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Résumé

On constate actuellement un regain d’intérét pour I’étude des potentiels de champs extracellulaires
(EFP). Ce signal et les oscillations qui lui sont associées sont & la base de nombreuses études sur les
mécanismes sous-tendant des processus cognitifs au sein des réseaux corticaux. Trois principaux roéles
fonctionnels des oscillations enregistrées dans le systéme nerveux ont été proposés : i) le codage d’in-
formations spécifiques ii) la modulation des états attentionnels du cerveau, mais aussi iii) la création
d’assemblées dynamiques. Si 'intérét pour les EFP ne cesse de croitre, 'interprétation de ces signaux
demeure cependant délicate.

Je me suis intéressé aux EFP enregistrés dans les régions du néocortex, de ’hippocampe (HPC) et
de laire tegmentale ventrale (VTA) dans deux cadres expérimentaux dits “controlés” - afin de déceler des
“motifs” oscillatoires spécifiques dans les mécanismes de mémorisations d’une situation stressante d’une
part et dans les prises de décision sous incertitude d’autre part.

Nous avons dans un premier temps enregistré et analysé ’activité dans les circuits dopaminergiques
de la VTA (laire tegmentale ventrale), le PFC (cortex préfrontal) et POFC (cortex orbitofrontal) dans
un paradigme permettant d’analyser le comportement de souris dans un cadre de prise de décision sous
incertitude. Nous avons pu montrer dans un premier temps, que les circuits PFC, OFC et la VTA montrent
des séquences d’activations et de synchronisations spécifiques selon le choix de I'individu, en condition
incertaine.

Dans un second temps, je me suis intéressé & mesurer, chez 'animal éveillé, les effets que pouvait
engendrer une situation stressante sur le PFC et 'HPC en fonction de I’Age. Nos résultats mettent en
évidence que les principaux effets mesurables aux niveaux des spectres de puissances s’expliquent par
Papparition d’activités électriques de fortes amplitudes dans la gamme (7-12 Hz), dont ’apparition varie

en fonction de 1'age et du contexte (repos, stress).

Mots-clés :EFP, Analyse spectrale, Néocortex, Hippocampe, Aire tegmentale ventrale, Stress et in-

certitude.



Abstract

Currently, there is a renewed interest in studying extracellular field potentials (EFP). This signal and
the oscillations associated with it are the basis of many studies on the mechanisms underlying cognitive
processes in cortical networks. Three key functional roles of oscillations recorded in the nervous system
have been proposed : i) encoding specific information ii) modulation of attentional states of the brain, but
also iii) creating dynamic assemblies. Although the interest for EFP continues to grow, the interpretation
of these signals are sparse.

During my project I focused on the interpretation of EFP patterns under stress and uncertainty and
specifically studied neocortex, hippocampus (HPC) and the ventral tegmental area (VTA) signals in these
two experimental settings.

Firstly, we recorded and analyzed the activity in the dopaminergic circuits including the VTA, PFC
(prefrontal cortex) and OFC (orbitofrontal cortex) in a probabilistic decision-making paradigm for mice.
We demonstrated that the PFC, OFC and VTA circuit shows specific time-dependent activation sequences
depending on the anticipated choice per trial.

Secondly, I was interested to measure, in awake animals, the effects caused by stress on the PFC and
HPC signals at different ages. Our results demonstrate major effects at the level of the power spectral
analysis. We identified that particularly the occurrence of high amplitudes in the range (7-12 Hz) vary

according age and context (rest, stress).

