled cells over the total number of
CTb+ cells climbed to 60 % in the DPGi.

Importantly, three structures previously involved in PS control (review in (Luppi et al., 2006), the
lateral preoptic area (including the extended ventrolateral preoptic area), the SLD and the laterodorsal
tegmental nucleus (LDTg) did not display double-labeled cells in PSR animals although they all contained a
substantial number of singly CTb+ and singly c-FOS+ neurons (Figure 1C,F, Table 1).

Contribution of the MCH neurons to the LH VLPAG/dDpMe pathway

Since LH MCH neurons (Bittencourt et al., 1992) are known to play a key role in PS control (Verret
et al., 2003; Fort et al., 2009; Saper et al., 2010), we determined their contribution to the innervation of
VLPAG/dDpMe by means of a triple-labeling combining immunofluorescent detection of MCH and CTb
and DAB immunostaining of c-FOS (Figure 1D). We observed a substantial number of triple-labeled cells
only within the LH (Figure 1E). They constituted 44 % of the total number of CTb/c-FOS+ double-labeled
cells.

Local Pharmacology in the LH

Our tract tracing analysis (see above) clearly showed that the LH contained by far the largest number
of neurons activated during PS hypersomnia and projecting to the VLPAG/dDpMe. These neurons could
therefore play a key role in PS control by means of the inhibition at the onset and during PS of the PS-off
neurons located in the VLPAG/dDpMe. To test this hypothesis, we determined the effect on sleep of
muscimol (GABA, agonist) or clonidine (alpha 2 agonist) injections in the LH by means of bilaterally
inserted cannula. We then confirmed for the 8 animals used in the study that the injections were localized in
the LH (Figure 2 A, B).

Muscimol injection in LH induces a SWS-like state and inhibits PS

Muscimol injection in the LH induced a significant increase in SWS quantities during 16 h (Figure
4A-C). This increase was associated with a decrease of wake quantities (data not illustrated) and was mainly
due to an increase in the duration and the number of SWS episodes (Figure 4D,E). During the first six hours
following the application of muscimol in the LH, the animals spent more than 80 % of their time in SWS and
PS was nearly absent (Figure 4B). PS latency was indeed of 389.7 + 14.8 min after muscimol injection
compared to 67.5 = 7.1 min for Nacl (p = 0.01). In contrast, SWS latency was not affected (9.7 = 2.5 min vs
8.2 = 1.5 min, p = 0.67) (Figure 4F).

Importantly, power spectrum analysis of the EEG during SWS for the second and third hours after
muscimol injections showed that delta power doubled (p = 0.02) and the peak of delta was significantly
lowered compared to control SWS (2.5 + 0.1 Hz versus 2.9 + 0.1 Hz, p = 0.02) (Figure 3). Conversely,
power of all the other frequency bands was significantly reduced compared to NaCl (theta, sigma, beta and
gamma, p < 0.05). In addition, the EMG displayed a low tonic EMG activity similar to that seen in control
condition but with the occurrence of muscle twitches. Despite these phasic movements, rats remained in a
typical sleeping position (lying curled up on one side) and their eyes were closed.

After 6h, PS episodes reappeared progressively (Figure 4) and the amount of PS increased above control
between 9 and 16 h after muscimol injection (Figure 4) allowing the animals to recover the PS quantities lost
during the first six hours as reflected by PS quantities cumulated values at 16 h (94.3 = 5.1 min vs 92.9 + 7.4
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min, p = 0.4838) (Figure 4C). The increase in PS quantities was due to an increase in the number and
duration of PS episodes (Figure 4D,E).

Clonidine application in the LH selectively inhibits PS

It has been shown that MCH neurons express alpha 2 adrenergic inhibitory receptors whereas
hypocretin neurons express alphal adrenergic excitatory receptors (van den Pol et al., 2004; Bayer et al.,
2005; Grivel et al., 2005; Modirrousta et al., 2005). Therefore, in an attempt to determine the effect on PS of
the inhibition of the MCH neurons without a simultaneous silencing of the hypocretin neurons, we injected
clonidine (a specific alpha 2 antagonist) in the LH. During the first 2 h after clonidine injection, PS quantities
were decreased compared to Nacl (3 £ 0.9 min Vs 6.1 + 1.4 min, p = 0.0173). The decrease was due to a
reduction in the number of PS episodes (3.5 = 1.1 vs 6.6 = 1.2, p = 0.0357) and not of their duration (0,7 £
0.2 min vs 0,9 = 0.2 min, p = 0.3270) (Figure 4G). Although SWS latency was decreased by 46.5 % (from
8.2 £ 1.5 min to 4.4 = 1.2 min, p = 0.0251), PS latency was increased by 53.5 % (from 67.5 £ 7.1 min to
103.6 + 9.5 min, p = 0.01) (Figure 4F). WK and SWS quantities were not significantly altered by clonidine
injection within the LH (data not shown).

Effect of muscimol injection in the LH on c-FOS labeling

To determine whether muscimol injection in the LH induced a local inhibition, we counted the
number of hypocretin (HCRT) and MCH neurons expressing c-FOS in animals perfused three hours after
muscimol (n=4) or NaCl (n=4) injections. As shown in Figure 2C-E, the injections of muscimol inside the
LH induced a significant 60 % reduction in the number of HCRT neurons expressing c-FOS compared to
NaCl (p = 0.02). The number of MCH/c-FOS+ neurons already low following NaCl was slightly but not
significantly reduced after muscimol injection (p = 0.47).

In addition, cortices of muscimol treated rats display only a small number of ¢-FOS labeled neurons in line
with previous studies of ¢-FOS labeling after a long period of sleep. The number of ¢c-FOS labeled neurons
was inferior in muscimol than in NaCl injected rats.

Then, to determine whether the suppression of PS by muscimol application in the LH was due to an
increased activation of VLPAG/dDpMe GABAergic neurons, we analyzed the number of VLPAG/dDpMe
neurons expressing gad67 mRNA and immunostained for c-FOS in muscimol and NaCl injected rats. As
illustrated in Figure SA-D, the number of ¢-FOS/gad67+ double-stained neurons was 3.7 times higher in
VLPAG (p = 0.02) and 8.2 times higher in dDpMe (p = 0.02) after muscimol than after NaCl injection.
These neurons represented 75 % of the total number of c-FOS+ neurons.

Two rats subjected to muscimol injection in the VLPAG/dDpMe region had also received a CTb injection in
the SLD (Figure 7E). As already reported (Boissard et al., 2003), many CTb labeled neurons were observed
in the VLPAG/dDpMe area. Among all of these CTb labeled neurons, many also express c-FOS (Figure 7F).

DISCUSSION

This study provides for the first time an exhaustive analysis of the VLPAG/dDpMe afferents
activated after a selective PS deprivation and hypersomnia. It reveals that even if VLPAG/dDpMe receives
projections from many parts of the brain, only a few are activated following a profound PS hypersomnia. We
found out that the LH is the main structure containing activated neurons during PS that project to
VLPAG/dDpMe. MCH neurons account for about 45 % of this activated projection. Muscimol inhibition of
LH induced a total suppression of PS and a strong activation of VLPAG/dDpMe GABAergic neurons that
project to the SLD.

Methodological consideration
In order to map activated neurons, we used ¢c-FOS as a maker of neuronal activation since even if it
is not a perfect marker (Kovacs, 2008), it is still the best available to extensively map activated neurons.
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Further, during the last 15 years, c-FOS has been extensively used by our and other groups to explore the
sleep/wake neuronal network (Sherin et al., 1996; Maloney et al., 1999; 2000; Boissard et al., 2002;
Maloney et al., 2002; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu et al., 2006b; Verret et al., 2006; Leger et
al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011), and in several structures containing c-
FOS+ neurons after PSR condition, electrophysiological recordings revealed the presence of PS-on neurons
(Koyama ef al., 2003; Luppi et al., 2004; Goutagny et al., 2005; Goutagny et al., 2008; Hassani et al., 2009;
Hassani et al., 2010). Similarly, the ventrolateral nucleus of the preoptic area (VLPO) which contains a large
number of c-FOS+ neurons following a SWS-hypersomnia (Sherin et al., 1996) was shown to contain SWS-
on neurons (Szymusiak et al., 1998).

Role of the MCH and GABAergic lateral hypothalamic neurons in the inactivation of VLPAG/dDpMe
GABAergic PS-off neurons during PS

We show here that after PS hypersomnia, the LH, ZI and to a minor extent the PH contained the
largest number of c-FOS/CTb double-labeled cells in animals with a CTb injection in the VLPAG/dDpMe.
We further showed that 44 % of these neurons express MCH. We previously showed that 76 % and more
than 90 % of the neurons expressing c-FOS after PS-hypersomnia in the LH and ZI respectively, also express
gad67 (enzyme of synthesis of GABA) mRNA (Sapin et al., 2010). We also reported that one third of these
neurons co-express MCH (Sapin et al., 2010). A large number of MCH immunoreactive fibers and MCH
receptor 1 have been observed in the VLPAG/dDpMe region (Bittencourt et al., 1992; Hervieu et al., 2000).
Further, electrophysiological recordings coupled with juxtacellular labeling revealed that approximately half
of the LH PS-on neurons express the vesicular GABA transporter (vGAT) and the other half MCH (Hassani
et al., 2009; Hassani et al., 2010). Interestingly, it was also shown that PS-on GABAergic neurons of the LH
start to increase their activity before PS-onset while in contrast MCH PS-on neurons just start at PS-onset
(Hassani et al., 2009; Hassani et al., 2010). These results indicate that MCH neurons co-express GAD67 but
not vGAT and therefore synthesize GABA without having the possibility to release it by means of synaptic
vesicles. MCH neurons are nevertheless rather inhibitory neurons since MCH has been shown to be
primarily an inhibitory peptide (Gao and van den Pol, 2001). More importantly, from the present and
previous data, it can be concluded that PS-on neurons of the LH and ZI strongly project to the
VLPAG/dDpMe and are divided in two populations of equal weight containing GABA or MCH.

To determine the function in PS control of this pathway, we attempted to inactivate all LH neurons
with muscimol or only those bearing alpha-2 adrenergic receptors using clonidine. We found out that
muscimol and to a lesser degree clonidine bilateral injections in the LH induce a decrease in PS quantities.
Further, both drugs induced an increase in PS latency and only clonidine decreased SWS latencies while
muscimol also induced a long lasting increase in SWS quantities. Our results are in line with a previous
study in cats which reported a strong SWS-hypersomnia with a total suppression of PS after muscimol
injection in the LH (Sakai et al., 1990). These and our results strongly support the hypothesis that MCH and
GABAergic PS-on neurons projecting to the VLPAG/dDpMe region play a key role in PS onset and
maintenance. We further showed that muscimol injections in the LH induced a strong increase in the number
of ¢c-FOS/gad67+ and c-FOS/CTb+ double-labeled neurons in the VLPAG/dDpMe region in animals with
CTb injections in the SLD. We previously showed that the VLPAG/dDpMe region is the only brainstem
region containing a large number of c-FOS/GADG67+ neurons after PS deprivation (Sapin ef al., 2009). We
also showed that it contains a population of GAD67 neurons projecting to the SLD (Boissard et al., 2003; Lu
et al., 2006b) which itself contain the glutamatergic PS-on neurons generating PS (Clement et al., 2011).
Finally, it was shown in rats and cats that inactivation of the VLPAG/dDpMe region induces a strong
increase in PS quantities (Sastre et al., 1996; Crochet et al., 2006; Sapin et al., 2009). Taken together, these
and our present result strongly suggest that GABAergic and MCH neurons of the LH are in ideal position to
induce PS by their direct inhibition of VLPAG/dDpMe PS-off GABAergic neurons. Since their inhibition
abolishes PS, it can be proposed that they constitute the main generator of PS. However, this concept is not
in line with the classical hypothesis that the brainstem is necessary and sufficient to generate PS since it is
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still present after the removal of the forebrain. It is also not fitting with studies showing that lesions of the
posterior hypothalamus do not induce a long lasting decrease in PS quantities (Sallanon et al., 1989). To
reconcile these results and as illustrated in Figure 6, we propose that the GABA and MCH neurons of the
lateral hypothalamus constitute the primary generator of PS in intact animals but that a second generator
normally slaved to the hypothalamic one is present in the brainstem. In animals with an ablation of the
hypothalamic generator, the brainstem generator would still be able to generate PS. Based on our and other
previous studies, we propose that the brainstem generator is either located in the PAG or the SLD.

Role of other structures in the control of VLPAG/dDpMe GABAergic PS-off neurons

In addition to the LH and ZI, the dorsal and dorsolateral PAG also contain a large number of c-
FOS/CTb double-labeled neurons specifically in PSR rats, while the lateral and ventrolateral PAG contained
such cells both in PSD and PSR animals. We previously showed that 50 % of the VLPAG ¢-FOS labeled
neurons in PSR animals expressed gad67 and are therefore GABAergic. In contrast, the great majority of the
¢c-FOS labeled neurons located in LPAG, DLPAG and DMPAG in PSD and PSR animals did not express
gad67 (Sapin et al., 2009) and based on vGlut2 in situ hybridization combined with c-FOS
immunohistochemistry (Sherin et al., 1996; Maloney et al., 1999; 2000; Boissard et al., 2002; Maloney et
al., 2002; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu et al., 2006b; Verret et al., 2006; Leger et al., 2009;
Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011) could be glutamatergic (unpublished results).
Altogether, these results indicate that glutamatergic and GABAergic PS-off and PS-on neurons located in the
different subdivisions of the PAG might control the activity of PS-off GABAergic neurons of the
VLPAG/dDpMe. They more generally confirm as proposed previously that since the PAG contains both PS-
off and PS-on neurons with probably reciprocal interconnections, it constitutes without a doubt a key
brainstem structure for PS control and could be the slaved brainstem generator mentioned above. Additional
studies are now necessary to test this hypothesis and decipher the function of each of the subpopulations of
neurons revealed.

Importantly, we also found that although the structure known to generate PS, the SLD, contains CTb
labeled neurons, they were not c-FOS+ in PSR animals. These results strongly suggest that SLD neurons
projecting to the VLPAG/dDpMe region are not PS-on neurons. Our results are at variance with those of Lu
et al. (2006) demonstrating that a large proportion of the SLD neurons projecting to the VLPAG/dDpMe
region are c-FOS+ after PS hypersomnia and are GABAergic. We also previously failed to confirm that SLD
c-FOS+ neurons labeled after PS hypersomnia are GABAergic (Sapin et al., 2009). In contrast, we found that
most of them are glutamatergic (Sherin et al., 1996; Maloney et al., 1999; 2000; Boissard et al., 2002;
Maloney et al., 2002; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005; Lu et al., 2006b; Verret et al., 2006; Leger et
al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011). The reasons for the discrepancies
between our and Lu et al. study are not clear. It can be due to the fact that the PS hypersomnia was not
induced by the same method and was much stronger in our study. In addition, they did not examine c-FOS
expression in control animals (Lu ef al., 2006b; Vetrivelan ef al., 2009) and we therefore cannot rule out that
the c-FOS-labeled neurons they observed after PS hypersomnia would not have been labeled in basal
condition.

Also at variance with Lu et al. (2006), we did not find CTb/c-FOS labeled neurons in LPO including
the extended ventrolateral preoptic area although both c-FOS and CTb singly labeled neurons were present in
this structure. Our results are therefore not in favor of a control of PS-off GABAergic neurons of the
VLPAG/dDpMe by PS-on GABAergic neurons of the extended VLPO. Finally, we also reported a large
number of CTb+/c-FOS- neurons in the central amygdala and the lateral bed nucleus of the stria terminalis
after CTD injection in the VLPAG/dDpMe region. This pathway putatively GABAergic (Ni et al., 1995; Jia
et al., 1997; Hisano et al., 2000; Herzog et al., 2001; Jia et al., 2005) could play a role in the induction of
cataplexy in narcoleptics since these two nuclei have been involved in emotion processing. Indeed,
cataplectic episodes are triggered by a positive emotion in the absence of hypocretin transmission (Scammell
et al., 2009). It is therefore possible that the descending pathway from the central amygdala and the lateral
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bed nucleus of the stria terminalis is GABAergic and terminate on the GABAergic PS-off neurons of the
VLPAG/dDpMe. In healthy individual, its activation by positive emotion would lead to the inhibition of the
PS-off GABAergic neurons of the VLPAG/dDpMe but cataplexy would be prevented because hypocretin
neurons would at the same time excite the VLPAG/dDpMe PS-off neurons and more generally the motor
system.

Neurons responsible for the induction of SWS by muscimol application in the lateral hypothalamic
area

We report here that muscimol inhibition of LH induces a permanent SWS state. Induction of SWS by
muscimol application in the LH was already reported in cats (Sakai et al., 1990). In addition to this early
study, we interestingly show here that the EEG during the effect is characterized by a significant increase in
delta power and a decrease in sigma and theta power compared to control SWS. These results indicate that
neurons located in the LH specifically inhibit cortical delta oscillations and therefore likely play a crucial
role in cortical activation during W. This region is very heterogeneous and contains a large number of c-FOS
labeled cells after a period of W, some of which have been shown to contain hypocretin (Estabrooke et al.,
2001). Further, ICV injection of hypocretin (Piper et al., 2000) and optogenetic stimulation of Hrct neurons
(Adamantidis et al., 2007) both induce W whereas acute optogenetic inhibition of HCRT neurons induces
SWS (Tsunematsu et al., 2011). Therefore, inhibition of the hypocretin neurons located in the LH could be
responsible for the induction of SWS observed. However, other types of uncharacterized W-active neurons
could also be involved.

In summary, our results indicate that in intact animals, the activation of neurons located in the lateral
hypothalamus is a necessary step to trigger PS. The present and previous results further indicate that these
neurons likely use MCH and GABA as neurotransmitters and control PS onset and maintenance by means of
inhibitory projections to VLPAG/dDpMe PS-off neurons.

MATERIALS AND METHODS

All experiments were conducted in accordance to the French and European Community guidelines
for the use of research animals and approved by the institutional animal care and use committee of the
University of Lyon 1. Sprague-Dawley male rats were housed individually in recording barrels under a
constant 12 h light-dark cycle (light on at 08:00). Room temperature was maintained at 21 + 1°C, and
standard rodent food and water were available ad libitum throughout the experiment.

Surgery
CTb injection

As previously described (Boissard et al., 2002; Boissard et al., 2003; Verret et al., 2006), rats (290-
300g, Charles River, France) received an injection CTb inside the VLPAG/dDpMe (n=12) or the SLD (n=2).
Rats were anesthetized with a Ketamin/Xylazin mix (100 mgkg' and 10 mg.kg" respectively, i.p.) and
mounted in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments, CA). Following incision of the scalp, a hole was
drilled in the skull and a borosilicate glass micropipette (3-5 pm external tip diameter) backfilled with a low
salt CTb solution (0.5 % in 0.1 M PB, pH 6; List Biological Laboratories, CA) was slowly lowered by means
of a hydraulic micropositioner (David Kopf Instruments) into the structures according to their stereotaxic
coordinates (VLPAG/dDpMe: anteroposterior bregma (§) - 7 mm, mediolateral 3 + 0.8 mm, dorsoventral -
5.2 mm from the brain surface; SLD AP 3 - 9.6 mm, ML 3 + 1.2 mm, DV - 5.8 mm from the brain surface).
The pipette was left in place for 5 min before the tracer was iontophoretically ejected. For this purpose, the
pipette was connected by a silver wire immersed in the CTb solution to a current generator (CS4,
Transkinetics, MA) that delivered pulsed positive current (7 seconds on/7 seconds off) for 15 minutes (Luppi
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et al., 1995). At the end of the ejection, the pipette was left in place for at least 10 minutes to avoid leakage
of the tracer along the pipette track.
Cannulas implantation

In addition to the 2 rats injected with CTb inside the SLD, 8 other rats (290-310g) were bilaterally
implanted with guide cannulas inside the HLA (AP 3 - 3.3 mm, ML B + 1.8 mm, DV - 8.5 mm). Using the
stereotaxic apparatus, guide cannulas (Plastics One Inc., CT) were lowered inside the brain down to 2.6 mm
above the targeted area (cannulas used are 2.6 mm longer than the guide cannula). Due to space conflict,
guide cannulas were implanted with a lateral 10° angle (Figure 4A). They were then cemented to the skull
using acrylic cement (Superbond, Sun Medical Co. Ldt., Japan) and dental cement (Paladur, Heracus Kulzer,
Germany).
EEG/EMG implantation

All the rats used in this study were implanted for -electroencephalographic (EEG) and
electromyographic (EMG) recordings. As previously described (Verret ef al., 2005; Verret et al., 2006; Sapin
et al., 2009), four stainless-steel screws (Anthogyr, France) were inserted over the frontal (AP  + 3 mm, ML
B + 1 mm), parietal (AP B - 4 mm, ML B + 3 mm), occipital (AP B - 8 mm, ML B + 3 mm) and cerebellar
(AP B - 12 mm, ML B + 2 mm) cortices. Two gold-coated electrodes were also inserted into the neck
muscles in order to record EMG activity. All EMG and EEG electrodes were than fixed to the skull using
acrylic cement (Superbond) and connected to a miniature plug (Plastics One Inc.) that was cemented using
dental cement (Paladur). Due to space conflicts, rats implanted with cannulas inside the HLA did not receive
the parietal EEG electrode.