Keywords :EFP, Spectral analysis, Néocortex, Hippocampus, Ventral tegmental area, Stress and incer-

tainty.
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(Généralités

On constate actuellement un regain d’intérét pour 1’étude des potentiels de champ
extracellulaires (EFP). Ce regain est dii, d’une part, au développement des systémes a
électrodes multiples (de plus en plus miniaturisés), permettant I’enregistrement simultané
d’EFP au niveau de plusieurs zones, et, d’autre part, a 'idée toujours présente que ces
EFP ouvrent une fenétre unique sur les processus d’intégrations synaptiques dans les po-
pulations corticales et sur la dynamique de ces processus. Ce signal est en effet la pierre
angulaire de nombreuses études sur les mécanismes au sein des réseaux corticaux, de trai-
tement sensoriel, de planification motrice et/ou de processus cognitifs tels que I'attention,
la mémoire et la perception. Par ailleurs, la médecine recherche depuis de nombreuses
années, des bio-marqueurs et des prédicteurs issus de ces EFP, dans ’espoir de mieux
déceler et soigner, plus tot et plus efficacement, d’éventuelles altérations fonctionnelles.
Plus récemment, ces EFP sont apparus essentiels dans la mise en place de systémes de
rétro-action permettant chez 'Homme le développement d’interface “cerveau-machine”

tels que des prothéses controlables par notre cerveau |Collinger et al., 2013].

J’ai été amené a étudier les EFP pour la premiére fois lors de mon cursus d’ingénieur,
dans le cadre d'une collaboration entre I'université Pierre et Marie Curie et les laboratoires
Servier. Lors de mon stage de fin d’études, je me suis focalisé sur les modifications des
EFP induites par des injections de produits pharmacologiques, dans I’espoir de dresser
une base de donnée des signatures électrophysiologiques, comparables a “des empreintes
digitales”, propres & chaque médicament. J’ai en particulier caractérisé 'effet différentiel
de deux antipsychotiques (I’halopéridol et la clozapine) aprés injection de psychoptropes
(Phencyclidine et Kétamine). Ce travail a été réalisé sur des souris consanguines C57BL /6
ainsi que sur des modéles schizophréniques (22q11.2) de méme fond génétique. Ce précé-
dent travail, qui ne sera pas décrit dans cette thése m’a permis de me familiariser avec les

méthodes d’enregistrements et les méthodes d’analyses.



Si 'intérét pour les EFP ne cesse de croitre, I'interprétation de ces signaux demeure ce-
pendant délicate car elle reste trés dépendante, en termes de formes du potentiel électrique
mais également en termes d’amplitudes, de la structure enregistrée et de la condition ex-
périmentale. Cette variabilité est dépendante de plusieurs facteurs : i) la morphologie des
neurones des structures d’intérét rendant ce signal “ambigu”; ii) la dynamique des sources
neuronales, génératrices de ces courants ; iii) et enfin le contexte et I'environnement dans
lesquels les EFP sont observés, les rendant “polymorphes” .

Au cours de cette thése, mon travail a été de développer des protocoles “contrélés”,
permettant de mieux comprendre, a une échelle intégrée, 'interaction et la communication
entre le néocortex, I’hippocampe et I'aire tegmentale ventrale dans différents contextes et
environnements. J’ai utilisé les EFP dans ces structures comme mesure principale pour
analyser la dynamique de ces circuits dans deux contextes. Pour cela j’ai mis en place
deux protocoles (chez le rat et chez la souris) congus pour analyser respectivement i) des
mécanismes de prise de décision sous incertitude dans I’environnement et ii) la différence
de réponse a un stress aigué entre un individu jeune et un individu agé. Ces caractérisa-
tions couplant comportements exploratoires et électrophysiologie ont été réalisées chez le
rongeur éveillé. Dans les chapitres qui vont suivre, je décrirai dans un premier temps les
activités électriques oscillatoires, générées par le PFC et 'HPC. J’aborderai ensuite, les
mécanismes de génération de ces rythmes, leurs roles dans la mémoire, les décisions sous
incertitude et la réponse au stress pour enfin terminer par la modulation dopamingergique

du PFC et de 'HPC.
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1 |Exploration fonctionnelle : Activité élec-
trique oscillatoire dans le systéme nerveux