Paradoxical sleep deprivation and recovery

After the surgery, rats were allowed to recover for 5 days, habituated to the recording conditions for
at least 4 more days and recorded for a 2-day baseline. Then PS deprivation was performed using the well
characterized flower pot technique (Maloney et al., 1999; 2000; 2002; Verret et al., 2003; Verret et al., 2005;
Verret et al., 2006; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011). Three
groups of rats were done (n=4 in each group). Rats of the control group (PSC) remained on a bed of
woodchips throughout the experiment. Rats deprived of PS (PSD) were placed at 11:00 am and for about 75
h in a cage containing a small platform (6.5 cm in diameter) surrounded by water. Rats of the last group
(PSR for PS-recovery) were submitted to the same deprivation than PSD but during only 72 h. The last day
at 11:00 am, PSR rats were removed from the deprivation box and put in a new cage containing a dry bed of
woodchips where they can recover from PS-deprivation. PSR rats were sacrificed at about 2:00 pm, exactly
150 min after the first PS episode which generally occurs after 30 min of exploration and grooming. PSC and
PSD rats were also sacrificed at about 2:00 pm. During PS-deprivation, PSD and PSR animals were removed
daily from their cage for about 30-45 min to allow motor activity while the cages were cleaned.

Pharmacology

Animals were allowed to recover for 5 days after the surgery and were then handled daily for at least
15 min during one more week to minimize non-specific stress. 0.3 pL of muscimol (GABAa receptor
agoniste, 1 pg.pL" in NaCl; Sigma-Aldrich, MO), clonidine hydrochloride (alpha-2 adrenoreceptor agoniste,
0.53 pg.uL" in NaCl; Tocris Bioscience, UK) or NaCl (0.9%) were injected at the rate of 0.1 uL.min™' using
an Hamilton syringe (Hamilton, Swiss) connected to the cannula with the appropriate polyethylene tubing
(Plastics One Inc.) and inserted into a micro-pump (New Era Pump System, NY). Injection sessions started
at 9:20 am. Cannulas were lowered down the brain and left in place 5 min before and 5 min after the
injection. At the end of the injection session, animals were immediately put back in their cage and vigilance
states were recorded during 16 h. All drugs were stored at final concentration at - 20 °C and one new batch
was used for each injection session. Two injections were spaced by at least 3 days and the sequence of drug
injections was randomized.
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Polygraphic recordings

Rats were connected to a cable attached to a rotating connector (Plastics One Inc.) to allow free
movements of the animal within its cage. EEG and EMG signals were first amplified (MCP PLUS, Alpha-
Omega Engineering, [srael) before been collected on a computer via a CED interface using Spike2 software
(Cambridge Electronic Design, UK). For all animals, the same amplifications were used and each animal
remained in the same box during the entire experiment. Sampling frequency for polygraphic recordings was
250.8 Hz.

Perfusion, fixation and section

Under profound pentobarbital anesthesia (Ceva santé animale, 150 mgkg', ip.), rats were
transcardially perfused with Ringer’s lactate solution containing 0.1 % heparin, followed by 500 ml of a
fixative solution composed of 4 % paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). Brains were
removed and stored at 4 °C for 1 night in the fixative solution and then for 3 days in 30 % sucrose in 0.1 M
PB. Brains were then rapidly frozen in methyl-butane cooled with dry ice and 30 mm thick coronal sections
were cut on a cryostat (Microm, France). Free-floating sections were collected and stored at - 20 °C in a
RNase free cryoprotectant solution (Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011).

Immunohistochemistry

As previously described (Boissard et al., 2002; Verret et al., 2006), brain sections were successively
incubated in (i) a rabbit anti-serum to c-FOS (1:10,000; Merck, Germany) in PBST-Az (PBST containing 0.1
% of azide) for 3 days at 4°C; (ii) a biotinylated goat anti-rabbit IgG solution (1:1,000; Vector Laboratories,
CA); and (iii) an ABC-HRP solution (1:1,000; Elite kit, Vector Laboratories) both for 90 min at room
temperature. Finally, the sections were immersed in a 0.05 M Tris-HCI buffer (pH 7.6) containing 0.025%
3.,3'-diaminobenzidine-4 HCI (DAB; Sigma-Aldrich), 0.003% H,0, and 0.6 % nickel ammonium sulphate.
Three washes of 10 min were performed between each step. The c-FOS stained sections were then incubated
the following day in either a goat polyclonal antibody to hypocretin (1:5,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA), either a rabbit anti-serum to MCH (1:20,000; Phoenix Pharmaceutical, CA) or a goat anti-serum against
CTb (1:40,000; Merck) in PBST-Az over 3 days at 4°C. Amplification steps were similar to those above but
revelation was performed in DAB solution without nickel. Finally, the sections were mounted on slides,
dried and coverslipped with DePex.

For the triple labeling against c-FOS, MCH and CTb, the first step for c-FOS was done as described
above. Then c-FOS stained sections were incubated (i) 3 nights at 4 °C in PBST-Az containing rabbit anti-
serum angaint MCH (1:5,000) and goat anti-serum against CTb (1:10000); (ii) 2 hours in PBST containing
fluorescent antibodies (donkey anti-rabbit-a488 and donkey anti-goat-a546, Invitrogen, UK). Finally,
sections were quickly rinsed in PBST, mounted and coverslipped with Mowiol 4-88 (Merck). The Analysis
of immunolabeled neurons was done immediately to prevent decrease of fluorescence.

¢-FOS immunohistochemistry combined with gad67 mRNA in situ hybridization

The anti-sense and sense digoxigenin-labeled probe against gad67 mRNA were synthesized from a
recombinant linearized plasmid containing the gad67 cDNA using a nonradioactive RNA labeling kit (Roche
Diagnostic, Switzerland). Briefly and as described before (Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et
al., 2011), brain sections were successively incubated with a rabbit anti-serum to ¢c-FOS (1:4000; Merck), a
biotinylated goat anti-rabbit IgG solution (1:1000; Vector Laboratories) and an ABC-HRP solution (1:1000;
Elite kit, Vector Laboratories). Then sections were immersed for around 15 min in 3,3-diaminobenzidine-4
HCI (DAB, Sigma-Aldrich) and 0.003% H,0,. All the buffers contained 0.2% of RNase inhibitor (solution
Protect RNA RNase inhibitor, Sigma-Aldrich). They were then rinsed in PBST containing 10 mM dithio-
threitol (DTT, Sigma-Aldrich) and in standard saline citrate solution (SSC 2X). Sections were then placed
overnight at 65°C in the hybridization buffer containing 0.5 pg.mL™ of the digoxigenin-labeled probe.
Sections were washed in SSC 1X, 50% formamide, 0.1% Tween-20 and treated with RNase A (USB
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Corporation, Cleveland, OH). Sections were then incubated with an anti-digoxigenin antibody conjugated to
alkaline phosphatase (1:2000, Roche Diagnostic). Staining was revealed using nitroblue tetrazolium (NBT)
and 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (BCIP) (Roche Diagnostic). Finally, the sections were mounted
on slides, dried and coverslipped with Vectamount (Vector Laboratories).Controls in the absence of primary
antibodies (anti-c-FOS and anti-digoxigenin) or with the sense probe were run to ensure the specificity of the
labeling.

Analysis of sleep-wake data
Quantification of sleep-wake cycle

For the PS-deprivation/recovery experiment, the last 150 min before sacrifice were analyzed for each
animal. For pharmacological experiment, the analysis was done for the 16 h following drug injection.
Vigilance states were scored by 5 sec epochs using a homemade script developed for Spike2 software. State
classification was done by visual examination of polygraphic signals and the help of a sliding window
showing the EEG power spectrum analyzed during the same 5 sec epoch by fast Fourier transform. Wake
was characterized by desynchronized (activated) low-amplitude EEG accompanied by a sustained EMG
activity; SWS was distinguished by high-voltage slow waves (1.5 - 4.0 Hz) and spindles (10 -14 Hz) and the
disappearance of phasic muscle activity. The occurrence of muscle atonia with a regular and pronounced
theta thythm (4 - 9 Hz) characterized PS. We then calculated the quantities, percentages, numbers and
duration of bouts for each vigilance state.
Characterization of the SWS-like state

Spectral analysis for the characterization of SWS-like state was done on frontal EEG signals and we
analyzed the 2nd and 3rd hours following muscimol and NaCl injections. We first removed from analysis 20
sec apart each transition in order to have “pure” states. Then, for each 5 sec epoch of SWS, a power spectrum
was calculated by fast Fourier transform (0.24 Hz bin, from 0.6 Hz to 120 Hz) before being normalized.
Finally, a mean of all individual normalized spectra across the 2 h period was created. For each frequency
band (delta, 0.5 - 4.6 Hz ; theta, 5.1 - 8.9 Hz ; sigma, 9.9 - 14 Hz ; beta, 15 - 30 Hz ; gammal, 39.9 - 48.1 Hz
; gamma2, 51.9 - 120 Hz), its normalized power was calculated as well as the most represented frequency in
this band. These normalized data were compared between experimental groups. We also created a time-
frequency graph of raw power spectrum during the first 800 5s-epochs of the 2nd and 3rd hours following
muscimol and NaCl injections.

Analysis of histological labeling
CTb/c-FOS analysis after PS-deprivation and recovery experiment

We exhaustively map the ¢-FOS singly, CTb singly and ¢-FOS/CTb double-labeled neurons from 3 -
12.8 mm to B + 0.4 mm. Drawings of double-labeled sections taken at 600 pm intervals were made with an
Axioscope microscope (Zeiss, Germany) equipped with a motorized X—Y-sensitive stage and a video camera
connected to a computerized image analysis system (Mercator; ExploraNova, France). The number of c-
FOS+, CT+ and CTb/c-FOS+ neurons per structure was automatically counted and exported using Mercator
(ExploraNova). When a structure was present on several sections the neurons counted on all sections were
summed.
CTb/c-FOS/MCH triple labeling

For this part of the experiment, one side (ipsilateraly with the CTb injection) of 4 sections spaced by
360 pm and localized in the lateral hypothalamus were analysed. The number of CTb/c-FOS+ and CTb/c-
FOS/MCH+ neurons were than counted and summed for theses 4 sections. This analysis was done only for
the 4 animals of the PSR group as it is known that MCH neurons are not activated in the two other conditions
(Verret et al., 2003).
Histological analysis following muscimol injection in the LH

For each animal of both muscimol and NaCl groups (n=4 in each group) The number of c-
FOS/HCRT+, c-FOS/MCH+ and ¢c-FOS/gad67+ neurons were counted on one section localized at Bregma -
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2.5 mm for HCRT and MCH and Bregma - 7.4 mm for gad67. As these two labeling were similar on both
brain sides, only one side was counted.

Statistical analysis

Because of the number of animals used in each experiment (n=8 in maximum), we only used non-
parametric tests. For the comparison of vigilance states and number of labeled neurons across PSC, PSD and
PSR condition, Kruskal-Willis tests were used, followed by post-hoc PLSD Mann-Whitney tests to identify
pairwise differences. Concerning the data following pharmacological modulation, differences in state
quantities, latency etc., as well as spectral band powers between NaCL and, muscimol or clonidine, were
analysed with a Wilcoxon signed rank test, but differences in the number of c-FOS+ neurons (HCRT, MCH
or gad67) was analysed with a Mann-Whitney test. All statistics were performed using StatView software
and a significant effect was considered for all p <0.5.

LEGENDES

Abbreviations:

3V, 31 ventricle; 4N, trochlear nucleus; 4V, 4n ventricle; Aq, aqueduct; BST, Bed nucleus of the stria
terminalis; AHC, anterior hypothalamic area, central part; AHP, anterior hypothalamic area, posterior part;
APT, anterior pretectal nucleus; BL, basolateral amygdaloid nucleus; Ce, central amygdaloid nucleus; CGPn,
central gray of the pons; CnF, cuneiform nucleus; DA, dorsal hypothalamus area; DLPAG, dorsolateral
periaqueductal gray; DM, dorsomedial hypothalamic nucleus; DMPAG, dorsomedial periaqueductal gray;
DPGi, dorsal paragigantocellular reticular nucleus; dDpMe, deep mesencephalic nucleus, dorsal part; DpMe,
deep mesencephalic nucleus; DR, dorsal raphe nucleus; DTg, dorsal tegmental nucleus; f, fornix; Gi,
gigantocellular reticular nucleus; GiV, gigantocellular reticular nucleus, ventral part; ic, internal capsule; IC,
inferior colliculus; KF, Killiker-Fuse nucleus; LC, locus coeruleus; LDTg, laterodorsal tegmental nucleus;
LG, lateral geniculate nucleus; LH, lateral hypothalamus; LPAG, lateral periaqueductal gray; LPB, lateral
parabrachial nucleus; LPGi, lateral paragigantocellular nucleus; LPO, lateral preoptic nucleus; me5,
mesencephalic trigeminal tract; mlf, medial longitudinal fasciculus; MnPO, median preoptic nucleus; Mo5,
motor trigeminal nucleus; MPB, medial parabrachial nucleus; MPO, medial preoptic nucleus; mt,
mammillothalamic tract; MTu, medial tuberal nucleus; opt, optic tract; Pa, paraventricular hypothalamic
nucleus; PCRt, parvicellular reticular nucleus; PH, posterior hypothalamic nucleus; PMD, premammillary
nucleus, dorsal part; PnC, pontine reticular nucleus, caudal part; PnO, pontine reticular nucleus, oral part;
RMPAG, rostromedial periaqueductal gray; RRF, retrorubral field; scp, superior cerebellar peduncle; SC,
superior colliculus; SLD, sublaterodorsal tegmental nucleus; SNC, substantia nigra, compact part; SNR,
substantia nigra, reticular part; VLPAG, ventrolateral periaqueductal gray; VMH, ventromedial
hypothalamic nucleus; ZI, zona incerta.
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CTb+ CTb+/c-FOS+

PSR PSD PSC
n Ipsi Contra Ipsi Contra Ipsi Contra Ipsi Contra
Basal forebrain
BST 2 117.6 £ 8.8 185+22 53+09 1.8+1.1 23+05 05+0.5 0.8+0.5 0.0+ 0.0
MnPO 1 63+1.1 1.8+0.6 0.0+ 0.0 0.8+0.3
MPO 2 20.8+0.5 73+0.1 25+1.5 1.3+£0.6 1.0+0.7 03+03 0.8+0.5 1.0+ 0.6
LPO 2 283+3.5 53+0.7 2.0+0.7 03+0.3 1.8+0.8 0.5+0.5 03+03 0.0 £0.0
Thalamus
APT 2 66.8+ 1.3 31.8+1.1 10.5+£3.8 88+2.6 43+2.1 38+19 2.8+0.5 48+13
LG 3 145409 22+04 1.5+03 0.0+0.0 0.8+0.5 1.3+09 0.5+03 0.0+ 0.0
Amygdala
Ce 3 117.9+13.6 92+2.1 4.0+1.0 0.5+0.3 1.3+£09 03+0.3 0.5+0.5 0.0+ 0.0
Hypothalamus
VMH 4 97.6+8.5 29.8+3.0 7.8+2.1 2.8+1.1 23+19 03+03 53+1.7 1.0+04
PMD 1 143+0.7 0.4+0.0 0.8+0.8 0.0+ 0.0 33+29 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0
AHC 1 128+ 1.1 53+03 13+£05 0.8+0.5 03+03 03+03 0.0+ 0.0 0.5+03
AHP 1 6.1+09 25+03 1.3+0.6 1.0+£0.6 03+03 0.0+0.0 03+03 0.0+ 0.0
DA 1 256+0.5 7.6+0.5 48+1.8 1.0+0.7 28+09 1.3+0.8 23+05 0.0+ 0.0
DM 3 92+0.5 39+0.2 1.5+0.6 03+03 05+05 03+03 1.0+ 0.6 03+03
Pa 2 59+1.0 14+0.2 1.5+09 03+03 03+03 03+0.3 03+03 0.0+ 0.0
PH 3 97.8 8.6 273+1.7 125+£2.8 * 35+1.0 50+0.7 1.3+£0.6 33+03 0.5+03
LH 7 4483 +23.0 111.8+8.1 558+4.0 *# 21.0+37 *# 263+59 53+1.1 100+ 1.4 43+1.7
Z1 6 4357+254 62.7+0.6 275458 *# 13.0+2.0 *# 9.5+£2.0 20+04 9.5+ 0.6 1.0£0.6
Mésencephalum
1C 2 302+4.2 105+1.0 0.5+0.5 0.8+0.5 1.8+1.2 0.8+0.5 03+03 0.0+ 0.0
SC 4 533.8+314 1028+5.6 18.0£5.7 5014 11.0+5.1 23+1.0 43+14 0.8+0.8
DpMe 7 6628+ 122 173.8+5.1 143+£5.1 * 63+33 48+1.9 23+0.8 0.8+0.8 1.0+04
RRF 6 683+6.1 170+1.9 1.5+£0.6 0.0+ 0.0 1.5+09 03+0.3 0.0+ 0.0 0.0 £0.0
SNC 2 493+2.1 9.8+04 1.3+£0.6 0.0+0.0 1313 0.0+0.0 0.0+ 0.0 0.0+0.0
SNR 4 525+4.2 6.0+04 1.8+0.6 0.0+ 0.0 0.8+0.5 0.0+ 0.0 0.5+03 0.0 £0.0
Periaqueductal gray
RMPAG 2 168.8 2.0 692+ 1.0 200 £3.0 *# 9814 *# 8.0+ 1.7 35+1.3 43+0.8 20+04
DMPAG 6 175.7+8.6 260+£2.6 *# 23+£09 * 4.8+0.5
DLPAG 5 110.8+5.4 287+ 1.6 13.8+23 *# 4.8+09 *# 20+09 0.0+ 0.0 0.5+0.3 03+03
LPAG 6 295.8+5.8 775+3.1 21.8+25 * 103+£24 * 193+£25 * 40+1.1 50+ 1.5 1.8+ 1.0
VLPAG 5 332.0+59 138.0+0.9 220+£3.7 *# 9.8+1.9 *# 95+12 * 43+£1.1 45+1.0 33+09
DR 3 422+56 23+09 05+03 0.5+03
Pons
LDTg 2 33.8+2.1 11.5+0.9 1.8+0.6 1.5+£0.6 1.0+ 0.7 03+0.3 0.8+0.5 0.0 £0.0
CGPn 3 42.6+43 154+13 4.0+1.1 1.3+£05 28+03 03+0.3 1.8+ 0.5 0.0+ 0.0
CnF 2 71.6+4.5 24.8+0.3 1.5+03 1.5+1.0 1.0+1.0 03+03 1.8+0.5 0.5+0.5
LC 2 09+0.2 0.7+0.1 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0
KF 2 29.8+2.6 11.6+0.5 0.5+0.5 03+03 25+1.5 23+19 03+03 0.5+03
LPB 3 99.8 +2.7 348+3.0 115+22 55+3.0 6.8+1.3 23+09 58+0.5 1.0 £ 0.6
MPB 3 59.4+55 15.6+0.7 35+1.0 0.8+0.8 0.8+0.8 0.0+0.0 1.0+04 0.0+0.0
SLD 3 273425 63+1.0 30+23 0.5+0.3 1.8+09 03+0.3 03+03 0.0+ 0.0
PnC 2 67.5+3.4 345+1.1 33+£0.6 *# 0.8+0.3 0.8+0.5 03+0.3 0.0+ 0.0 03+03
PnO 4 161.8+6.2 772415 6.0+3.1 *# 2.0+0.0 1.0+0.7 03+03 03+03 0.5+03
Medullary reticular formation
LPGi 4 24.7+0.6 18.8+ 0.9 20+0.7 1.8+0.8 03+03 1.3+09 0.5+0.5 0.5+0.3
DPGi 4 133+0.5 195+ 1.0 88+ 1.3 *# 45+03 *# 03+03 03+03 03+03 0.0+0.0
Gi 4 17.8+1.3 9.6+0.5 1.3+£03 *# 1.5+£03 *# 0.0+ 0.0 03+0.3 03+03 0.0 £0.0
PCRt 5 399+3.6 185+1.6 2.8+09 1.5+£05 1.0+£04 0.8+0.5 0.0+ 0.0 0.0+0.0

Table 1: Activated afferences to VLPAG/dDpMe in control, PS deprived and PS hypersomniac
animals

Number (mean = sem) of CTb+ and CTb/c-FOS+ neurons counted in control (PSC), PS deprived (PSD) and
PS hypersomniac (PSR) rats on a total of 23 sections taken at 600 um intervals from - 12.8 mm to § + 0.4
mm. For CTb/c-FOS+ numbers, values are an average across 4 animals in each group of the sum of all
CTb/c-FOS+ neurons counted on one or several sections (column n) depending on the rostrocaudal extent of
the structures. For CTb+ numbers, values are an average across the 12 animals as no difference was observed
between the 3 groups. * indicates p < 0.05 compared to PSC and # indicates p < 0.05 compared to PSD.
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Figure 1: VLPAG/dDpMe afferents expressing c-FOS after PS-hypersomnia.

A, Illustration of a CTb injection site located at the border between VLPAG and dDpMe in a PS deprived
animal. The enlargement in A1 shows the numerous c-FOS+ neurons within the injection site indicating that
we effectively targeted the neurons specifically active during PS deprivation. B, Photomicrograph showing

the large number of CTb singly labeled cells (brown cytoplasmic labeling) in the central amygdala after CTb
injection in the VLPAG/dDpMe in a PSR animal. The squared area is enlarged in B1. Arrowheads indicate
CTb singly labeled neurons. C, Photomicrograph showing that the SLD only contains singly CTb+ (brown
cytoplasm) and singly c-FOS+ (black nuclear staining) labeled neurons in PSR animals. The box in C is
enlarged in C1. Arrows and arrowheads indicate ¢c-FOS singly and CTb singly labeled neurons respectively.
D, Composite photomicrograph illustrating a triple labeling for ¢c-FOS (DAB staining, upper left corner),
CTb (in red) and MCH (in green). An overlay photomicrograph is shown in bottom right corner. Arrows
point out triple labeled neurons. E, Schematic distribution of CTb/c-FOS/MCH+ (green asterisks), CTb/c-
FOS+ (red dots) and singly CTb+ (black circles) neurons within the LH (AP B - 2.6 mm). F, Schematic
distribution of singly CTb+ (open circles), CTb/c-FOS+ (red dots) and singly ¢c-FOS+ (black dots) neurons in
the SLD region (AP - 9.2 mm). Scale bars: 500 um in A, B, C, 100 um in A1, B1, C1, and 200 pm in D.
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Figure 2. Localization of injection sites in the LH.

A, Example of a bilateral injection site within the LH on a neutral red counterstained section. Tip of the
cannula is indicated by a black arrow and arrowhead indicates the end of the guide cannula. B, Atlas sections
showing up all injection sites. Adapted from Paxinos and Watson Rat Brain atlas, 5™ edition. C, Schematic
drawings of one section illustrating in a representative animal singly labeled (grey dots) and c-FOS-
expressing (red dots) HCRT and MCH neurons 3 h after NaCl or muscimol injection in the LH. Rostrocaudal
localization is indicated in the bottom left corner (in mm from bregma). D, E, Histograms showing the mean
+ sem number (D) and percentages (E) of HCRT and MCH neurons expressing ¢c-FOS 3 h after muscimol
and Nacl treatment (n=4 animals per group). * indicates p < 0.05 compared to NaCl condition.
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Figure 3. Characterization of the SWS-like state induced by muscimol injection in the LH.

A, Time-frequency graphs of raw power spectrum during the first 800 SWS 5s-epochs of the 2nd and 3rd
hours following muscimol and NaCl injections for one representative animal. B, Normalized power spectra
during SWS occurring during the 2™ and 3" hours after NaCl (in grey) or muscimol (in black) injection. C,
Average power in delta, theta, beta and sigma bands calculated during SWS after Nacl and muscimol
injection. (n=8 in each group). Values are mean + sem, * indicates p < 0.05 compared to NaCl values.
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Figure 4. Pharmacological inhibition of LH neurons strongly affects sleep-wake cycle

A, Hypnograms illustrating the organization of the sleep-waking cycle during the 16 h (between 10 AM to 2
AM) following a NaCl and a muscimol injection in the LH in a representative animal. Dark periods is
differentiated by a grey background. B-E, Quantitative analysis of sleep by 2 h blocks during the 16 h after
muscimol (in black) or NaCl (in grey) application in LH. The quantities per 2 h block (B), the cumulated
quantities across the 16 h (C), the number of episodes (D) and the mean duration of episodes (E) are given
for PS and SWS. F, PS and SWS latencies after NaCl, muscimol or clonidine injections in the LH. G,
Quantities, number and duration of PS episodes during the first 2 h after NaCl or clonidine application in the
LH. For all graphs, n=8 in each group, values are mean + sem and * indicates p < 0,05.
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Figure 5. Muscimol inhibition of LH induces an activation of VLPAG/dDpMe GABAergic neurons
projecting to the SLD

A, Schematic illustration of singly c-FOS+ (grey dots) and c-FOS/gad67+ (red dots) neurons in the
VLPAG/dDpMe region on one section of a representative animal perfused 3 h after muscimol or NaCl
injection in the LH. B ,C, Histograms showing the mean + sem number (B) and percentage over the total
number of c-FOS+ neurons (C) of c-FOS/gad67 double-labeled neurons in the VLPAG and dDpMe in
animals with injections of Nacl or muscimol in the LH (n=4 per group). * indicates p < 0,05. D,
Photomicrographs illustrating gad67 and c-FOS+ neurons in the VLPAG/dDpMe region after a muscimol
injection. ¢-FOS is revealed by immunohistochemistry (DAB brown nuclear staining) and GABAergic
neurons by in sifu hybridization of gad67 mRNA (blue diffuse cytoplasmic staining). The framed area in D
is enlarged in D1. Arrows show double-labeled neurons and arrowheads c-FOS singly labeled cells. E,
Localization of a CTb injection site within the SLD. F, Photomicrographs illustrating CTb and c-FOS+
labeled neurons in the VLPAG/dDpMe in an animal with a CTb injection in the SLD and a muscimol
application in the LH. The framed area in F is enlarged in F1. Arrows point out double-labeled, arrowheads
¢-FOS singly, and double arrowheads CTb singly labeled cells. Scale bars: 500 um in D, E, F; 100 um in
D1, F1.
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Figure 6. Model of the network responsible for PS onset and maintenance

The main PS generator would be localized inside the LH. MCH and non-MCH GABAergic neurons would
be responsible for the inhibition of LH HCRT and VLPAG/dDpMe GABAergic SP-off neurons, thus
triggering the activation of SLD glutamatergic PS-on cells which in turn induce muscle atonia and cortical
activation. PS-on and PS-off regions are in red whole and black dashed circles respectively. Activated
projections and in whole lines whereas inhibited ones are in dashed lines. Excitatory and inhibitory
projections are represented by an arrow and a dash at the end of the line respectively. In order to clarify the
role of LH, we intentionally omit locus coeruleus noradrenergic and dorsal raphe serotoninergic neurons
which are inhibited by SP-on GABAergic neurons located in the VLPAG and the DPGi.
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Figure supplémentaire 1 : Localisation des afférences a la VLPAG/dDpMe activées chez les animaux
PSC, PSD et PSR

Un animal représentatif de chaque condition a été représenté. Les petits points noirs correspondent aux
neurones ¢-FOSH, les cercles noirs aux neurones CTb+ et les gros points rouges aux neurones c-FOS/CTb+.
Les sites de CTb sont colorés en noir. La localisation rostrocaudale de chaque niveau (en mm par rapport au
bregma) est indiquée en haut de la colonne correspondante.

Abréviations : 3N, noyau occulomoteur ; 3V, 3ime ventricule ; 4N, noyau trochléaire ; 7N, noyau du nerf
facial ; AHP, aire hypothalamique antérieure, partie postéricure ; APT, noyau prétectal antérieur; Aq,
aqueduc ; Arc, noyau arqué ; ATg, noyau tegmental antérieur ; BST, noyau de la strie terminale ; BLA,noyau
amygdalien basolatéral ; Ce, noyau amygdalien central ; CGPn, substance grise pontique ; CnF,noyau
cunéiforme ; cp, pédoncule cérébral ; DLPAG, substance grise périaqueducale, partie dorsolatérale ; DM,
noyau hypothalamique dorsomedian ; DMPAG, substance grise périaqueducale, partie dorsomédiane ; DPGi,
noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal ; DpMe, noyau réticulé mésencéphalique profond ; DR, noyau du
raphé dorsal; DTg, noyau tegmental dorsal; f, fornix; g7, genoux du nerf facial; Gi, noyau
gigantocellulaire ; GiA, noyau gigantocellulaire alpha ; GiV, noyau gigantocellulaire ventral ; icp, pédoncule
cérébelleux inférieur ; ic, capsule interne ; IC, colliculus inférieur ; IP, noyau interpédonculaire ; KF, noyau
de Killiker-Fuse ; LDTg, noyau tegmental latérodorsal ; lfp, faisceau longitudinal pontique ; LG, corps
genouillé latéral ; LHb, noyau de 1’habenula latérale ; LM, corps mammillaire latéral ; LPAG, substance
grise périaqueducale, partie latérale; LPB, noyau parabrachial latéral; LPGi, noyau réticulé
paragigantocellulaire latéral ; LPO, aire préoptique latérale ; LVe, noyau vestibulaire latéral ; MEA, noyau
amygdalien médian ; MHD, noyau de I’habenula médiane ; ml, lemniscus médian ; ML, corps mammillaire
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médiane, partie latérale ; mlf, faisceau longitudinal médian ; MM, corps mammillaire médian, partie
médiane ; MnR, noyau du raphé médian; MPB, noyau parabrachial médian; MPO, aire préoptique
meédiane ; mt, faisceau mammillothalamique ; Mtu, noyau tubéral médian; MVe, noyau vestibulaire
médian ; opt, tractus optique ; Pa, noyau hypothalamique paraventriculaire ; pc, commissure postérieure ;
PCRt, noyau réticulé parvocellulaire ; PH, noyau hypothalamique postérieur ; Pn, noyau pontique ; PnC,
noyau pontique, partie caudale; PnO, noyau pontique, partie rostrale; PPT, noyau tegmental
pédonculopontin ; Pr, noyau prépositus ; PV, noyau paraventriculaire du thalamus ; py, pyramidal tract ; R,
noyau rouge; RMg, noyau du raphe magnus; RMPAG, substance grise périaqueducale, partie
rostromédiane ; RPa, raphe palidus; SC, colliculus supérieue ; SCH, noyau suprachiasmatique ; scp,
pédoncule cérébelleux supérieur ; scpd, pédoncule cérébelleux supérieur, branche descendante ; SL.D, noyau
sublatérodorsal ; SNC, substance noir, zone compacte ; SNR, substance noir, zone réticulée ; Sol, noyau du
faisceau solitaire ; sp5, faisceau trigéminal spinal; SpVe, noyau vestibulaire spinal; STh, noyau
subthalamique ; SuM, noyau supramammillaire; VLPAG, substance grise périaqueducale partie
ventrolatérale ; VMH, noyau hypothalamique ventromédian; VTA, aire tegmentale ventrale; ZI, zona
incerta.
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Figure supplémentaire 2 : EEG et EMG enregistrés aprés application de NaCl (en haut) et de
muscimol (en bas) dans la LH

Ces deux enregistrements d’une minute illustrent le stade de SL enregistré apres application de NaCl ou de
muscimol dans la HLA. Noter la présence de mouvements musculaires phasiques et rythmiques apres
application de muscimol comme expliqué dans 1’article.
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Figure supplémentaire 3 : Photomicrographies de coupes coronales illustrant :

A-B. le marquage immunohistologique de c-FOS (marquage nucléaire marron) couplé a 1’hybridation in situ
de vglut? (marquage cytoplasmique bleuté) au niveau de la DMPAG chez un animal ayant réalisé une
hypersomnie de SP. Le rectangle noir en A représente la partie de la photographie aggrandie en B ou les
flechent indiquent des neurones c-FOS/vglut2+ et les tétes de fleches des neurones c-FOS+ seulement.
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C-E. lllustration de I’hybridation in situ de gad65, gad67 et vglutl au niveau de I’amygdale et montrant la
nature GABAergique du noyau central de I’amygdale.

F-G. Immunoquages de c-FOS au niveau du LC aprés injection de NaCl ou de muscimol (Mus) dans la LH.
Echelles A, F, G : 100 um ; B, 50 um ; C, D, E : 500 pm.
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Amygdala
Ce 3 38 £ 1.2 1.8 £ 1.0 1.0 £ 06 28 + 28 07 + 07 0.0 + 0.0
Hypothalamus
VMH 4 93 + 21 99 + 21 27 £ 20 1.5 £ 1.5 39 + 1.1 22 + 07
PMD 1 28 + 28 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 0.0 + 00 0.1 + 0.1
AHC 1 10.8 + 42 163 £ 99 42 + 42 28 + 28 00 += 0.0 92 + 53
AHP 1 300 + 122 300 + 238 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 42 £ 42 0.1 + 0.1
DA 1 164 £+ 69 6.6 + 47 141 + 64 99 + 59 109 + 40 00 + 00
DM 3 157 £ 72 83 + 83 42 + 42 125 + 125 6.8 + 40 50 £ 5.0
Pa 2 169 + 6.9 0.1 + 0.1 2.1 + 21 83 + 83 63 + 63 0.1 + 0.1
PH 3 103 + 20 122 + 46 76 + 0.7 66 + 3.0 32 + 04 1.8 + 1.1
LH 7 125 + 1.8 159 + 25 56 + 1.2 51 + 1.3 28 + 03 50 + 1.8
Al 6 71 + 1.1 21.8 + 4.1 26 + 0.7 43 + 19 1.8 + 02 1.5 £+ 09
Mésencephalum
IC 2 45 £ 45 65 + 3.7 26 + 1.8 32 £ 19 08 + 08 00 + 00
SC 4 42 £ 13 55 +£ 21 19 £ 05 19 £ 1.0 07 + 03 13 £ 1.3
DpMe 7 22 + 08 40 + 2.1 07 + 04 13 + 06 0.1 + 0.1 06 + 03
RRF 6 26 + 1.1 00 + 00 19 + 1.1 25 + 25 00 + 00 00 + 00
SNC 2 36 + 21 00 + 00 13 £ 1.3 00 + 00 00 + 00 00 + 00
SNR 4 28 + 1.1 00 + 00 1.6 + 1.1 00 + 00 1.4 + 09 00 + 00
Periaqueductal gray
RMPAG 2 124 + 1.6 136 + 2.0 49 + 1.1 510 £ 1.1 26 £ 06 28 + 05
DMPAG 6 183 + 09 1.6 £ 09 28 + 06
DLPAG 5 137 + 08 167 + 3.1 1.7 + 0.7 00 + 00 06 + 04 1.8 + 1.8
LPAG 6 8.0 + 1.1 118 + 24 7.1 £ 12 6.1 = 15 1.7 £ 05 21 + 12
VLPAG 5 64 + 1.0 75 + 09 29 + 05 30 + 0.5 1.5 + 03 24 + 08
DR 3 54 + 1.7 13 £ 1.0 29 + 1.8
Pons
LDTg 2 63 + 39 163 + 78 44 + 36 25 £ 25 26 = 20 0.0 + 00
CGPn 3 107 + 4.8 66 + 28 55 + 0.8 19 £ 19 87 + 34 00 + 00
CnF 2 31 £ 06 63 + 37 05 £ 05 04 + 04 23 £ 03 2.1 + 21
LC 2 00 = 0.0 00 = 0.0 00 = 0.0 0.0 £ 0.0 0.0 = 0.0 00 = 0.0
KF 2 25 + 25 19 £+ 19 58 + 19 110 + 7.1 1.0 + 1.0 56 + 33
LPB 3 120 + 2.8 154 + 89 68 + 16 60 + 22 74 + 19 42 £ 29
MPB 3 82 + 48 47 + 47 06 + 06 00 += 00 32 + 1.1 00 + 00
SLD 3 54 + 33 56 + 33 80 + 4.0 42 + 42 13 + 1.3 00 + 00
PnC 2 55 + 2.0 28 + 1.1 1.1 £ 07 05 += 05 0.0 += 0.0 08 + 08
PnO 4 4.1 + 2.1 29 + 03 06 + 04 02 + 02 02 + 02 0.7 + 04
Medullary reticular formation
LPGi 4 94 + 39 113 + 53 19 £+ 19 79 + 69 25 + 25 1.8 + 1.0
DPGi 4 60.1 + 5.1 243 £ 4.1 31 + 3.1 1.0 £ 1.0 25 + 25 00 + 00
Gi 4 95 + 21 221 + 638 00 + 00 1.5 + 1.5 23 + 23 00 + 00
PCRt 5 93 + 39 80 + 26 28 + 14 75 + 48 00 + 00 00 + 00

Tableau supplémentaire 1 : Pourcentages des neurones rétrogradement marqués exprimant également
le ¢-FOS pour les groupes PSC, PSD et PSR.

Les valeurs présentées sont les pourcentages + sem (n = 4 dans chaque condition). Cette valeur représente,
pour chaque structure, le pourcentage de neurones CTb+/c-FOS+ par rapport au nombre total de neurones
CTb+ observé dans cette méme structure. La colonne n indique le nombre de sections sur lesquelles chaque
structure a été analysée.
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% doubles/total doubles

PSR PSD PSC
n Ipsi Contra Ipsi Contra Ipsi Contra
Basal forebrain
BST 2 1.1 £ 0.1 03 + 02 12 £ 02 02 += 02 08 += 0.5 00 = 0.0
MnPO 1 04 + 0.1 00 + 00 07 + 0.3
MPO 2 05 + 03 03 + 02 05 + 03 0.1 + 0.1 07 + 05 09 + 06
LPO 2 04 + 0.1 0.1 + 0.1 09 + 04 03 += 03 02 += 02 00 + 0.0
Thalamus
APT 2 2.1 £ 07 1.9 £+ 05 20 £ 1.0 23 £ 14 28 £ 06 46 + 12
LG 3 03 £ 00 00 + 00 04 + 02 06 + 04 05 + 03 00 + 00
Amygdala
Ce 3 08 + 02 0.1 +£ 0.1 06 + 04 0.1 = 0.1 04 += 04 00 = 0.0
Hypothalamus
VMH 4 1.6 + 04 06 + 02 1.1 + 09 0.1 += 0.1 51 = 1.7 09 += 03
PMD 1 02 + 02 00 + 00 12 + 12 00 + 00 00 + 00 00 + 00
AHC 1 03 + 0.1 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 00 = 0.0 05 + 03
AHP 1 03 + 0.1 02 + 0.1 02 + 02 00 += 0.0 03 + 03 0.0 += 0.0
DA 1 1.0 + 04 02 + 0.1 1.5 + 04 06 + 04 21 + 04 00 + 00
DM 3 03 + 0.1 00 £ 00 02 + 02 0.1 = 0.1 09 += 0.6 02 += 02
Pa 2 04 + 03 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 02 + 02 00 + 0.0
PH 3 28 + 07 08 + 02 27 £ 05 07 + 03 32 £ 03 05 + 03
LH 7 122 + 1.8 47 +£ 12 132 + 25 29 £ 07 99 + 1.6 39 + 14
Al 6 57 + 1.0 28 + 04 52 + 14 1.1 + 02 93 + 0.5 1.1 + 06
Mésencephalum
IC 2 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 08 + 06 04 + 02 02 + 02 00 = 00
SC 4 36 £ 1.1 1.1 £ 03 55 + 23 1.1 + 05 39 + 1.1 06 += 0.6
DpMe 7 29 + 1.0 13 + 07 23 + 09 1.1 + 03 06 + 06 1.0 + 04
RRF 6 03 + 0.1 00 + 00 07 £+ 04 0.1 + 0.1 00 + 0.0 00 += 00
SNC 2 02 + 0.1 00 + 00 06 + 0.6 00 += 0.0 00 += 0.0 00 += 0.0
SNR 4 03 + 0.1 00 + 00 04 + 02 00 + 0.0 05 + 03 00 + 00
Periaqueductal gray
RMPAG 2 42 + 05 21 + 02 45 + 14 19 £ 06 42 + 08 21 £ 05
DMPAG 6 56 + 0.7 1.1 + 04 46 + 04
DLPAG 5 30 + 0.5 1.0 £+ 02 09 + 04 00 + 0.0 05 + 03 02 + 02
LPAG 6 46 + 02 21 £ 04 104 + 1.8 20 £ 04 49 £ 15 1.6 + 1.0
VLPAG 5 46 + 05 22 + 07 50 + 0.6 22 £ 05 45 + 1.1 32 + 09
DR 3 05 + 02 03 + 02 04 + 03
Pons
LDTg 2 03 + 0.1 03 + 0.1 06 + 0.5 0.1 + 0.1 08 + 0.5 00 = 00
CGPn 3 0.8 + 02 03 + 0.1 14 + 00 02 + 02 1.7 £ 04 00 += 0.0
CnF 2 03 + 00 03 + 02 05 + 0.5 0.1 + 0.1 1.8 £ 06 04 + 04
LC 2 00 = 0.0 00 = 0.0 0.0 £ 00 0.0 £ 00 0.0 £ 00 0.0 £ 0.0
KF 2 0.1 + 0.1 0.1 + 0.1 13 £ 07 12 £ 1.0 02 + 02 05 + 03
LPB 3 24 + 03 1.1 + 06 37 £+ 1.0 1.1 £ 04 57 £ 06 09 + 06
MPB 3 0.7 £ 02 02 + 02 04 + 04 00 += 0.0 1.0 £ 04 00 += 0.0
SLD 3 06 + 05 0.1 + 0.1 1.1 + 06 02 + 02 02 + 02 00 + 00
PnC 2 0.7 + 0.1 0.1 £ 00 04 + 02 0.1 + 0.1 00 + 0.0 03 + 03
PnO 4 12 + 06 04 + 00 06 + 04 0.1 + 0.1 02 + 02 05 + 03
Medullary reticular formation
LPGi 4 04 + 0.1 03 + 0.1 0.1 + 0.1 06 + 0.5 04 + 04 05 + 03
DPGi 4 19 £ 03 1.0 £ 0.1 02 + 02 02 + 02 03 + 03 00 + 00
Gi 4 03 + 00 03 + 00 00 + 0.0 0.1 + 0.1 02 + 02 0.0 + 0.0
PCRt 5 05 + 02 03 + 0.1 05 + 02 04 + 02 00 + 0.0 00 + 00

Tableau supplémentaire 2 : Pourcentages des neurones rétrogradement marqués exprimant également
le ¢-FOS pour les groupes PSC, PSD et PSR.