central

De nombreuses méthodes (dont les principales sont résumées dans le schéma de la
figure 1.1) ont été développées afin d’explorer les fonctions cérébrales. Ces approches vont
de la mesure des débits sanguins, a I'imagerie calcique en passant par la tomographie.
Cependant, dans 1’ensemble, le recueil des activités électriques produites par les popu-
lations neuronales reste encore une des approches les plus répandues pour déchiffrer les
activités de populations de neurones. Ces mesures renseignent sur ’activité neuronale en
intégrant les signaux électriques sur des échelles spatiales allant du neurone aux réseaux

de neurones, selon la technique utilisé.

Les EEG (électroencéphalogrammes) traditionnels, qui recueillent des potentiels de
champs électriques, permettent, grace a leur excellente résolution temporelle, d’explorer
en temps réel la dynamique des activités cérébrales. Ces EEG, du fait du positionnement
des électrodes sur le scalp offrent cependant une mauvaise résolution spatiale, ce qui li-
mite la localisation des sources cérébrales & 1’origine de ses signaux. En effet, le crane filtre
les signaux et il est mauvais conducteur, ce qui rend difficile la transmission des signaux
électriques vers le cuir chevelu. Pour pallier & ce probléme, il est possible & 1’aide d’élec-
trodes, placées en profondeur, de recueillir un potentiel de champ extracellulaire! (figure
1.2) (EFP, “extracellular field potential”’) qui permet d’acquérir des signaux électriques
relativement locaux [Vermaas, 2000|. Ces techniques possédent une résolution spatiale suf-

fisamment fine pour permettre d’enregistrer ’activité d’un neurone isolé. Dans ce cadre,

1. On retrouve trés souvent le terme LFP dans la littérature, qui signifie pour beaucoup de neuro-
physiologiste, potentiel de champs local “local field potential” , afin d’illustrer que des électrodes fines
qui recueillent des signaux électriques sont implantées dans les structures d’intérét. Il s’agit d’un terme
générique qui n’a pas de réel sens. Dire qu’il s’agit d’un potentiel local alors qu’il existe plusieurs échelles
électrophysiologiques extracellulaires rend 1'utilisation du terme “local” confuse. C’est pour cela que j’ai
décidé d’utiliser dans mon manuscrit de thése, le terme EFP “extracellular field potential” auquel j’ajou-

terai une précision spatiale.
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FIGURE 1.1 — Méthodes d’explorations des fonctions cérébrales :
Schéma comparatif des résolutions temporelles et spatiales et du caractére invasif des différentes tech-
niques d’exploration cérébrale chez 'Homme. EEG : Electroencéphalographie, IRM : Imagerie par Ré-
sonance Magnétique, IRMf : IRM fonctionnelle, MEG : Magnétoencéphalographie, EFP : Potentiels de
champs extracellulaires, TDM : Tomodensitométrie, TEMP : Tomographie par Emission Monophoto-

nique, TEP : Tomographie par Emission de Positons.

on parle de LFP ou d’EFP quand les potentiels d’action sont exfiltrés du signal, par un
filtre passe-bas, pour ne garder que les oscillations plus lentes du potentiel extracellulaire.

Dans ce chapitre, je décrirai ces activités électriques dans le PFC et dans ’'HPC ainsi
que leurs roles en essayant de répondre a trois questions : comment sont générées ces

activités électriques ? Pourquoi sont-elles oscillantes 7 Quels messages véhiculent-elles 7

1.1 Origine de ces activités électriques

Le rappel de plusieurs notions d’électricité est nécessaire pour expliquer 1’origine de ces
activités extracellulaires. Dans un organisme, a 1’échelle cellulaire, I’eau libre se répartit
dans deux grands compartiments liquidiens : les liquides intracellulaires et extracellulaires.