Les valeurs présentées sont les pourcentages + sem (n = 4 dans chaque condition). Cette valeur représente le
pourcentage de neurones CTb+/c-FOS+ présents dans chaque structure par rapport au nombre total de
neurones CTb+/c-FOS+ observé dans I’ensemble de I’encéphale. Une telle valeur permet de mieux
appréhender la contribution respective de chaque structure a I’innervation de la VLPAG/dDpMe activée
apres hypersomnie de SP. La colonne n indique le nombre de sections sur lesquelles chaque structure a été
analysée.
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CHAPITRE 1V — Implication du noyau paragigantocel-
lulaire dorsal dans la régulation du SP via P’inhibition
des systémes noradrénergiques et adrénergiques

Les résultats présentés dans le chapitre précédent démontrent clairement que la LH est 1’afférence a
la VLPAG/dDpMe la plus activée lors d’une hypersomnie de SP. C’est pourquoi nous avons choisi d’étudier
I’effet de sa modulation pharmacologique sur le cycle veille-sommeil. Toutefois, cette méme étude a
également mis en lumiére la particularit¢ du DPGi. En effet, bien que celui-ci ne contienne que peu de
neurones CTb+/c-FOS+ comparé a la LH, ou méme a la PAG, c’est le noyau dont le pourcentage de
neurones rétrogradement marqués exprimant également le c-FOS apreés hypersomnie de SP est le plus
important (pres de 60%).

Or, le DPGi a déja été impliqué dans la régulation du cycle veille-sommeil et plus particulierement
dans celle du SP. En effet, le DPGi projette sur les neurones noradrénergiques du LC (Luppi et al 1985) et
représente ['une des afférences majeures au LC activées apres hypersomnie de SP (Verret et al 2006). De
plus, des neurones de type SP-on ont été enregistrés au sein du DPGi (Goutagny et al ) et la majorité des
neurones c-FOS+ aprés hypersomnie de SP sont de nature GABAergique (Sapin et al 2009). Ces données
suggerent donc que le DPGi pourrait participer a I’inhibition des neurones noradrénergiques du LC au cours
du SP. Une telle hypothése est étayée par des résultats montrant que la stimulation électrique du DPGi
provoque, chez le rat anesthésié, I’inhibition GABAergique des neurones du LC (Ennis and Aston-Jones,
1989), et chez le rat vigile, un augmentation des quantités de SP (Kaur et al., 2001).

De part sa relative homogénéité, sa projection sur la VLPAG/dDpMe, et son implication supposée
dans I’inhibition des neurones noradrénergiques du LC (dont I’activité supprime le SP), il nous semblait
donc intéressant d’étudier le role du DPGi dans la régulation du SP.

Pour cela, nous avons quantifié I’effet sur le cycle veille-sommeil de I’inhibition pharmacologique
du DPGi. De plus, afin de mieux comprendre les mécanismes neuronaux sous-tendant ces effets, nous avons
entrepris d’analyser 1’activation de certaines populations neuronales aprés inhibition du DPGi. Nous nous
sommes en particulier intéressés aux neurones noradrénergiques puisque les résultats rappelés ci-dessus
tendaient & démontrer une interaction fonctionnelle entre le DPGi et le LC notamment.
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ABSTRACT

Many evidences show that adrenergic and noradrenergic neurons are responsible, at least in part, for
PS inhibition explaining that they stop firing during PS. As the dorsal paragigantocellular reticular nucleus
(DPGi) contains GABAergic neurons specifically activated during PS and projecting to A6 (the most
important noradrenergic group in the rat brain), it has been suggested that it could be responsible for its
inhibition during PS. However, the effect of pharmacological modulation of DPGi activity on the sleep wake
cycle has not been studied so far. We showed that muscimol inhibition of DPGi induces a long lasting wake
state and an even longer suppression of PS. We then showed that this effect is accompanied by an activation
of all adrenergic and noradrenergic neurons within the brain. Finally, we reported that application of
clonidine (an a2 agonist) in the DPGi also suppresses PS. Given these results and others, we thus propose
that DPGi would trigger PS by inhibiting all adrenergic and noradrenergic neurons and then allowing the

occurrence of PS.

INTRODUCTION

For the last years, mechanisms of paradoxical (REM) sleep regulation have received growing
attention, probably due to an increasing number of sleep related syndromes. However, precise neuronal
mechanisms underlying such a physiological state need to be better characterise. It is now well established
that noradrenergic neurons promotes wakefulness (WK) and inhibits PS (Jones, 2005) as enhancing
noradrenergic transmission increases WK and decreases PS in both humans and animals (Cohen et al., 1982;
Ross et al., 1995; Gervasoni et al., 2002) whereas reducing noradrenalin as the opposite effect (Leppavuori,
1980).

Among noradrenergic neurons, those of locus coeruleus (LC) have been extensively studied and
were shown to be specifically active during waking (WK) (Aston-Jones and Bloom, 1981b; a; Gervasoni et
al., 1998). Moreover pharmacological or optogenetical stimulation of LC produces cortical activation and
waking (Berridge and Foote, 1991; Carter et al., 2010), whereas pharmacological inactivation of LC
increases delta power in the anesthetized rat (Berridge ef al., 1993). As a consequence, it is generally
accepted that inhibition of noradrenergic neurons is necessary for PS induction (Fort et al., 2009; Saper et
al.,2010; Luppi et al., 2011).

Although LC noradrenergic neurons are under a permanent glycinergic and GABAergic tone, only
the latter is increased during SWS and event more during PS (Nitz and Siegel, 1997b; Gervasoni et al.,
1998). The dorsal paragigantocellular reticular nucleus (DPGi) is believed to be responsible for LC inhibition
during PS. Indeed, DPGi is one of the main LC afferences activated during PS-hypersomnia (Verret et al.,
2006), most of these activated neurons are of GABAergic nature(Sapin ef al., 2009) and DPGi contains
neurons specifically activated during PS (Goutagny ef al., 2008). In addition, it has already been shown in
anesthetized rats that electrical stimulation of the dorsomedial rostral medulla (area containing the DPGi)
induces with a short latency an inhibition of LC neurons and that this inhibition is mediated by GABAergic

mechanisms (Ennis and Aston-Jones, 1989). More recently, it has been demonstrated in freely moving rats
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that electrical stimulation of the prepositus hypoglossi (just dorsal to DPGi) increases PS and that
simultaneous application of picrotoxin (a GABA, antagonist) in the LC reverses this effect (Kaur et al.,
2001).

All these data strongly suggest that DPGi GABAergic neurons would be responsible for the
inactivation of LC noradrenergic neurons during PS and would thus be of particular importance for PS
regulation. However, the effect of DPGi inhibition on the sleep-wake cycle has never been studied so far in
freely moving animals. Moreover, if the control of LC by DPGi is well documented, its putative implication
in the regulation of other noradrenergic and adrenergic groups remains unknown although a recent study
suggested that they could be of great importance for PS inhibition (Leger et al., 2009).

In order to tackle these questions, we pharmacologically inhibited DPGi by injection of muscimol in
freely moving rats and we then looked at the sleep-wake cycle during the following 8 h. Using ¢-FOS as a
marker of neuronal activation, we also reported the activation of adrenergic, noradrenergic, dopaminergic
and hypocretinergic populations following such an inhibition. To investigate a putative reciprocal interaction
between DPGi and noradrenergic/adrenergic neurons, we finally assessed the effect of clonidine

hydrochloride (an a-2 adrenergic receptor agonist) injection in the DPGi on sleep-wake cycle.

RESULTS
Muscimol inhibition of DPGi induces wakefulness and strongly suppresses PS

We first looked at the effects of local application of muscimol, a GABA, agonist, in the DPGi
(Figure 1) on the sleep-wake cycle. 8 h hypnograms following NaCl or muscimol treatments are shown in
Figure 2A for one representative animal. During the first 2 h after muscimol injection, animals are almost
completely awake as they spend 118.5 + 1.5 min in this state whereas control animals are awake during only
40.7 £ 3.8 min (p = 0.0117, Figure 2B). Consequently, SWS and PS, which are respectively almost and
completely suppress (1.5 = 1.5 min and 0 £ 0 min respectively) during this period, are dramatically and
significantly reduced compared to control values (71.7 £ 3.7 min, p = 0.0117 and 7.6 = 0.5 min, p = 0.0117
respectively). During the next 2 h, WK is still significantly increased compared to control (96.7 £ 10.5 min
vs 27.7 £ 4.8 min, p = 0.0117). Furthermore, SWS starts to come back but remains under normal values (23
+ 10.2 min vs 77.4 £ 3.6 min, p = 0.0117) whereas PS is still almost completely absent (0.3 = 0.2 min
compared to 14.9 = 1.9 min in control, p = 0.0117). During the period 4-6 h after injection, WK and SWS
quantities return to normal control values (42.8 £ 10.8 min vs 29 + 2.9 min, p = 0.4 for WK and 68.6 + 8.8
min vs 74.1 + 2.3 min, p = 0.674 for SWS). During this same period of time, PS tends to decrease compared
to control (8.7 = 3.8 min vs 16.9 + 1.6 min) without reaching significance (p = 0.0687). Finally, no
difference is observed in PS, SWS and WK durations during the 6-8 h block (p = 0.327, p = 0.124, p = 0.069
respectively). As showed in Figure 2C,D the observed reduction in PS is due to a reduction of both the
number and the duration of PS-episodes. Concerning SWS, the number of episodes is significantly reduced

during the entire 8 h following muscimol injection compared to control. However, when compared to
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controls, the duration of SWS episodes is significantly reduced during the first two hours (p = 0.0173) but is
increased starting from 4 h after the injection.

As a consequence of these effects, SWS and PS latencies are significantly increased by 8.7 times
(from 14.7 £2.9 min to 177.2 £ 27 min, p = 0.0117) and 6 times (from 51.7 + 3.8 min to 299.1 + 25.1 min, p
= 0.0117) respectively after muscimol injection compared to control (Figure 2E). More interestingly, the
duration between the first SWS episode and the first PS episode is also multiplied by 3 (from 37.1 + 4.6 min
to 121.9 + 36.6 min, p = 0.0117) after muscimol application in the DPGi (Figure 2F).

Spectral characterisation of WK and SWS following muscimol injection in the DPGi

In order to further characterize the effects of DPGi inhibition on the sleep wake cycle, we analyzed
the power spectra of WK and SWS following muscimol injection. WK power spectrum was calculated from
a 2 h period starting 1 h after the end of injection whereas the SWS one was calculated from a 1 h period
starting at the first SWS episode following injection.

The analysis of WK revealed slight changes in EEG power spectrum (Figure 3A, C, E). If sigma
band frequency (from 9.9 to 14 Hz) power is significantly decreased in muscimol treated animals (0.04 +
0.003 vs 0.07 = 0.003 in control, p = 0.012), delta and theta powers tends to increase but without reaching
significance (p = 0.327 and p = 0.161, respectively). However, visual examination of animals’ behavior
revealed that rats treated with muscimol stay, for a few hours, quite calm, without moving and with a
prominent EEG theta rhythm as during attentive waking (data not shown).

Concerning SWS, the quality of the first periods of SWS is modified in muscimol treated animals.
As illustrated in Figure 3B, D, F, delta power is increased during the first hour of SWS following muscimol
injection compared to control conditions (0.57 £ 0.03 vs 0,46 + 0.02, p = 0.012). This increase is
accompanied by a significant decrease of sigma and beta powers (p = 0.012 and p = 0.012 respectively) and

only a tendency of decrease concerning theta power (p = 0.484).

Muscimol inhibition of DPGi leads to a strong activation of noradrenergic and adrenergic neurons

To investigate the neuronal mechanisms that can trigger this waking effect, and given the presumed
role of DPGi in the inhibition of A6, we then looked at the activation of noradrenergic and adrenergic
neurons 3 h after local application of either muscimol or NaCl in the DPGi. During these 3 h, rats which
received muscimol are completely awake as they spend 177.7 + 2.4 min in waking. On the contrary, control
animals spend 45.7 £ 4.9 min in WK, 112.1 + 3.2 min in SWS and 15.3 = 3.9 min in PS. The number and
localization of TH+ neurons expressing c-FOS after pharmacological treatment are presented in Figure 4 and
Table 1. In all but C3 noradrenergic and adrenergic groups, the number of TH immunoreactives neurons
(TH+) which also express c-FOS (c-FOS+) is significantly increased by muscimol treatment as compared to
control. For example, the number of TH/c-FOS+ neurons in A6 significantly increases from 18.3 = 9.3 after
NaCl to 158.5 + 18.5 after muscimol (p = 0.0209, Figure 5A,B), which represents an 8.7 times increase. This
increase is respectively 7.1, 4.1, 3.3, 8.3 and 10.3 times for A1/C1, A2/C2, A5, A6 and A7 groups. C3 is the

only noradrenergic/adrenergic structure for which this increase does not occur (0.8 + 0.3 vs 1.5+ 1, p =
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0.7728). This result is consistent with the fact that C3 is located in the DPGi (Figure 4) which receives
muscimol injection. This result also confirms the efficiency of our inhibition procedure.

Following muscimol inhibition of DPGi, a very large majority of noradrenergic and adrenergic
neurons are ¢c-FOS+. Indeed, excepting in C3 (for the same reason than above), the percentage of TH/c-
FOS+ double-labeled over TH+ cells is significantly increased in muscimol compared to control. For
muscimol treated animals, this percentage reaches more than 70 %, and even about 80 % in A1/C1, whereas
it never exceeds 21 % in control animals (Table 1).

In sharp contrast to what is observed for noradrenergic/adrenergic neurons, the expression of ¢-FOS
by dopaminergic neurons is not modified by muscimol inhibition of DPGi. Indeed, the number, as well as the
percentage, of TH/c-FOS+ neurons in A10 (in the ventral tegmental area - VTA -), A9 (in the substancia
nigra compacta - SNC - and reticulata - SNR -) and A1l (in the periaqueductal gray - PAG -) are neither
increased nor decreased by pharmacological treatment (Table 1). In these structures and in both experimental
groups, TH/c-FOS+ neurons represent a small minority of TH cells, as double labeled cell account for less

than 5 % of TH+ cells in A9 and A10 and a little bit more than 10 % in A11 (Table 1).

Muscimol inhibition of DPGi also induces activation of hypocretin neurons but not of serotoninergic
neurons

In order to assess the specificity of the DPGi in the regulation of noradrenergic/adrenergic groups,
we also analyzed the effect of muscimol injection on the activation of hypocretin (HCRT) and serotoninergic
(5-HT) neurons, two other populations strongly implicated in wake regulation. As illustrated in Figure 6A,C,
muscimol inhibition of DPGi results in an increase of the number of HCRT/c-FOS+ neurons compared to
control (102 £+ 11.4 vs 38.3 = 2.7, p = 0.0209). Indeed, 60.4 £ 3.31 % of the HCRT neurons express c-FOS
after muscimol treatment whereas only 23 + 2.3 % are c-FOS+ after NaCl. On the contrary, muscimol
treatment does not trigger the activation of 5-HT neurons as they do not express c-FOS following such a

treatment (Figure 6B).

Clonidine hydrochloride selectively affects PS when injected inside the DPGi
We just showed that noradrenergic and adrenergic neurons seem to be controlled by DPGi neurons
as its inhibition induces their strong activation which leads to the establishment of a sustained waking. Given
the known opposite effects of these two neuronal populations on sleep, we thus wondered if a reciprocal
inhibition could exist between them. For this purpose, we injected clonidine hydrochloride, an o-2
adrenergic receptor agonist, in the DPGi and we analyzed the sleep-wake cycle induced changes.
Hypnograms of a representative animal are presented in Figure 7A.
Compared to control animals, those injected with clonidine only show an alteration of PS but not of
WK and SWS. Indeed, the number and the mean duration of episodes, as well as the global duration remain
unchanged for SWS and WK during 8 h after injection (p > 0.05 for all 2 h blocs, Figure 7B-D). On the other
hand, PS quantities are significantly reduced during the first 2 h after clonidine injection compared to control
(4.4 £ 0.8 min, vs 6.4 = 0.6 min, p = 0.049). A tendency to decrease is also observed during the 4-6h bloc but
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do not reach significance (13.4 + 1.6 min vs 16.9 + 1.7 min, p = 0.124) (Figure 7B). These effects are only
due to a decrease of PS-episodes duration, which reaches significance only during the 0-2 h and 4-6 h blocs
(p = 0.049 and p = 0.049 respectively, Figure 7C), as the number of PS-episodes is not modified by
pharmacological treatment (Figure 7D). Moreover, clonidine treatment significantly delays PS (from 48.8 +

5.2 min to 75.1 £ 5.7 min, p = 0.012) without affecting latency of SWS (Figure 7E).

DISCUSSION

In this study, we reported that the inactivation of DPGi by muscimol injection induces a sustained
waking during at least 3 hours during which the animals remain attentive. We also showed that this effect is
accompanied by a strong activation of noradrenergic and adrenergic populations, except C3, as at least 70 %
of noradrenergic and adrenergic cells express ¢-FOS following such a treatment. In agreement with such a
sustained state, 60 % of HCRT neurons also express c-FOS. Finally, we also reported that application of
clonidine hydrochloride (an a-2 adrenergic receptor agonist) inside the DPGi selectively inhibits PS by a

reduction of PS episodes duration and an increase in PS latency.

Methodological consideration

It is well established that noradrenalin neurons of the central nervous system are very reactive to

stressful stimuli (for review see (Glavin, 1985; Wong and Tank, 2007)). However, there is no reason to think
that the noradrenergic and adrenergic activation reported in this study could be a consequence of an acute
stress. Indeed, animals are habituated during many days to recording conditions, handling and injection
procedure. Moreover, injections of the different pharmacological agents were randomized in order to prevent
experimental bias and animals express normal behaviour during all injections included that of muscimol.
We are also pretty confident that the results reported here result from pharmacological modulation of DPGi
activity. Indeed, as illustrated in Figure 1, all injection sites were localized inside this structure. Moreover,
the analysis of TH cells after muscimol injection revealed that those located inside the DPGi (C3) are ¢-FOS
negative (in accordance with the inhibitory effect of muscimol) whereas those of A2/C2, which are located
only 1 mm away from the caudal part of the DPGi are c-FOS+. Finally, even if DPGi is located just ventrally
to the 4™ ventricle, cannula were left in place 5 min after the end of the injection to prevent back flow of the
liquid, and analysis of c-FOS after NaCl or muscimol injections revealed no activation of ependimal cells
along the 4™ ventricle. All this data support the idea that pharmacological effects were mainly restricted to
DPGi area without reaching ventricle.

In order to assess neuronal activation after pharmacological treatment, we chose to use the c-FOS
protein. Although we are aware that c-FOS is not a perfect marker of neuronal activation as its expression do
not strictly correlates neuronal discharge (Morgan and Curran, 1986; Kovacs, 2008), it has been extensively
used to map sleep-wake circuitry (Sherin et al., 1996; Maloney et al., 1999; 2000; 2002; Verret ef al., 2003;
Verret et al., 2005; Verret et al., 2006; Leger et al., 2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et
al.,2011) as well as activation of noradrenergic neurons following diverse experimental paradigms (Erickson
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and Millhorn, 1994; Haxhiu et al., 1996; Han ef al., 2003; Deurveilher et al., 2006; Lu et al., 2006a). In this
study, we report that 3 h after NaCl injection in the DPGi, corresponding to our control group, 5 to 21 % of
TH+ neurons express c-FOS. In 2009, Léger et al. reported that in undisturbed animals, TH+ neurons of all
noradrenergic and adrenergic areas but A2 do not express c-FOS, whereas after 3 h of exposition to a new
environment, 16 to 40 % of noradrenergic and adrenergic cells are c-FOS+. The comparison of these and our
data indicates that the light activation of noradrenergic and adrenergic systems observed in our control
condition probably results from the injection procedure. Indeed, rats are handled during around 20 min

before being put back in their home cage where they stay awake during 10 to 15 min.

Functional significance

We found out that muscimol inhibition of DPGi induces a drastic activation of all noradrenergic and
adrenergic groups as for each group, 71.6 to 79.6 % of the TH+ neurons also express c-FOS. An increase of
¢c-FOS expression is also observed in HCRT neurons but in a lesser extent than in TH cells. As far as we
know, such activation of noradrenergic and adrenergic neurons has rarely been reported. Similar activation
have for example been shown after 1 h exposition to hypercapnic stress (Haxhiu ez al., 1996) or after
administration of high dose of caffeine (Deurveilher ef al., 2006). In this latter case, the observed increased
was only measured in A6 which is known to be primarily implicated in waking. In all other studies, the
percentage of activated noradrenergic/adrenergic neurons is much lower. For example, after visceral painful
stimulation, about 30 % of the TH+ neurons in A1/C1 and A2, and only 8 % in A6 also express c-FOS. After
subcutaneous painful stimulation, percentages were 36 %, 25 % and 22 % respectively (Han et al., 2003).
Moreover, after a few hours of a new environmental stimulation less than 30 %, except for A5 with 37.9 %,
of noradrenergic neurons express c-FOS (Leger et al., 2009), and administration of light doses of caffeine
only activates less than 30 % of noradrenergic A6 neurons (Deurveilher et al., 2006). On the contrary, the
report that most of HCRT neurons are c-FOS+ after an experimental condition is not rare. Indeed, about 50
% of HCRT neurons express c-FOS; naturally during the dark phase, after methamphetamine treatment or
after sleep deprivation (Estabrooke et al., 2001). Interestingly, after administration of light or strong doses of
caffeine (from 10 to 75 mg.kg™") there are always about 50 % of HCRT cells that express c-FOS, whereas
only 16 % are c-FOS+ after control injection (Deurveilher et al., 2006). Moreover, after caffeine
administrations, all rats remain awake during the 90 min between injections and sacrifices (Murphy et al.,
2003). All these data strongly suggest that DPGi inhibition induces activation of almost all noradrenergic and
adrenergic neurons and that the observed activation of HCRT neurons results from the waking effect due to

the increased noradrenergic and adrenergic transmission (Jones, 2005).

Consequently, we hypothesize that DPGi would provide an inhibitory tone during all behavioural
states onto noradrenergic and adrenergic neurons. Supporting this idea, it has been shown that DPGi densely
projects to the Kolliker-Fuse nucleus (containing A7), A6, the lateral paragigantocellular nucleus (containing
A1/C1) and the nucleus of the solitary tract (containing A2/C2) (Ohtake, 1992; Goutagny et al., 2008). A6

neurons have been extensively studied and they were shown to be under a tonic GABAergic tone during all
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behavioural states that increase during PS leading to their total silencing (Nitz and Siegel, 1997b; Gervasoni
et al., 1998). Most of the PS-activated neurones projecting to A6 are localized in the DPGi (Verret ef al.,
2006) and many of these A6 projecting neurons are GABAergic (Luppi ef al., 1995). In addition to PS-on
neurons, electrophysiological recordings in head restrain rats revealed that DPGi also contains neurons that
are tonically active during all behavioural states (Goutagny et al., 2008). Thus, these neurons could be
responsible for noradrenergic down regulation during all behavioural state. Even PS-on neurons could
participate in this down regulation as they are not totally silent during WK and SWS. Their firing rate is 4.24
+ 0.9 Hz during WK, tend to increase during SWS (7.34 = 1.1 Hz) and is much higher during PS (46.06 £+ 5.1
Hz) (Goutagny et al., 2008). Although other noradrenergic and adrenergic neurons were less studied for their
relation with the sleep-wake cycle, electrophysiological recordings reported that A5 noradrenergic cells are
silent during PS-like state elicited by pontine carbachol injection (Fenik er al, 2002). Moreover,
noradrenergic and adrenergic cells of all groups do not express ¢c-FOS during PS-hypersomnia (Leger ef al.,
2009). Even if we are aware that unitary recordings along the sleep-wake cycle of all noradrenergic and
adrenergic groups are needed, these data raise the hypothesis that all these neurons could have similar
activity pattern indicating a possible common mechanism for their inhibition during sleep. We hypothesize
that DPGi could be responsible for their down regulation during WK and SWS and their total inhibition
during PS.

DPGi would thus be of particular importance for PS generation. Indeed, during SWS, it is generally
assumed that noradrenergic and adrenergic neurons are silenced by SWS-on GABAergic neurons localized
in the ventrolateral preoptic area (VLPO) (Fort ef al., 2009; Saper et al., 2010). The fact that these neurons
decrease their activity during PS (Szymusiak et al., 1998; Takahashi et al., 2009) whereas noradrenergic and
adrenergic cells are even more inhibited strongly suggests that another structure relays VLPO. This
mechanism is necessary for PS induction as a decrease of noradrenergic and adrenergic transmission is
needed for the occurrence of this state (Jones, 2005). We believe that DPGi could play this role. Indeed, our
results show that muscimol inhibition of DPGi more profoundly affects PS than SWS as the delay between
the first SWS-episode and the first PS-episode is significantly increased following muscimol application
(122 £ 36.6 min) as compared to control (37.1 = 4.6 min). Moreover, it is well established that DPGi is
responsible for LC inhibition during PS as electrical stimulation of DPGi induces inhibition of A6 neurons
and enhances PS (Ennis and Aston-Jones, 1989; Kaur et al., 2001). Furthermore, there is a close time-
correlation between DPGi and A6 activities: DPGi PS-on neurons start to increase their firing rate about 15 s
before PS onset (Goutagny et al., 2008), whereas A6 noradrenergic WK-on neurons stop firing 10-20 s
before PS onset (Aston-Jones and Bloom, 1981a; b; Gervasoni et al., 2000). As a consequence the transition
from SWS to PS would require DPGi activation in order to completely silence noradrenergic cells. The
inactivation of all noradrenergic groups is critical as a recent study suggested that PS inhibitory effect of
noradrenalin and adrenalin would arise from A1/C1, A2 and A5 rather than A6 (Leger et al., 2009). Given
all these results, we hypothesize that DPGi could inhibits in a synchronized manner all noradrenergic and

adrenergic neurons allowing then PS genesis. To test this hypothesis, it would be of great interest to perform
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a retrograde multiple-labelling study to see if some DPGi neurons send collateral projections to at least two

noradrenergic/adrenergic groups as it was demonstrated for LC and dorsal raphe nucleus (Lee ef al., 2005a).

Another interesting result in this study is the fact that the injection of clonidine hydrochloride (alpha-
2 adrenoreceptor agonist) in the DPGi selectively affects PS by increasing PS-latency and decreasing PS-
episode duration. This result means that a reciprocal interaction would exist between DPGi and one (or
more) noradrenergic/adrenergic groups. Anatomical study of the catecholaminergic system showed that
DPGi contains a few scattered DBH fibers (dopamine B-hydroxylase, noradrenaline/adrenaline synthesising
hormone) (Swanson and Hartman, 1975; Kalia et al., 1985). This reciprocal interaction would be inhibitory
in nature as clonidine appeared to inhibits DPGi neurons (inhibition of PS), and inhibition of DPGi leads to
an activation of noradrenergic/adrenergic neurons. Such an interaction would participate in the classically

observed rapid and complete transition from on state to another (Gervasoni et al., 2004; Saper et al., 2010).

CONCLUSION

This study revealed for the first time that a common pathway originating from DPGi could be
responsible for the down regulation of noradrenergic/adrenergic neurons during WK and SWS and their
complete inhibition during PS. The down regulation of these neurons during WK would allow their
activation depending on the situation the animal has to face, whereas their total silencing during PS would

prevent aberrant transition from PS to WK.

MATERIALS AND METHODS

All experiments were conducted in accordance to the French and European Community guidelines
for the use of research animals and approved by the institutional animal care and use committee of the
University of Lyon 1. Sprague-Dawley male rats were housed individually in recording barrels under a
constant 12 h light-dark cycle (light on at 08:00). Room temperature was maintained at 21 + 1°C, and

standard rodent food and water were available ad libitum throughout the experiment.

Surgery
Cannula implantation

Rats (290-300g), Charles River, France) were implanted for cannula injection inside the DPGi
(anteroposterior bregma () - 12 mm, mediolateral B + 0 mm, dorsoventral - 7.8 mm from the brain surface).
For this purpose, rats were anesthetized with a Ketamin/Xylazin mix (100 mgkg' and 10 mgkg’
respectively, i.p.) and mounted in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments, CA). Following incision of
the scalp, a hole was drilled in the skull and a guide cannula (Plastics One Inc., CT) was lowered inside the

brain down to 2.6 mm above the targeted area (cannula used are 2.6 mm longer than the guide cannula).
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Cannula was then cemented to the skull using acrylic cement (Superbond, Sun Medical Co. Ldt., Japan) and
dental cement (Paladur, Heraeus Kulzer, Germany).
EEG/EMG implantation

All the rats used in this study were implanted for -electroencephalographic (EEG) and
electromyographic (EMG) recordings. As previously described (Verret et al., 2005; Verret et al., 2006; Sapin
et al., 2009), four stainless-steel screws (Anthogyr, France) were inserted over the frontal (AP  + 3 mm, ML
B + 1 mm), parietal (AP B - 4 mm, ML B + 3 mm), occipital (AP B - 8 mm, ML B + 3 mm) and cerebellar
(AP B - 12 mm, ML B + 2 mm) cortices. Two gold-coated electrodes were also inserted into the neck
muscles in order to record EMG activity. All EMG and EEG electrodes were than fixed to the skull using
acrylic cement (Superbond) and connected to a miniature plug (Plastics One Inc.) that was cemented using

dental cement (Paladur).

Pharmacology

Animals were allowed to recover for 5 days after the surgery and were then handled daily for at least
15 min during one more week to minimize non-specific stress. 0.3 pL of muscimol (GABAa receptor
agoniste, 1 ug.uL”" in NaCl; Sigma-Aldrich, MO), clonidine hydrochloride (alpha-2 adrenoreceptor agoniste,
0.53 pg.uL™" in NaCl; Tocris Bioscience, UK) or NaCl (0.9%) were injected at the rate of 0.1 pL.min™ using
an Hamilton syringe (Hamilton, Swiss) connected to the cannula with the appropriate polyethylene tubing
(Plastics One Inc.) and inserted into a micro-pump (New Era Pump System, NY). Injection sessions started
at 9:00 am. Cannula was lowered down the brain and left in place 5 min before and 5 min after the injection.
At the end of the injection session, animals were immediately put back in their cage and vigilance states were
recorded during 8 h. All drugs were stored at final concentration at - 20 °C and one new batch was used for
each injection session. Two injections were spaced by at least 3 days and the sequence of drug injections was

randomized.

Polygraphic recordings

Rats were connected to a cable attached to a rotating connector (Plastics One Inc.) to allow free
movements of the animal within its cage. EEG and EMG signals were first amplified (MCP PLUS, Alpha-
Omega Engineering, Israel) before been collected on a computer via a CED interface using Spike2 software
(Cambridge Electronic Design, UK). For all animals, the same amplifications were used and each animal
remained in the same box during the entire experiment. Sampling frequency for polygraphic recordings was

250.8 Hz.

Perfusion, fixation and section

Rats were sacrificed 3 h after injection of either muscimol or NaCl in the DPGi. Under profound
pentobarbital anesthesia (Ceva santé animale, 150 mgkg”, i.p.), rats were transcardially perfused with
Ringer’s lactate solution containing 0.1 % heparin, followed by 500 ml of a fixative solution composed of 4

% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (PB, pH 7.4). Brains were removed and stored at 4 °C for 1
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night in the fixative solution and then for 3 days in 30 % sucrose in 0.1 M PB. Brains were then rapidly
frozen in methyl-butane cooled with dry ice and 30 mm thick coronal sections were cut on a cryostat
(Microm, France). Free-floating sections were collected and stored at - 20 °C in a cryoprotectant solution

(Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010; Clément et al., 2011).

Immunohistochemistry

As previously described (Boissard et al., 2002; Verret et al., 2005), brain sections were successively
incubated in (i) a rabbit anti-serum to ¢c-FOS (1:10,000; Merck, Germany) in PBST-Az (PBST containing 0.1
% of azide) for 3 days at 4°C; (ii) a biotinylated goat anti-rabbit IgG solution (1:1,000; Vector Laboratories,
CA); and (iii) an ABC-HRP solution (1:1,000; Elite kit, Vector Laboratories) both for 90 min at room
temperature. Finally, the sections were immersed in a 0.05 M Tris-HCI buffer (pH 7.6) containing 0.025%
3,3'-diaminobenzidine-4 HCI (DAB; Sigma-Aldrich), 0.003% H,0, and 0.6 % nickel ammonium sulphate.
Three washes of 10 min were performed between each step. The c-FOS stained sections were then incubated
the following day in either a goat polyclonal antibody to hypocretin (1:5,000; Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA), either a rabbit anti-serum against tyrosine hydroxylase (TH) (1:5,000; Institut de Biotechnologies
Jacques Boy, France) or a mouse monoclonal antibody against serotonin (5-HT) (1/300,000, generated by Y.
Charnay, (Leger et al., 1998) in PBST-Az over 3 days at 4°C. Amplification steps were similar to those
above but revelation was performed in DAB solution without nickel. Finally, the sections were mounted on

slides, dried and coverslipped with DePex.

Analysis of sleep-wake data
Quantification of sleep-wake cycle

Sleep-wake cycle was analysed during 8 h following pharmacological treatment. Vigilance states
were scored by 5 sec epochs using a homemade script developed for Spike2 software. State classification
was done by visual examination of polygraphic signals and the help of a sliding window showing the EEG
power spectrum analyzed during the same 5 sec epoch by fast Fourier transform. Wake was characterized by
desynchronized (activated) low-amplitude EEG accompanied by a sustained EMG activity; SWS was
distinguished by high-voltage slow waves (1.5 - 4.0 Hz) and spindles (10 - 14 Hz) and the disappearance of
phasic muscle activity. The occurrence of muscle atonia with a regular and pronounced theta rhythm (4 - 9
Hz) characterized PS. We then calculated the quantities, percentages, numbers and duration of bouts for each
vigilance state.
Wake and SWS spectral analysis

Spectral analysis for the characterisation of SWS and WK was done on frontal EEG signals. For
WK, we analysed the 2nd and 3rd hours following muscimol and NaCl injections, whereas for SWS, only 1
h starting at the first SWS-episode after injection was analysed. For these two analyses, we first removed
from analysis 20 sec apart each transition in order to have “pure” states. Then, for each 5 sec epoch of the
considered state, a power spectrum was calculated by fast Fourier transform (0.24 Hz bin, from 0.6 Hz to

120 Hz) before being normalized. Finally a mean of all individual normalized spectra across the analysis
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period was created. For each frequency band (delta, 0.5 - 4.6 Hz ; theta, 5.1 - 8.9 Hz ; sigma, 9.9 - 14 Hz ;
beta, 15 - 30 Hz ; gammal, 39.9 - 48.1 Hz ; gamma?2, 51.9 - 120 Hz), its normalized power was calculated.

These normalized data were compared between experimental groups.

Analysis of histological labelling

For the analysis of TH neurons expressing c-FOS after pharmacological treatment, 9 sections taken
at 600 um intervals from 3 - 8.8 mm to 3 - 14.2 mm were analyzed for the adrenergic and noradrenergic
groups, and one section at § - 6 mm for the dopaninergic groups A9-A11. For the analysis of hypocretinergic
neurons, only one section taken at 3 - 2.5 mm was counted. Drawings of double-labeled hemi-sections were
made with an Axioscope microscope (Zeiss, Germany) equipped with a motorized X—Y-sensitive stage and a
video camera connected to a computerized image analysis system (Mercator; ExploraNova, France). The
number of single and double labeled neurons per structure was automatically counted and exported using
Mercator (ExploraNova). When a structure was present on several sections the neurons counted on all
sections were summed.

The denomination of the noradrenergic and adrenergic groups followed the classical nomenclature
(Dahlstrom and Fuxe, 1964; Leger et al., 2009). The Al and A2 groups are located in the ventrolateral
medulla and caudal commissural solitary tract nucleus respectively. Included in our counts are the adrenergic
neurons of the C1 group, as a rostral continuation of the noradrenergic A1 group, from the rostral pole of the
lateral reticular nucleus to the caudal pole of the facial nucleus. Therefore this group was denominated as
A1/C1. Similarly, A2 and C2 neurons were pooled in the same A2/C2 group. The A4 group, composed of a
very limited number of noradrenergic cells located along the ventral surface of the cerebellum, was not
considered in this study. The A5 group is just lateral to the superior olivary complex. The A6 group
corresponds to the LC and its neurons are virtually all NA. The A7 group, representing the most rostral
noradrenergic group, is located in the lateral pontine reticular formation, just ventral to the Kolliker-Fuse
nucleus. Finally, subCD group corresponds to noradrenergic cells located beneath A6 and can expend

ventrally along the motor pool of the V.

Statistical analysis

Because of the number of animals used in each experiment (n=8 in maximum), we only used non-
parametric tests. The number of labeled neurons across experimental conditions was compared using a
Mann-Whitney test. The effects of pharmacological treatments on the sleep-wake cycle (quantities, latencies,
power spectra etc.) were analysed with a Wilcoxon signed rank test. All statistics were performed using

StatView software and a significant effect was considered for all p <0.5.

LEGENDES

Abbréviations:
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Abbreviations: 4N, trochlear nucleus; 4V, 4™ ventricle; 7N, facial nerve; 12N, hypoglossal nucleus; Al, Al
noradrenergic group; A1/Cl, area with mixed noradrenergic and adrenergic neurons; A2, A2 noradrenergic
group; A2/C2, area with mixed noradrenergic and adrenergic neurons; A5, A5 noradrenergic group; A6, A6
noradrenergic group; A7, A7 noradrenergic group; A9, A9 noradrenergic group; A10, A10 noradrenergic
group; All, All noradrenergic group; Amb, ambiguus nucleus; Aq, aqueduct; C3, C3 adrenergic group;
CGPn, central gray of the pons; DPGi, dorsal paragigantocellular reticular nucleus; DTg, dorsal tegmental
nucleus; DpMe, deep mesencephalic nucleus; DR, dorsal raphe nucleus; f, fornix; Gi, gigantocellular
reticular nucleus; GiV, gigantocellular reticular nucleus, ventral part; icp, inferior cerebellar peduncle; ic,
internal capsule; 10, inferior olive; Ifp, longitudinal fasciculus of the pons; LPB, lateral parabrachial nucleus;
LVe, lateral vestibular nucleus; Md, medullary reticular nucleus; me5, mesencephalic trigeminal tract; mlf,
medial longitudinal fasciculus; MnR, median raphe nucleus; Mo5, motor trigeminal nucleus; MPB, medial
parabrachial nucleus; mt, mammillothalamic tract; MVe, medial vestibular nucleus; opt, optic tract; PCRt,
parvicellular reticular nucleus; Pn, pontine nuclei; PnC, pontine reticular nucleus, caudal part; PnO, pontine
reticular nucleus, oral part; Pr, prepositus nucleus; Pr5, principal sensory trigeminal nucleus; py, pyramidal
tract; RMg, raphe magnus nucleus; scp, superior cerebellar peduncle; SLD, sublaterodorsal tegmental
nucleus; SNC, substantia nigra, compact part; SNR, substantia nigra, reticular part; Sol, nucleus of the
solitary tract; sp5, spinal trigeminal tract; Sp5SI, ;Sp50, spinal trigeminal nucleus, oral part; SpVe, spinal
vestibular nucleus; SupO, superior olive; Tz, nucleus of the trapezoid body; VLPAG, ventrolateral

periaqueductal gray.