Au niveau cellulaire, ces compartiments séparés par des membranes isolantes, ont une
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FIGURE 1.2 — Echelles électrophysiologiques extracellulaires :
adapté de : Varela et al, 2001 Nature reviews et Buzsaki et al 2012 Nature reviews. L’électrophysiologie
extracellulaire peut étre vue a différentes échelles. Selon qu’on s’intéresse a 'activité d’un neurone ou

d’une population de neurones, les méthodes d’enregistrements utilisées ne seront pas les mémes.

composition ionique particuliére qui supporte 'apparition de propriétés électriques. La
concentration des ions du milieu intérieur et extérieur est en effet trés asymétrique :
au repos, les charges négatives sont ainsi plus concentrées a l'intérieur qu’a l'extérieur du
neurone. La membrane, constituée d’une bicouche phospholipidique est un isolant qui joue
le role d’un condensateur électrique en emmagasinant des charges opposées (qui s’attirent
de part et d’autre de la membrane) & sa surface. La quantité de charges portées par la
membrane représente la capacitance. La membrane sépare donc deux milieux conducteurs
de potentiels opposés, ce qui crée une différence de potentiel entre milieu intérieur et
extérieur (potentiel transmembranaire, PTM). Le potentiel électrique du milieu extérieur

étant pris comme référence, une cellule au repos a un PTM négatif.

Des canaux ioniques vont permettre aux ions de circuler & travers cette membrane
créant ainsi un courant ionique. Par convention, des cations (charge +) entrant dans une
cellule excitable créent un courant négatif et des cations sortant un courant positif et
inversement pour les anions (charge -). La résistance membranaire traduit ’opposition au

passage des ions et inversement, la conductance traduit la facilitation du passage des ions.

7
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Toute membrane polarisée laissant passer des courants transmembranaires va contri-
buer au champ extracellulaire [Buzsaki et al., 2012]. En un point ce champ va donc étre
la superposition de tous les processus ioniques, des potentiels d’action rapides aux fluc-
tuations lentes dans la glie. Les potentiels transmembranaires se traduisent par une force
locale qui diminue avec le carré de la distance. La participation d’une source au champ
électrique mesuré en un point, va donc diminuer trés rapidement avec la distance entre la
source et I’électrode. Pour les EEG et EFP, les potentiels de champ mesurés proviennent
essentiellement des différences de potentiels extracellulaires résultant des potentiels post-
synaptiques excitateurs (EPSPs) et inhibiteurs (IPSPs), c’est-a-dire un changement du
PTM localisé dans la partie postsynaptique d’un neurone. Les EPSP diminuent le PTM
(plus positif) et dépolarisent le neurone et les IPSP augmentent le PTM (plus négatif)
et hyperpolarisent donc le neurone. Autrement dit, une entrée synaptique excitatrice va
entrainer un influx de charges positives dans le neurone, et donc un défaut de charges dans
le milieu extracellulaire, donnant lieu & un puit extracellulaire local. En réaction, il y a
une fuite de charges positives de part et d’autre de I'influx. Cet efflux est plus important
au niveau du soma, entrainant cette fois une accumulation de charges positives dans le
milieu extracellulaire : une source. Pour les charges négatives, la localisation des sources
et des puits est inversée. Tous les types de neurones contribuent au champ extracellulaire,
mais leur contribution relative dépend de la forme de la cellule. Les cellules pyramidales
qui ont de longues dendrites apicales peuvent générer de forts dipdles le long de 'axe
somatodendritique, car les EPSP sont tous situés dans la méme direction par rapport au
soma. C’est moins le cas des neurones a symétrie sphérique, car les différences de potentiel

créées par des EPSP dans des dendrites diamétralement opposées s’annulent.