TH+ TH/c-FOS+ % TH/c-FOS+ vs TH+
n NaCl Muscimol NaCl Muscimol
Alct 5 1104+7.6 13.0 £ 46 0935 + 6.6 * 11.6 £ 3.7 79.6 + 30 *
<CA2/C2 4 52.6+5.3 83 + 24 340 + 43 * 144 £ 42 75.6 + 93 *
L A5 3 45.0+2.0 98 £ 2.1 320 + 38 * 213 £ 4.5 75.1 + 10.5%
S
£A6 3 221.84159 21.0 £+ 9.6 174.8 + 20.8* 103 £ 4.7 714 + 28 %
A7 1 20.6+1.5 1.3 £ 0.6 135 + 22 % 51 £ 2.5 75.0 + 5.1 *
C3 2 13.1+1.1 08 £ 03 1.5 + 1.0 7.1 £ 2.6 10.7 + 6.8
o All 1 13.6+1.6 1.5 £ 0.9 1.3 + 0.9 104 + 5.7 14.0 + 12.1
E A9
g(SNR) 1 40.0+6.3 20 £ 0.7 1.8 + 1.1 52 £ 22 44 + 29
A9
§(SNC) 1 173.5+11.9 50 £ 13 5.3 + 1.9 26 £ 07 34 + 1.2
A10 1 427.6+33.2 135 £+ 29 11.0 + 0.7 28 £ 0.5 2.8 + 0.1

Table 1. Number of TH singly and TH/c-FOS double labeled neurons 3 h after NaCl and muscimol
injections in the DPGi

Number (mean + sem) of TH+ and TH/c-FOS+ neurons counted on a total of 11 sections from bregma - 6
mm to bregma - 14.2 mm in NaCl or muscimol treated animals (n=4 in each group). The number of counted

section for each structure is reported is the column n. As no difference was seen for TH+ neurons, values are
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the mean for all 8 animals. The percentages of TH/c-FOS+ neurons over TH+ ones are also reported for each

group. * indicates p < 0.05 when compared to NaCl.
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Figure 1. Localization of injection sites within the DPGi.
For each animal, the targeted area was verified at the end of the protocol. A, Example of a DPGi injection
site on a neutral red counterstained section. Tip of the cannula is indicated by a black arrow. B, Location sum

up of all injection sites used in this study. Adapted from Paxinos and Watson Rat Brain atlas, 5" edition.

142



>

sp f P
@ |
< L |
S I LY
0 3 5 6 7 8
Time post injection ()
o sp -y - n
= |
Q
) SWS 1
z I [T
0 1 2 4 5 6 7 8
Time post injection (h)
30 100 140
i _ *
Tas £n * * 2120 *
2 E 8 E
£ = &
) * z 7 =100
2 2 60 1 =
15 E 50 £
§ 10 * 3; 2 g’ I
3 o 30 40
N = 20 ¥
E @ F
10
0 0 0
0 &, 4. 6 8 o 2 4 6 0 2 4 6
Time post injection (h) Time post injection (h) Time post injection (h)
20 g 100 350 *
i ¢
Ze 2 9% ;
'E 16 % 80 . % * :;D(l
B * 57 * ¢ 2250 ok
w12 * ; 60 —E- 200:
=0 Z 50 P
T 8 S 40 ! g 150
% 6 530 =0
4 S 20
Z 2 ER i
o 0 0
0 2t 4. 6 H [} 8 SWS PS
Time post injection (h)
By 523 80 5
s * = E160
g6 22 E
g4 kel @120
z 12 * = 15 ; 100
= ! “ 2 g0
£ & 4 oo
£06 5 g
Eo4 = 0 a0
202 R
=g 0 .
8 o 8 NaCl Muscimol

2 - 5: 2o .S 6
Time post injection (hy Time post injection (h)

Figure 2. Muscimol inhibition of the DPGi induces waking and suppresses PS.

A, Hypnograms representing the sleep-wake cycle following control (NaCl) or muscimol injections in the
DPGi for one representative animal. B-F, Group data illustrating the effects of muscimol (in black) or NaCl
(in grey) applications in the DPGi on: PS, SWS and WK quantities (B), number of PS and SWS episodes
(C), duration of PS and SWS episodes (D). PS and SWS latency are represented in E and the duration
between the first SWS episode and the first PS episode is given in F (n=8 in each group). Values are mean +

sem, * indicates p < 0.05 compared to NaCl values.
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Figure 3. WK and SWS spectra are altered by muscimol injection in the DPGi.

Representatives EMG (top) and EEG (bottom) traces during WK (A) and SWS (B) following NaCl or
muscimol treatments. C-F, EEG power spectral analysis of WK during the 2™ hour following injection (left
panel) and of SWS during one hour starting at the first SWS episode after injection (right panel). The
average power densities in delta, theta, beta and sigma bands for WK and SWS are represented respectively

in E and F (n=8 in each group). Values are mean + sem, * indicates p < 0.05 compared to NaCl values.
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Figure 4. Localization of noradrenergic and adrenergic neurons expressing c-FOS after muscimol
application in the DPGi.

Rats were sacrificed 3 h after NaCl (left panel) or muscimol (right panel) injection in the DPGi. TH singly
labeled neurons (grey dots) and TH/c-FOS double labeled neurons (red dots) were then mapped on 11
coronal hemi sections. Only some of the levels counted for this study are represented. The anteroposterior

location is indicated in the bottom left corner of each level (in mm from bregma).

Figure 5. Noradrenergic and adrenergic neurons strongly express c-FOS after muscimol inhibition of
the DPGi.

Combined immunohistochemistry of TH (brown cytoplasmic staining) and c-FOS (black nuclear staining) in
A6 after NaCl treatment (A), and in A6 (B), A5 (C) and A1/C1 (D) after muscimol treatment. Black arrows
indicate double labeled neurons whereas black arrowheads and double arrowheads indicate TH singly and c-

FOS singly labeled neurons respectively. Scale bars, 100 um for A, B and 50 um for C, D.
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Figure 6. Hypocretinergic and serotoninergic neurons are respectively relatively and no activated by
muscimol inhibition of the DPGi

A, Mapping of hypocretinergic neurons expressing ¢c-FOS (red dots) or not (grey dots) 3 h after application
of either NaCl (top) or muscimol (bottom) in the DPGi. Rostrocaudal localization is indicated in the bottom
left corner (in mm from bregma). The black rectangle indicates the area illustrated by the picture in C. B,
Double staining for 5-HT (brown cytoplasmic staining) and c-FOS (black nuclear staining) at the level of the
dorsal raphe nucleus (DRN). Black rectangle is enlarged in B1. C, Double staining for HCRT (brown
cytoplasmic staining) and c-FOS (black nuclear staining) in the lateral hypothalamus (LH). Black rectangle
is enlarged in C1. Black arrows indicate double labeled neurons. Black arrowheads indicate 5-HT (or HCRT)
singly labeled neurons and double arrowheads indicate c-FOS singly labeled neurons. Scale bars, 400 pm for

B 100 pm for C, B1 and 50 pm for C1.
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Figure supplémentaire 1: Localisation des neurones TH+ et TH/c-FOS+ aprés application de NaCl ou
de muscimol dans le DPGi

Un animal représentatif de chaque condition a été représenté. Les points gris correspondent aux neurones c-
FOS+ et les rouges aux neurones TH/c-FOS+. La localisation rostrocaudale de chaque section (en mm par
rapport au bregma) est indiquée en haut de chaque niveau.

Abréviations : 3N, noyau occulomoteur ; 7N, noyau du nerf facial ; Al, groupe noradrénergique Al ; A2
groupe noradrénergique A2 ; A5 groupe noradrénergique A5 ; A6 groupe noradrénergique A6 ; A7 groupe
noradrénergique A7 ; C1 groupe adrénergique C1 ; C2 groupe adrénergique C2 ; C3 groupe adrénergique
C3; CGPn, substance grise pontique ; DPGi, noyau réticulé paragigantocellulaire dorsal ; DpMe, noyau
réticulé mésencéphalique profond ; DTg, noyau tegmental dorsal ; g7, genoux du nerf facial ; Gi, noyau
gigantocellulaire ; LPB, noyau parabrachial latéral ; mlf, faisceau longitudinal médian ; MnR, noyau du
raphé médian ; MPB, noyau parabrachial médian ; PAG, substance grise périaqueducale ;PCRt, noyau
réticulé parvocellulaire ; Pn, noyau pontique ; PnC, noyau pontique, partie caudale ; PnO, noyau pontique,
partie rostrale ; Pr, noyau prépositus; py, pyramidal tract; SC, colliculus supérieue ; scp, pédoncule
cérébelleux supérieur ; SLD, noyau sublatérodorsal ; SNC, substance noir, zone compacte ; SNR, substance
noir, zone réticulée ; Sol, noyau du faisceau solitaire ; sp5, faisceau trigéminal spinal ; VTA, aire tegmentale
ventrale.
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Résumé des principaux résultats obtenus

L’objectif général de cette thése consistait a mieux caractériser certaines populations clefs
impliquées dans la régulation du sommeil paradoxal, tant du point de vu de leur nature neurochimique que de
leurs interconnections fonctionnelles. Pour cela, nous avons combiné plusieurs approches complémentaires :
neuroanatomie fonctionnelle, polysomnographie et pharmacologie. Les principaux résultats obtenus sont
récapitulés ci-dessous.

Nous avons tout d’abord démontré, pour la premicre fois, la nature glutamatergique des neurones
SP-on du SLD connus pour étres responsables de la mise en place de I’atonie musculaire et de ’activation
corticale lors du SP. Ce résultat tend a clore de maniére définitive la question de la nature neurochimique de
ces neurones qui restait en suspend depuis pres de 50 ans.

Si I’implication de ces neurones dans la mise en place de 1’atonie musculaire lors du SP fait
consensus, deux théories s’affrontent quand aux mécanismes par lesquels ils induisent 1’hyperpolarisation
des motoneurones. Notre étude préliminaire concernant la localisation des neurones glycinergiques activés
lors d’une hypersomnie de SP, et donc susceptibles d’intervenir dans I’inhibition des motoneurones spinaux
au cours de cet état, tend a soutenir I’hypothése classique selon laquelle 1’atonie musculaire est générée par
I’activation de neurones glycinergiques bulbaires, et non spinaux comme proposé a plusieurs reprises.

Nous nous sommes également particuliérement intéressés aux mécanismes ayant lieu en amont du
SLD et qui permettent sa régulation (et donc la mise en place du SP). Pour cela, nous avons étudié le
contrdle des neurones GABAergiques SP-off de la VLPAG/dDpMe. Nous avons montré que cette région
recoit des afférences de nombreuses structures cérébrales mais que seules la LH, la ZI et la PAG contiennent
un nombre significatif de neurones afférents spécifiquement actifs durant une privation et/ou une
hypersomnie de SP. Parmi ces régions, nous nous sommes ensuite focalisés sur la LH qui représente
I’afférence majeure activée lors du SP. Nous avons alors mis en évidence que la moitié de ces afférences
activées en SP est composée de neurones 8 MCH. Nous avons également démontré que ’inactivation de la
LH induit un état de type-SL avec une disparition prolongée des phases de SP. En outre, cette inhibition de la
LH induit ’activation des neurones GABAergiques de la VLPAG/dDpMe projetant sur le SLD.

Enfin, de part sa projection sur la VLPAG/dDpMe, certes relativement faible comparé a la LH ou la
PAG mais trées homogene, et de part sa précédente implication dans la régulation du SP nous nous sommes
également intéressés a I’implication du DPGi dans la régulation du cycle veille-sommeil. Nous avons ainsi
mis en évidence que son inhibition par application de muscimol induit une longue et robuste phase d’éveil
attentif avec une inhibition du SP qui perdure méme lors du retour du SL. De plus, I’inhibition du DPGi
provoque I’activation de I’ensemble des systémes noradrénergiques et adrénergiques de 1’encéphale. Nous
avons donc mis en évidence 1’existence d’un mécanisme permettant 1’inhibition simultanée de 1’ensemble
des neurones noradrénergiques et adrénergiques au cours du SP.

158



Considérations méthodologiques

Dans chacun de ces travaux, la détection des populations neuronales activées lors de nos protocoles
expérimentaux ¢tait indispensable. Or, une telle analyse peut étre réalisée soit a 1’aide de techniques
d’électrophysiologie, soit grice a la détection de marqueurs moléculaires d’activation neuronale. Cette
deuxiéme solution nous a semblé plus pertinente pour cette étude car elle permet d’établir une cartographie
précise, avec une résolution cellulaire, des neurones activés suite & un comportement ou un stimulus donné.
De plus, cette technique est non invasive et autorise I’observation fine de cette activation dans I’ensemble de
I’encéphale. En outre, elle peut étre couplée a la détection d’autres marqueurs (tragage de voies et
détermination de la nature neurochimique des cellules notamment).

Nous avons choisi d’utiliser comme marqueur d’activation neuronale le proto-oncogeéne c-FOS. Bien
que son niveau d’expression ne soit pas strictement corrélé au taux de décharge des neurones (Morgan and
Curran, 1986), le c-FOS posséde de nombreux atouts. C’est est un géne d’activation précoce dont le niveau
d’expression basal relativement faible en fait un marqueur trés discriminant, et sa courte demi-vie de
seulement 40 min permet une analyse fine de sa dynamique temporelle d’activation (Stancovski et al., 1995;
Ito et al., 2005; Kovacs, 2008). De nombreuses études électrophysiologiques ont par ailleurs confirmé les
résultats obtenus avec le ¢c-FOS puisque des neurones SP-on ont été retrouvés dans le SLD (Luppi et al.,
2004), le DPGi (Goutagny et al., 2008), la LH (Hassani et al., 2009; Hassani et al., 2010) et le GiV (Sakai et
al., 1979; Siegel et al., 1979), régions connues pour contenir de nombreux neurones c-FOS+ lors d’une
hypersomnie de SP. Il en est de méme pour les régions SL-on et Ev-on avec les neurones du VLPO et les
neurones a HCRT respectivement (Szymusiak er al., 1998; Suntsova et al, 2002; Lee et al., 2005c;
Mileykovskiy et al., 2005). Enfin, ce marqueur a été utilisé par de nombreux groupes a travers le monde pour
la compréhension des réseaux neuronaux du cycle veille-sommeil (Sherin ef al., 1996; Maloney et al., 1999;
Morales et al., 1999; Maloney et al., 2000; Boissard ef al., 2002; Maloney et al., 2002; Verret et al., 2003;
Ito et al., 2005; Verret et al., 2005; Lu et al., 2006b; Morales et al., 2006; Verret et al., 2006; Leger et al.,
2009; Sapin et al., 2009; Sapin et al., 2010). Cependant, nous ne pouvons pas exclure que certains neurones
puissent étre actifs sans pour autant exprimer c-FOS. A ce propos, j’ai mentionné des travaux récents du
laboratoire montrant que les neurones du SLD projetant au noyau intralaminaire du thalamus ne sont pas c-
FOS+ lors d’une hypersomnie de SP (Valencia-Garcia, communication personnelle) alors que ces mémes
neurones avaient ét¢ montrés comme SP-on par des techniques d’électrophysiologie (Sakai et al., 1979).

Une autre critique possible est 1’utilisation de la technique de privation sélective du SP par la
méthode de la piscine qui pourrait étre source de stress pour les animaux. En effet, au cours d’un autre travail
réalisé au cours de ma these, mais non présenté dans ce manuscrit, nous avons pu mettre en évidence qu’une
exposition bréve de 30 min a ces conditions de privation induit bien un état de stress chez I’animal, avec
notamment une augmentation forte et significative des concentrations plasmatiques de corticostérone
(Clément et al., 2010). Toutefois, apres 3 jours de privation, les niveaux de corticostérones reviennent a un
niveau basal (Ravassard et al., 2009; Clément et al., 2010; Renouard et al., 2010). On peut donc penser
qu’un tel environnement est source de stress pour les animaux en début de protocole mais qu’ils s’y
habituent ensuite rapidement. On ne peut cependant pas exclure la présence d’un stress chronique tout au
long de cette expérience, et donc ’activation de certains neurones liés a cet état dans la condition PSD.
Malgré cet inconvénient, cette méthode de privation est la seule permettant de visualiser les circuits
neuronaux impliqués dans I’inhibition du SP puisque dans ce paradigme expérimental, c’est le rat lui-méme
qui inhibe la mise en place du SP pour empécher sa chute dans I’eau. En ce qui concerne le groupe
comportemental réalisant une hypersomnie de SP suite a une telle privation, les animaux sont sacrifiés le
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plus tardivement possible par rapport a la fin de la privation afin de limiter au maximum tout marquage
potentiellement du a la privation.

Enfin, il est nécessaire d’étre conscient des limites inhérentes a 1’utilisation de la pharmacologie.
Outre I’aspect invasif de la méthode, il n’est pas aisé de connaitre avec précision la taille de I’aire cérébrale
affectée par la substance injectée. En effet, celle-ci dépend de nombreux parametres comme le volume
injecté, 1’organisation histologique de la région visée, mais également la nature de la substance
pharmacologique et son affinité pour son récepteur. De plus, la spécificité des molécules appliquées est
également a prendre en compte, notamment en ce qui concerne des aires comme la LH qui sont composées
de nombreux types cellulaires différents.
Cependant, certaines observations nous permettent tout de méme d’estimer 1’étendue du site d’injection et
nous laissent penser que les neurones affectés par nos injections sont globalement restreints aux structures
visées. En particulier, I’analyse des neurones HCRT/c-FOS+ apres injection de muscimol dans la LH montre
que l’effet du muscimol est plutét circonscrit a la LH puisque les neurones a HCRT localisés plus
médialement ne semblent pas étre inhibés (ils sont c-FOS+). De méme, 1’analyse des neurones TH/c-FOS+
semble indiquer que les injections ont été plutdt restreintes au DPGi.
La spécificité d’action des molécules utilisées représente, il est vrai, un aspect hautement perfectible de nos
travaux. En effet, nous avons choisi d’utiliser le muscimol, agoniste GABA,4, pour I’inhibition des régions
d’intérét. Tous les neurones de la zone cible sont donc hyperpolarisés, sans distinction de leur nature
neurochimique ou de leur appartenance au réseau auquel nous nous intéressons ici. Si le DPGi peut paraitre
relativement homogéne, la LH est une région extrémement hétérogeéne de part la nature et la fonction de ses
neurones. L’inhibition simultanée de populations aux fonctions opposées (MCH et HCRT notamment) induit
donc un état intermédiaire entre deux états de vigilance rendant difficile la compréhension des mécanismes a
I’ceuvre au sein de telles structures. Toutefois, 1’étude des populations neuronales exprimant le c-FOS suite a
ces injections fournit de précieuses informations permettant d’expliquer les effets observés. De plus,
I’utilisation supplémentaire de la clonidine (agoniste des récepteurs adrénergiques 02) nous a permis
d’étudier I’effet d’une inhibition plus ciblée et de conforter nos conclusions issues des injections de
muscimol.

160



Interprétation fonctionnelle

L’ensemble des résultats que nous avons pu obtenir durant cette thése s’articulent autour de deux
grands axes. Le premier s’attache aux mécanismes responsables de la mise en place du SP, et de I’atonie
musculaire en particulier. Le second vise a mieux comprendre le contrdle et la régulation de cet état. Nous
aborderons donc ces deux points de maniére successive.

SL.D et GiV : deux structures exécutrices du sommeil paradoxal

Les neurones glutamatergiques du SLD

Aujourd’hui, il est acquis que le SLD joue un rdle capital dans la mise en place du SP puisque sa
Iésion, ou son activation, provoquent respectivement la disparition (Jouvet, 1965; Sastre et al., 1981; Webster
and Jones, 1988) et I’induction de cet état (Onoe and Sakai, 1995; Boissard ef al., 2002). Nous avons
démontré que pres de 90 % des neurones du SLD c-FOS+ lors d’une hypersomnie de SP sont de nature
glutamatergique. Nous sommes assez confiants sur le fait que ces neurones c-FOS+ représentent les neurones
spécifiquement actifs lors du SP (SP-on). Comme nous I’avons déja rappelé, de nombreux neurones de type
SP-on sont enregistrés au niveau du SLD (Sakai et al., 1979; Sakai and Koyama, 1996; Sakai et al., 2001;
Boissard et al., 2002) et de nombreux travaux ont déja suggéré une corrélation entre le caractére SP-on et
I’expression de c-FOS lors d’une hypersomnie de SP. Cette nature glutamatergique des neurones SP-on du
SLD (Figure 1) est en accord avec de nombreuses études ayant déja rapporté que ces neurones n’étaient ni
GABAergiques ni cholinergiques (Verret et al., 2005; Sapin et al., 2009). Ces résultats s’intégrent également
parfaitement : (i) aux données montrant que la libération de glutamate augmente durant le SP dans le GiV
(Kodama et al., 1998) qui regoit des afférences en provenance du SLD (Boissard et al., 2002), (ii) et au fait
que I’application d’antagonistes glutamatergiques dans le GiV bloque 1’atonie musculaire normalement
observée apres injection de carbachol au sein du SLD (Lai and Siegel, 1988).

Le GiV/GiA, seul relai du SLD pour la mise en place de I’atonie lors du SP

11 est également bien établi que de nombreux neurones glycinergiques du GiV/GiA expriment le c-
FOS lors de I’activation du SLD (Morales et al., 1999; Boissard et al., 2002) et projettent de maniere
monosynaptique sur les motoneurones spinaux (Holstege and Bongers, 1991). Leur activation provoque la
diminution du tonus musculaire (Lai and Siegel, 1991) alors que leur Iésion induit des phases de SP sans
atonie musculaire (Holmes and Jones, 1994).

Il apparait donc clairement que les neurones glutamatergiques SP-on du SLD sont responsables de
I’activation des neurones glycinergiques du GiV/GiA qui induisent a leur tour I’hyperpolarisation des
motoneurones (Figure 1). En effet, I’hypothése d’une activation directe par le SLD de prémotoneurones
glycinergiques localisés dans la moelle épiniere elle-méme n’est pas soutenue par nos résultats. Bien que
préliminaires, ceux-ci tendent a démontrer que peu de neurones glycinergiques c-FOS+ sont observés au sein
de la moelle épiniére lors d’une hypersomnie de SP fragilisant ainsi cette hypothése. Méme dans
I’éventualité ou le c-FOS ne permettrait pas un marquage total des neurones activés durant le SP, une telle
hypothése se heurte a deux autres arguments.
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Tout d’abord, les neurones SP-on du SLD sont excités antidromiquement par une stimulation é€lectrique du
GiV/GiA mais pas de la moelle épinicre. Cette derniére regoit par contre des projections de neurones du SLD
dont I’activité unitaire n’est pas corrélée au SP (Sakai et al., 1981). Ces résultats démontrent ainsi que les
neurones SP-on du SLD projettent bien sur le GiV/GiA mais pas sur les motoneurones spinaux. Cette
conclusion est supportée par nos observations montrant que les neurones glutamatergiques SP-on du SLD
sont plutét de petite taille, ce qui tend a diminuer la probabilité de projections a longue distance (Clément et
al., 2011).

De plus, une Iésion du GiV/GiA laissant les fibres de passage intactes rétablit le tonus musculaire lors du SP
(Holmes and Jones, 1994), et I’atonie normalement induite par 1’injection de carbachol dans le SLD est
supprimée par 1’application d’antagoniste glutamatergique au niveau du GiV (Lai and Siegel, 1988). Tous
ces arguments sont donc en défaveur d’un réle direct du SLD sur la moelle €piniere puisque dans un tel cas,
I’atonie observée durant le SP ne devrait pas étre tributaire de 1’intégrité du GiV/GiA.

Si le GiV/GiA apparait comme « LA » structure relai du SLD pour I’hyperpolarisation des
motoneurones spinaux, certaines études suggerent qu’il pourrait en €tre autrement pour les motoneurones
craniens. Notamment, une étude récente du laboratoire montre que le noyau paragigantocellulaire latéral
(LPGi), sur lequel se projette de nombreux neurones SP-on du SLD, contient des neurones SP-on qui
projettent sur le noyau moteur du nerf facial (Siriex, 2011). Or nous avons montré que 61 % des neurones
SP-on du LPGi sont glycinergiques. Par conséquent, la contribution de ce noyau a I’hyperpolarisation des
motoneurones craniens reste a déterminer de maniére plus précise.
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Figure 1 : Modéle permettant d'expliquer le maintien du sommeil paradoxal
Les populations représentées en orange sont des populations SP/Ev-on, en rouge des SP-on, en bleu des SL-on
et en noir des Ev-on ou SP-off. La nature neurochimique des neurones est également indiquée pour chaque
population. Les populations inactives sont entourées en pointillés alors que celles actives le sont d'un trait
plein. Les projections dessinées en pointillés représentent des connections inhibitrices alors que celles en trait
continu et se terminant par une fleche sont excitatrices.
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Les neurones SP-on du GiV/GiA sont glycinergiques et GABAergiques

Dans les paragraphes précédents, nous avons uniquement mentionné la nature glycinergique du
GiV/GIA. En effet les données historiques démontraient que I’hyperpolarisation des motoneurones résultait
de la libération de glycine (Chase et al., 1989). Toutefois, aprés le méme protocole expérimental
d’hypersomnie de SP, 78 % des neurones c-FOS+ du GiV sont glyt2+, et 88 % sont gad67+ (Sapin et al.,
2009). Cela implique donc qu’une majorité de neurones c-FOS+ et donc SP-on du GiV sont de nature
glycinergique et GABAergique (Figure 1). Une telle conclusion est corroborée par les résultats de Kodama
et al. qui montrent une augmentation concomitante de glycine et de GABA au sein de la moelle épiniére lors
de la stimulation cholinergique ou électrique du SLD (Kodama et al., 2003).

Les neurones SP-on du SLD et ’activation corticale

Dans le modele du laboratoire permettant d’expliquer le SP, les neurones du SLD seraient également
responsables de [’activation corticale via leurs projections sur les noyaux intralaminaires du thalamus
(Boissard et al., 2002; Fort et al., 2009; Luppi et al., 2011). Nos données suggerent donc que ces neurones
seraient de nature glutamatergique (Figure 1).

En effet, il a été démontré que de nombreux neurones glutamatergiques du SLD augmentent leur taux de
décharge progressivement au cours du SL pour devenir maximum durant le SP (Boucetta and Jones, 2010).
De plus, de nombreux neurones SP-on du SLD projettent directement sur les noyaux intralaminaires du
thalamus (Sakai ef al., 1979; Sakai and Koyama, 1996; Sakai et al., 2001; Boissard ef al., 2002).

I1 est intéressant de noter qu’en plus des neurones SP-on, le SLD contient également des neurones de type
éveil/SP-on dont la fréquence de décharge est corrélée a ’activation corticale (Sakai et al., 1979; Sakai and
Koyama, 1996; Sakai ef al., 2001; Boissard et al., 2002). Il a en outre été montré que le SLD contient des
neurones probablement glutamatergiques qui déchargent en association avec 1’activation corticale induite par
une stimulation chez le rat anesthésié. L’augmentation de 1’activité¢ unitaire de ces neurones précede
I’accélération de I’EEG, ce qui suggere que ces neurones pourraient jouer un rdle dans 1’activation corticale
(Boucetta and Jones, 2009).

Nous pensons que les neurones qui expriment ¢c-FOS aprés hypersomnie de SP correspondent aux

neurones SP-on et que les neurones de type éveil/SP-on ne sont pas c-FOS+. En effet, aprés 3 h d’exposition
a un nouvel environnement (et donc 3 h d’activation corticale), le nombre de neurones c-FOS+ au sein du
SLD ne semble étre augmenté par rapport a la condition controle (animaux non perturbés).
L’ensemble de ces données nous ameéne donc a penser que les neurones glutamatergiques SP-on du SLD
pourraient jouer un rdle dans I’activation corticale au cours du SP. Toutefois, d’autres populations
neuronales pourraient également intervenir, qu’elles soient présentes au sein du SLD ou non. En effet, les
deux études citées ci-dessus (Sakai et al., 1979; Sakai and Koyama, 1996; Sakai ef al., 2001; Boissard et al.,
2002; Boucetta and Jones, 2009) rapportent que des neurones de types SP-on sont également retrouvés dans
le LDT (juste dorso-rostralement au SLD), structure dans laquelle nous observons également des neurones c-
FOS/vglut2+ aprés hypersomnie de SP (Clément et al., 2011). Il est donc possible que la région
immédiatement rostrodorsale au SLD (et donc contenue en partie dans le LDT) soit également impliquée
dans I’induction de ’activation corticale associée au SP. Cela serait en accord avec les données princeps qui
ont montré que les neurones SP-on projetant au thalamus sont localisés dans la partie rostrale du SLD chez le
chat (Sakai et al., 1979; Sakai and Koyama, 1996; Sakai ef al., 2001; Boissard et al., 2002). Notons
également I’hypothese de Lu et al. qui suggere que la région du précoeruleus (PC, située dans la partie la
plus latérale de la substance grise périaqueducale pontique) serait responsable de cette activation (Lu et al.,
2006b). Par conséquent des études complémentaires sont nécessaires afin de clarifier I’implication du SLD
ou de ses structures adjacentes dans le contréle de I’activation corticale lors du SP.
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Figure 2 : Modéle permettant d'expliquer les transitions SL/SP

Un rappel du modéle du maintien du SL est rappelé en A et les transitions SL/SP sont présentées en B. Les
populations représentées en orange sont des populations SP/Ev-on, en rouge des SP-on, en bleu des SL-on et
en noir des Ev-on ou SP-off. La nature neurochimique des neurones est également indiquée pour chaque popu-
lation. Les populations inactives sont entourées en pointillés alors que celles actives le sont d'un trait plein. Les
projections dessinées en pointillés représentent des connections inhibitrices alors que celles en trait continu et
se terminant par une fléche sont excitatrices.
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Les mécanismes de régulation du SP

Les mécanismes inducteurs de SP

Il est maintenant bien établi que le SLD est inhibé durant I’éveil et le SL par un tonus GABAergique
(Xi et al., 1999; 2001a; b; Boissard, 2002) provenant de neurones SP-off de la VLAPG/dDpMe (Boissard et
al., 2003; Lu et al., 2006b; Sapin et al., 2009) (Figure 2,3). Par conséquent I’inhibition de cette derniére est
indispensable a la mise en place du SP et les données obtenues pendant cette thése permettent de mieux
caractériser les mécanismes permettant cette inhibition.

Les principales afférences a la VLPAG/dDpMe activées lors d’une hypersomnie de SP sont la LH et
les différentes subdivisions de la PAG. Or, nous avons montré au cours de cette thése que les neurones SP-on
de la DMPAG et de la DLPAG sont de nature glutamatergique. Nous pensons que ces neurones pourraient
étre responsables de 1’activation des neurones GABAergiques SP-on de la VLPAG/dDpMe codistribués avec
les neurones SP-off (Figure 1). Selon I’hypothése émise par Sapin et al. en 2009, les neurones
GABAergiques SP-on et SP-off de la VLPAG/dDpMe s’inhibent mutuellement permettant ainsi
I’établissement d’un état de vigilance stable et unique. Cette hypothése est étayée par le fait que la VLPAG
contient de nombreux neurones CTb/c-FOS+ dans les conditions PSD et PSR apres injection de CTb dans la
VLPAG/dDpMe. De plus, 50 % de ces neurones sont de nature GABAergique (Sapin et al., 2009). Par
conséquent, au cours du SP, les neurones GABAergiques SP-on de la VLPAG participeraient a 1’inhibition
des neurones SP-off projetant sur le SLD (Figure 1).

Toutefois, la VLPAG n’est pas la seule structure responsable de cette inactivation et nos données
soutiennent fortement un réle majeur de 1’hypothalamus latéral (LH) dans cette inhibition. La LH est en effet
I’afférence a la VLPAG/dDpMe la plus activée lors d’une hypersomnie de SP. De plus, prés de 75 % des
neurones SP-on de la LH sont de nature GABAergique (Sapin et al., 2010) et nous avons montré que pres de
50 % des neurones SP-on de la LH projetant sur la VLPAG/dDpMe sont des neurones 8 MCH. Or, la MCH
est un neuropeptide inhibiteur (Gao and van den Pol, 2001) et il a été montré que les neurones 8 MCH sont
de nature SP-on (Hassani et al., 2009). Nos résultats démontrant que I’inhibition de la LH supprime le SP
pendant 6 h tout en induisant une activation des neurones GABAergiques de la VLPAG/dDpMe projetant sur
le SLD soutiennent cette hypotheése. Cela pourrait également expliquer que 1’application
intracérébroventriculaire de MCH augmente les quantités de SP (Verret et al., 2003).

Si le role de la LH dans I’inhibition des neurones SP-off de la VLPAG/dDpMe semble acquis, les
contributions respectives de ses différentes sous populations restent a élucider. A cet égard, I’enregistrement
unitaire des neurones SP-on de la LH révéle une différence physiologique entre les neurones MCH+ et les
neurones GABAergiques non-MCH. Si les premiers voient leur activité augmenter une fois le SP installé,
celle des seconds augmente progressivement durant les transitions SL/SP pour devenir maximale durant le
SP (Hassani et al., 2009; Hassani et al., 2010). Cela suggere que les neurones GABAergiques non-MCH
pourraient étre responsables de 1’inhibition premiere de la VLPAG/dDpMe ce qui permettrait I’entrée en SP.
A ce moment, les neurones 8 MCH deviendraient actifs et participeraient au maintien de 1’inhibition des
neurones SP-off et donc du SP (Figure 1 et 2B).

11 apparait également que la LH (et la MCH en particulier) ne modulerait pas exclusivement I’activité
de la VLPAG/dDpMe. En effet, les projections globales des neurones 8 MCH sur I’ensemble de I’encéphale
n’est pas en faveur d’une action ciblée (Bittencourt et al., 1992; Hervieu et al., 2000; Kilduff and de Lecea,
2001). De plus, nos résultats montrent que suite a 1’inhibition de la LH, une activation des neurones de la
VLPAG/dDpMe, mais également du LC et du DR est observée. Ces résultats suggérent que la LH ne serait
pas simplement responsable de 1’inhibition de la VLPAG/dDpMe mais qu’elle participerait a 1’arrét global
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des systemes d’éveil (Figure 1). Cette hypothése est étayée par les résultats montrant que la MCH inhibe
notamment les neurones du DR (Lagos et al., 2009) et que des récepteurs a MCH sont retrouvés au niveau du
TMN, du DR et du LC (Bittencourt et al., 1992; Hervieu et al., 2000; Kilduff and de Lecea, 2001). De plus,
le marquage par la neurobiotine des neurones GABAergiques SP-on de la LH révéle la présence de
nombreuses varicosités a leur abord laissant supposer 1’existence de projections locales (Hassani et al., 2009;
Hassani et al., 2010). De telles projections pourraient permettre 1’inhibition des neurones a HCRT, neurones
de type SP-off (Lee et al., 2005¢; Mileykovskiy et al., 2005), présents au sein de la LH et donc codistribués
avec les neurones 8 MCH (Figure 1 et 2B). A cet égard, il a été¢ montré que les neurones a HCRT recoivent
en majorité des projections GABAergiques (Henny and Jones, 2006). De plus I’analyse exhaustive des
afférences aux neurones &8 HCRT en provenance de trés nombreuses régions cérébrales a démontré que leur
innervation la plus dense provient de neurones hypothalamiques locaux (Yoshida et al., 2006). Enfin, il a été
démontré que les neurones a8 MCH possedent des terminaisons sur les neurones 8 HCRT (Guan et al., 2002),
que la MCH atténue dans les neurones a HCRT I’augmentation de la fréquence des PPSE et des potentiels
d’action normalement induite par I’application d’HCRTI, et que cet effet dépend du récepteur MCH-R1
(Rao et al., 2008).

L’ensemble de ces données nous améne donc a penser que la LH, par ’intermédiaire des neurones a
MCH et GABAergiques non-MCH, jouent un rdle crucial dans la mise en place du SP via I’inhibition des
structures SP-off. Une telle inhibition permettrait ainsi une activation des structures exécutrices du SP,
comme le SLD, et par conséquent la mise en place de cet état (Figure 1 et 2B). Trés récemment, une étude
clinique supporte un tel réle de ’hypothalamus dans 1’induction du SP. En effet, I’ablation d’une grande
partie de I’hypothalamus chez un patient présentant une tumeur cérébrale, a induit I’apparition de symptomes
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Figure 3 : Modéle permettant d'expliquer les transitions SP/éveil

Les populations représentées en orange sont des populations SP/Ev-on, en rouge des SP-on, en bleu des SL-on
et en noir des Ev-on ou SP-off. La nature neurochimique des neurones est également indiquée pour chaque
population. Les populations inactives sont entourées en pointillés alors que celles actives le sont d'un trait
plein. Les projections dessinées en pointillés représentent des connections inhibitrices alors que celles en trait
continu et se terminant par une fleche sont excitatrices.
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de type narcolepsie (probablement due a la perte totale des neurones 8 HCRT mesurée par la concentration
en HCRT dans le liquide cérébrospinal) avec une disparition totale du SP (Frahm-Falkenberg et al., 2011).

L’activation des neurones SP-on de la LH semble donc étre critique pour 1’induction du SP. Or, les
neurones a MCH notamment, sont inhibés par la plupart des neurotransmetteurs de I’éveil et notamment la
noradrénaline (van den Pol ef al., 2004; Bayer et al., 2005). L’arrét complet des systémes noradrénergiques
et adrénergiques est donc indispensable a 1’activation des neurones SP-on. En effet, nous avons montré que
I’application d’agoniste a2 au sein de la LH retarde ’apparition de SP et diminue ses quantités. Nos données
suggerent que le DPGi pourrait étre responsable de cette inactivation (Figure 1 et 2B) puisque son inhibition
conduit a I’activation quasi-totale de tous les systémes noradrénergiques et adrénergiques et a la suppression
du SP. De plus, I’augmentation de 1’activité unitaire des neurones SP-on du DPGi précede 1’apparition du SP
de prés de 15 sec (Goutagny et al., 2008). Or, physiologiquement, le SP apparait toujours aprés un épisode de
SL durant lequel les neurones noradrénergiques et adrénergiques sont inhibés par les neurones
GABAergiques du VLPO. De plus, il semble que 1’activité des neurones du VLPO s’arréte avant 1’apparition
du SP (Takahashi et al., 2009). Par conséquent, nous pensons que le DPGi pourrait servir de relai au VLPO
pour l’inhibition des systemes noradrénergiques et adrénergiques (Figure 2). Cette continuité dans
I’inhibition de ces systémes permettait ainsi la mise en place, ou non, du SP en fonction de 1’activation des
neurones SP-on de la LH. Afin de confirmer cette hypothese, il serait intéressant de ré-analyser les données
du laboratoire concernant 1’activité unitaire des neurones du DPGi, en se focalisant sur I’évolution de celle-ci
au cours du SL pour voir si une augmentation de leur taux de décharge peut étre observée méme si aucun
épisode de SP n’est mis en place.

Les mécanismes d’inhibition du SP

Si I’inactivation de la VLPAG/dDpMe permet la mise en place du SP, son activation devrait au
contraire induire la suppression ou la sortie de ce stade. Plusieurs mécanismes pourraient €tres responsables
de cette activation. En effet, nous montrons que les seules régions contenant des neurones afférents a la
VLPAG/dDpMe activés lors d’une privation de SP sont la PAG et la LH, cette derniére étant connue pour
contenir les neurones 8 HCRT spécifiquement actifs durant 1’éveil (Lee et al., 2005c; Mileykovskiy ef al.,
2005). Or, les neurones a HCRT ne sont pas ¢c-FOS+ chez les rats PSD (Kitka et al., 2011) et ne peuvent
donc pas correspondre aux afférences c-FOS+ que nous observons chez ces rats. Par conséquent, une
population neuronale de I’hypothalamus latéral autre que celle 8 HCRT est probablement impliquée dans
I’inhibition du SP. Or, il apparait que chez les rats PSD, une grande majorité des neurones de la LH c-FOS+
apres privation de SP sont de nature GABAergiques (Sapin et al., 2010). Ce résultat suggere que les
neurones de la LH actifs lors d’une privation de SP et projetant sur la VLPAG/dDpMe seraient probablement
de nature GABAergique. Par conséquent, ils pourraient participer a 1’inhibition des neurones GABAergiques
SP-on présents dans cette région permettant ainsi la levée de I’inhibition des neurones SP-off de cette méme
région.

En ce qui concerne les neurones a HCRT, bien qu’ils n’expriment pas le c-FOS lors d’une privation
de SP, leur stimulation optogénétique lors du SP induit de maniéere rapide la sortie de ce stade (Adamantidis
et al., 2007) et leur disparition chez les patients narcoleptiques, ainsi que chez les modeles animaux de cette
pathologie, provoque des entrées brusque en SP. De plus, la VLPAG/dDpMe contient de nombreuses fibres a
HCRT (Peyron et al., 1998) et nous avons pu confirmer durant cette thése que des neurones 8 HCRT sont
bien rétrogradement marqués apres injection de CTb dans cette structure (données non montrées). Les
récepteurs & HCRT ayant une action exclusivement excitatrice (Sakurai ef al., 1998a), nous pensons que les
neurones a HCRT pourraient exercer durant 1’éveil une stimulation constante sur les mneurones
GABAergiques SP-off de la VLPAG/dDpMe et ainsi empécher la survenue inopportune du SP (Figure 3).
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Chez les patients narcoleptiques, les attaques de cataplexie surviennent en général sous le coup d’une
émotion (généralement positive) mettant ainsi en lumiére I’existence d’un lien entre les réseaux contr6lant
I’atonie musculaire et le systéme limbique responsable de la gestion des émotions. Ce lien
« comportemental » est également retrouvé au niveau neuronal. En effet, il a été montré que le noyau central
de ’amygdale (Ce) projette sur le SLD (Boissard et al., 2003) et nous avons montré au cours de cette these
qu’il projette de maniére encore plus importante sur VLPAG/dDpMe. De plus, la voie descendante de
I’amygdale centrale sur le tronc cérébral et la PAG a été relativement bien caractérisée pour la
compréhension des mécanismes de conditionnement Pavlovien (que ces conditionnements soient aversifs ou
au contraire a renforcement positif) (Everitt et al., 2003; Pare et al., 2004) et est de nature GABAergique (Ni
et al., 1995; Jia et al., 1997; Hisano et al., 2000; Herzog et al., 2001; Jia et al., 2005). Les observations que
nous avons pu faire au cours de notre thése vont en effet dans ce sens puisque la Ce posséde de nombreux
neurones exprimant gad67 et gad65 mais pas vglutl. Ces résultats nous ameénent donc a penser que cette
interrelation entre la Ce et la VLPAG/dDpMe pourrait étre responsable des attaques de cataplexie. Sous le
coup d’une émotion trop intense, 1’activation de la Ce induirait un puissant tonus GABAergique sur la
VLPAG/dDpMe qui, en I’absence d’un tonus hypocrétinergique, se retrouverait inhibé permettant ainsi
I’activation du SLD et donc la mise en place d’une atonie musculaire (Figure 4). Toutefois, comme évoqué
par le passé, I’action de la Ce pourrait également se faire directement sur le SLD (Luppi et al., 2011).
Cependant, dans cette ¢tude, les neurones projetant sur le SLD avaient ét¢ montré comme non-GABA ce qui
avait conduit les auteurs a émettre 1’hypothése que la Ce pourrait activer directement les neurones SP-on du
SLD. Des études complémentaires sont donc nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes
responsables des attaques cataplectiques.
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Figure 4 : Modéle permettant d'expliquer les attaques de cataplexie

Les populations représentées en orange sont des populations SP/Ev-on, en rouge des SP-on, en bleu des SL-on
et en noir des Ev-on ou SP-off. La nature neurochimique des neurones est également indiquée pour chaque
population. Les populations inactives sont entourées en pointillés alors que celles actives le sont d'un trait
plein. Les projections dessinées en pointillés représentent des connections inhibitrices alors que celles en trait
continu et se terminant par une fleche sont excitatrices.
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Les résultats présentés dans ce manuscrit soulévent également 1’existence possible d’un autre

mécanisme permettant I’inhibition du SP. En effet, nous avons montré que 1’inhibition du DPGi provoque la
disparition prolongée du SP et I’activation des systémes noradrénergiques et adrénergiques. De plus,
I’application de clonidine (agoniste des récepteurs adrénergiques a2) au sein de la LH comme du DPGi
diminue les quantités de SP et retarde son apparition.
L’implication des neurones adrénergiques et noradrénergique apparait donc comme crucial pour la régulation
du SP. Toutefois, si le locus coeruleus (LC ou A6) a été la région noradrénergique la plus étudiée en ce qui
concerne le cycle-veille sommeil, il ne semble pas jouer un réle crucial dans la régulation du SP. Bien que sa
stimulation optogénétique durant le SP provoque le réveil de 1’animal, son inhibition tout comme son
activation chronique ne modifient pas de maniére significative les quantités globales de SP (Carter et al.,
2010). De plus, le nombre de neurones du LC activés n’est pas augmenté par une privation sélective de 3
jours par la méthode de la piscine (Leger et al., 2009) et I’activation de ces neurones n’anticipe pas le retour
a I’éveil aprés une phase de SP (Aston-Jones and Bloom, 1981a; Gervasoni et al., 1998; Takahashi et al.,
2010). A I’inverse, les régions A1/C1, A2 et dans une moindre mesure A5, sont activées suite a une privation
de SP (Leger et al.,, 2009). Par conséquent, 1’effet inhibiteur de la noradrénaline sur le SP serait
principalement dii a ces régions plutot qu’a A6.

D’apres nos données, ces neurones adrénergiques et noradrénergique pourraient étre responsables de
I’inhibition et de la sortie du SP via I’arrét du DPGi et des neurones 8 MCH et non via I’activation directe
des neurones SP-off de la VLPAG/dDpMe. En effet, nos données ne montrent pas d’afférences a la
VLPAG/dDpMe activés apres privation de SP en provenance des structures noradrénergiques et
adrénergiques. Par contre, il a notamment été montré que les neurones a MCH sont hyperpolarisés par ce
neurotransmetteur (Bayer et al., 2005). A I’inverse, ces mémes travaux montrent que les neurones a HCRT
sont dépolarisés en présence de noradrénaline. Cela suggére que les neurones adrénergiques et
noradrénergiques supprimeraient le SP notamment via 1’activation des neurones 8 HCRT et I’inhibition de
ceux & MCH, deux populations aux effets diamétralement opposés vis-a-vis du SP (Figure 3).

Hypothalamus latéral, neurones 8 MCH et homéostasie du SP

Comme nous 1’avons évoqué a plusieurs reprises au cours de cette these, de nombreuses données

suggerent que le tronc cérébral est nécessaire et suffisant pour permettre la mise en place du SP. Toutefois,
certains résultats de cette thése et de la littérature montrent de plus en plus que I’hypothalamus, et en
particulier les neurones 8 MCH, joue un réle important dans la régulation du SP.
En effet, I’application intracérébroventriculaire de¢ MCH provoque un doublement des quantités de SP
(Verret et al., 2003). A I’inverse, des souris KO pour la MCH montrent des quantités de SP inférieures a
leurs congénéres sauvages (Willie et al., 2008), I’injection d’un antagoniste des récepteurs MCH-R1 diminue
également le SP (Ahnaou et al., 2008) et des souris MCH-ataxine dont ces neurones dégénérent au cours du
temps montrent une altération de la récupération de SP suivant une privation douce de ce méme état (Fort,
communication personnelle). L’ensemble de ces résultats ont amené le laboratoire a émettre I’hypothése
selon laquelle la MCH interviendrait dans la régulation homéostasique du SP (Verret ef al., 2003; Peyron et
al., 2009; Luppi et al., 2011). En effet, sa position dans le réseau global responsable de la régulation du SP
en fait un candidat idéal.

Les neurones a MCH projettent sur I’ensemble de 1’encéphale et en particulier sur tous les systémes
impliqués dans la régulation de la vigilance (Bittencourt et al., 1992). De plus, ils sont localisés au sein de
I’hypothalamus ce qui leur permet d’intégrer de nombreuses informations pour permettre une régulation fine
du cycle veille-sommeil en fonction des besoins de I’individu. Par exemple, il a été rapporté que les neurones
a MCH interviennent également dans la régulation de la prise alimentaire (Qu et al., 1996). De plus, la
proximité entre le systéme a MCH et celui 8 HCRT impliqué dans la régulation de 1’éveil, tant du point de vu
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localisation que caractéristiques (SP-on vs SP-off, projections diffuses pour les deux systémes) tend a
supporter cette théorie.

Nous nous attendions donc a ce que I’inhibition de la LH, et donc des neurones a MCH, par
application de muscimol altére la régulation homéostasique du SP. Or, les résultats que nous avons obtenus
montrent clairement que I’homéostasie n’a pas ¢té altérée. En effet, 1’apparition du SP est retardée de
maniére drastique, mais plusieurs heures aprés I’injection, les animaux présentent une hypersomnie de SP
comparé aux animaux contrdles, si bien qu’a la fin des 16 h d’enregistrement ces animaux tests ont récupéré
la totalité du SP perdu au cours des premiéres heures suivant 1’injection.

Un tel résultat peut signifier deux choses : soit les neurones a8 MCH ne sont pas responsables de
I’homéostasie du SP, soit 1’inhibition de la LH par le muscimol empéche « I’expression » du besoin en SP
(c'est-a-dire la mise en place du SP) mais pas son « analyse » (c'est-a-dire I’augmentation de la pression de
SP).

Vu l’importance de I’hypothalamus dans la régulation homéostasique de nombreux parametres
physiologiques, et notamment de 1’éveil (avec les neurones a HCRT de la LH) et du SL (avec ceux
GABAergiques du VLPO), il apparaitrait logique que la régulation homéostasique du SP se fasse également
a ce niveau. Par conséquent si les neurones 8 MCH ne sont pas impliqués dans cette fonction spécifique, on
pourrait peut étre imaginer a I’instar de 1’adénosine pour le SL, un facteur hypnogéne spécifique du SP.
Toutefois, cette hypothése ne nous parait pas comme la plus probable. Nous penchons plutdt pour le fait que
I’inhibition de la LH empécherait la mise en place du SP mais pas le « décompte » du besoin en SP.

En effet, comme nous 1’avons déja rappelé, tous les neurones SP-on de la LH ne sont pas de type
MCHergiques et sont méme majoritairement GABAergiques/non-MCHergiques (MCH-) (Hassani et al.,
2009; Hassani et al., 2010). De plus, une propriét¢ fondamentale distingue ces deux populations :
I’augmentation du taux de décharge des neurones SP-on GABA/MCH- anticipe I’apparition du SP, alors que
celle des neurones 8 MCH se fait de maniére concomitante (Hassani et al., 2009; Hassani ef al., 2010). Par
conséquent, nous pensons que les neurones MCH- seraient responsables de 1’induction du SP via I’inhibition
des systemes d’éveil et de la VLPAG/dDpMe alors que les neuroens a MCH seraient quand a eux les garants
de ’homéostasie du SP (Figure 1 et 2B). Par conséquent, lors de I’application de muscimol au sein de la
LH, P’inhibition des premiers empécherait la mise en place du SP mais I’inhibition des seconds n’induirait
pas pour autant 1’arrét de ’accumulation de la pression de SP. En effet, ’inhibition de la décharge d’un
neurone n’induit pas pour autant I’arrét de toutes ses afférences ni des processus intracellulaires qui peuvent
en résulter. Un tel processus a notamment été mis en évidence in vitro : I’inhibition prolongée d’un neurone
engendre une modification de ses propriétés cellulaires le rendant par la suite d’avantage excitable
(Turrigiano et al., 1998; Turrigiano, 2008). Bien que cette hypothése soit purement spéculative et
nécessiterait d’étre testée, nous continuons de penser que les neurones 8 MCH participeraient a la régulation
homéostasique du SP mais sous une forme qui reste encore a définir.
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Perspectives

Les travaux de cette thése ont permis de mieux appréhender les mécanismes neuronaux sous-tendant
le cycle veille-sommeil et plus particulierement la mise en place et le maintien du SP. Toutefois ils ont
également soulevé certaines questions, et certaines hypothéses faites au cours de cette discussion
nécessiteront d’étre testées dans le futur. Ce sont certaines de ces perspectives que nous nous proposons de
développer ici.

Mieux controler la spécificité des populations neuronales ciblées

Les données que nos avons pu obtenir au cours de cette thése illustrent bien la nécessité de cibler de
maniere plus spécifique une population neuronale donnée. En effet, le développement de nouveaux outils
permet dorénavant de ne cibler qu’un type cellulaire permettant ainsi d’analyser de maniére spécifique le role
physiologique de chaque sous-population d’une structure donnée. Citons par exemple 1I’optogénétique qui
permet d’activer/inactiver selon un patron temporel choisi une population ciblée génétiquement comme les
neurones a HCRT, a MCH, etc. (Yizhar et al., 2011). L’utilisation de canaux ioniques issus des insectes
permet également 1’inactivation transitoire d’une population ciblée génétiquement (Abdala et al., 2010).
Enfin, le développement de nouveaux traceurs comme ceux dérivés des virus de la rage permet de ne révéler
que les afférences de la sous population choisi (par exemple les neurones GABAergiques, glutamatergiques,
etc.), mais permet également de coupler tracage de voies et modifications génétiques des afférences. Cela
permet par la suite la modulation par optogénétique de 1’activité de ces afférences uniquement (Wickersham
et al., 2007; Marshel et al., 2010).

Le controle de I’atonie musculaire par le SLD via le GiV

Afin de confirmer les travaux préliminaires obtenus au cours de cette thése, 1’injection de traceurs
rétrogrades (CTb par exemple) au sein de la moelle épiniere pourraient permettre de conforter 1’hypothese
selon laquelle I’atonie musculaire du SP passerait exclusivement par le GiV/GiA. De telles injections,
couplées a la méthode de privation/rebond, permettraient de localiser les neurones actifs lors du SP et
projetant sur les motoneurones spinaux. Nous nous attendons a ce que des nombreux neurones CTb/c-FOS+
soient observés au niveau du GiV/GiA mais pas au niveau du SLD.

Il serait également intéressant de réaliser plusieurs injections de traceurs rétrogrades (CTb et
fluorogold par exemple) a différents niveaux de la moelle épini¢re afin de déterminer si un méme neurone
glycinergique du GiV/GiA projette a plusieurs niveaux de la moelle épiniere et est activé lors du SP. Si tel
est le cas, cela pourrait expliquer I’apparition concomitante de 1’atonie musculaire au niveau de 1’ensemble
des muscles posturaux.

L’ordre séquentiel d’activation des différentes populations de type SP-on

La compréhension fine des mécanismes permettant la régulation du SP nécessite de connaitre les
relations existantes entre les différentes structures cérébrales impliquées, mais également leur interrelations.
Cette connaissance est particulierement importante pour les transitions si I’on veut comprendre la succession
des événements menant d’un stade donné a un autre. Aujourd’hui, nous connaissons relativement bien les
mécanismes permettant de maintenir un état donné puisque le maintien de celui-ci durant une longue période
permet de visualiser (a 1’aide de c-FOS par exemple) les régions activées lors de cet état. Malheureusement,
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ceci ne peut pas étre réalisé¢ sur les phases de transitions qui sont éphémeéres par nature. Les données
électrophysiologiques unitaires nous apportent bien des informations sur ces transitions, mais elles ne
concernent pour 1’heure qu’un nombre limité de populations et donnent une information subjective et
partielle. En effet, le délai entre 1’activation (ou ’inactivation) et le début (ou la fin) d’un état dépend du
choix de I’expérimentateur pour la sélection de ce début. Par conséquent, il serait extrémement intéressant de
suivre au cours du temps, et de maniére synchrone, I’évolution de I’activité de plusieurs populations
neuronales impliquées dans la régulation des états de vigilance. L’utilisation de la technique
d’enregistrement multi-unitaire multi-site permet justement une telle analyse. Dans ce cas, ’activation d’une
population n’est pas observée par rapport a un évenement subjectif mais par rapport a I’ensemble des autres
populations enregistrées. Cela permettrait de décortiquer la séquence d’activations/inactivations ayant lieu au
cours du cycle veille-sommeil et plus particulierement au cours des transitions. Cette information aiderait
certainement a mieux cerner les connections existantes entres toutes les populations neuronales impliquées.

L’implication de I’amygdale centrale (Ce) dans D’apparition des crises de
cataplexie

Nous avons émis I’hypothese selon laquelle la Ce pourrait étre responsable, via ses projections sur

les neurones de la VLPAG/dDpMe, des crises de cataplexie observées chez les patients narcoleptiques. Si
cette hypothése s’avere étre juste, I’excitation optogénétique des neurones GABAergiques de la Ce devrait
induire 1’apparition de cataplexie chez des souris HCRT KO mais pas chez des souris sauvages. L’effet
observé chez les animaux KO devrait également étre supprimé par I’application exogene d’HCRT au niveau
de la VLPAG/dDpMe. De maniére similaire, I’activation synchrone de la Ce avec [D’inhibition des
terminaisons HCRT au niveau de la VLPAG/dDpMe devrait induire chez des souris sauvages des crises de
cataplexie.
Une telle expérience est relativement aisée a mettre en place (sur le papier) étant donné que les natures
neurochimiques des populations cibles sont bien connues et permettent de restreindre de maniére certaine
I’expression des canaux photosensibles a la population cible (neurones GABA pour la Ce et neurones a
HCRT pour la LH).

L’implication des neurones 8 MCH dans la régulation de I’homéostasie du SP

Bien que les mécanismes sous-tendant 1’homéostasie du SP ne soient pas encore totalement clairs,
nous pensons que la MCH pourrait jouer un role a ce niveau. Etant donné la complexité de la LH, tant du
point de vue de la nature neurochimique des neurones qui la compose que de leurs propriétés
électrophysiologiques, il apparait indispensable de pouvoir stimuler/inhiber spécifiquement ces neurones afin
d’étudier leur role physiologique. Pour cela, I’optogénétique semble étre une méthode adaptée puisque
qu’elle permet de moduler I’activité de ces neurones a notre guise et que le ciblage des neurones a MCH est
rendu facile grace a leur nature neurochimique unique.

Si les neurones 8 MCH sont impliqués dans I’homéostasie du SP, leur inhibition aprés une privation sélective
de SP devrait bloquer I’hypersomnie de SP normalement observée. De méme, leur inhibition au cours de
I’hypersomnie devrait induire un retour a des quantités de SP contrdles.

Dans le cas ou les neurones 8 MCH sont effectivement impliqués dans I’homéostasie du SP, les mécanismes
leur permettant de quantifier les besoins de 1’organisme en SP restent a déterminer. Comme nous 1’avons
démontré au cours de cette thése, leur inhibition ne permet pas de supprimer le « décompte » de la dette de
SP ce qui semble indiquer que 1’activité des neurones a8 MCH n’est pas indispensable a celui-ci. Si tel est le
cas, leur inhibition chronique au cours d’une privation sélective de SP ne devrait pas supprimer
I’hypersomnie de SP qui suit. De tels résultats signifieraient que des modifications moléculaires pourraient

avoir lieu au sein des neurones 3 MCH méme si ceux-ci sont inhibés. Il serait alors intéressant d’étudier les
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propriétés électrophysiologiques et cellulaires afin de déterminer les modifications responsables de
I’homéostasie. A I’instar des modifications moléculaires ayant lieu lors des phénoménes de potentialisation
et de dépression a long terme, on pourrait imaginer des modifications au niveau des récepteurs membranaires
amenant une modification de I’excitabilité¢ de ces neurones et donc de leur activité permettant ainsi une
augmentation ou une diminution des quantités de SP. Il n’est cependant pas impossible que les neurones a
MCH ne soient que la « porte de sortie » de I’homéostasie du SP et qu’une population neuronale en amont de
ces derniers soit responsable de la quantification du besoin de SP.
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CONCLUSION GENERALE
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Les résultats obtenus au cours de cette thése ont donc permis de mieux comprendre les mécanismes
neuronaux impliqués dans la mise en place et le maintien du SP.

Le SLD, que I’on pensait étre la structure responsable de la gene¢se de SP apparait de plus en plus
comme 'un des derniers maillons d’une chaine complexe faisant intervenir de nombreuses structures
interconnectées les unes aux autres. Il reste toutefois un acteur majeur et crucial du SP puisqu’il est
responsable de ’activation corticale et de I’atonie musculaire caractéristiques de cet état. Cependant, nous
pensons qu’un contrdle central en provenance de I’hypothalamus permettrait de réguler les quantités de SP
en fonction du besoin de I’animal et serait donc responsable de la genese du SP via des projections
descendantes sur I’ensemble des systemes impliqués dans la régulation du cycel-veille-sommeil.
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