Pour résumer, selon le modéle traditionnel [Buzsaki et al., 2012], les activités enregis-
trées en potentiels de champs extracellulaires sont principalement dues a la sommation des
EPSP dendritiques et des IPSP somatiques. Ceux-ci sont sous le controle des structures
sous-corticales, qui se projettent au niveau cortical (chapitre 3). Les deux déterminants
les plus importants de 'intensité du champ extracellulaire et donc de I'activité recueillie
sont alors 'alignement spatial des neurones et la synchronie temporelle des activités sy-
naptiques. Si les neurones sont organisés de maniére laminaire, cela peut provoquer une
activité coordonnée et synchrone, qui crée un champs suffisamment important pour étre

recueillie.
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Les enregistrements EFP représentent donc I’activité d’une ou plusieurs populations de
neurones orientées parallélement, occupant un volume cérébral cylindrique créant ainsi un
dipole électrique (figure 1.3) [Nunez and Silberstein, 2000]. Ainsi, les cellules pyramidales
du néocortex ou de l'archicortex (HPC) sont organisées de fagon verticale (en colonnes
paralléles) : leurs potentiels peuvent donc se sommer. Les neurones de 'amygdale, en
revanche, sont désorganisés les uns par rapport aux autres et leurs potentiels de champs

sont donc mal orientés, ce qui ne les somment pas mais les annulent [Williams and Wilkins,

2005].

FIGURE 1.3 — Illustration d’un dipdle créé par des cellules pyramidales :

L’alignement organisé des neurones pyramidaux des aires corticales forment un dipdle.

Les EFP prennent la plupart du temps une apparence désordonnée et peuvent reve-
tir plusieurs formes. Deux types d’activités se retrouvent étre utiles en recherche et en
clinique : i- les potentiels évoqués et ii- les activités rythmiques. Je détaillerai succes-
sivement ces deux éléments qui constituent des “signatures biologiques" utilisables pour

diagnostiquer des troubles pathologiques et/ou caractériser des états physiologiques.

1.2 Potentiels évoqués

On définit un potentiel évoqué (PE) comme une modification de l'activité électrique en
réponse a des stimulations sensorielles spécifiques, visuelles, auditives et proprioceptives.

Les PE sont de trés bons outils pour I’étude des processus cognitifs. Ils varient en fonction
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de plusieurs parameétres, comme 1’état mental du sujet, son attention, la tache a réaliser et
la signification du stimulus. Ces PE sont de nature et de forme différentes. Ils sont décrits
avec une premicére lettre N ou P signifiant que 1’onde est soit positive, soit négative, suivie
d’un nombre qui indique leurs latences. Les ondes N100 et N200, constituent des outils
intéressants pour I’étude des processus attentionnels, alors que 'onde N400 est utilisée

pour I'étude du langage.

L’onde P300 est observée en moyennant 'EFP, dans les processus cognitifs. Cette
derniére a été largement étudiée et survient lorsqu’un sujet a détecté un stimulus attendu
mais temporellement imprévisible. Historiquement, I'onde P300 a été découverte a la
suite d'un protocole [Sutton et al., 1965] dans lequel les sujets devaient deviner si le
signal, suivant un stimulus avertisseur, serait soit un son, soit une lumiére. Le stimulus
donnait dans certains cas, une indication sur le type de signal qui allait suivre, alors
que, dans d’autres cas, le stimulus avertisseur était suivi de fagon imprédictible par le
son ou la lumiére. C’est & la suite de ce protocole, qu’il a été découvert que I'amplitude
d’une composante positive, d'une latence d’environ 300ms, était plus importante dans le
cas ol le type de signal n’était pas prévisible. A partir de la, différents protocoles ont
vu le jour en utilisant cette onde comme biomarqueur de 1’état cognitif du sujet étudié.
Par exemple, le protocole oddball (discordant) dans lequel deux stimuli qui différent par
un paramétre physique apparaissent avec des probabilités différentes. Dans le cas ou le
stimulus est sonore, un son grave (800Hz) est présenté avec une probabilité d’apparition
de 80% et un son aigu (2000Hz) est présenté avec une probabilité de 20%. Le sujet doit
porter son attention sur la stimulation rare en réagissant soit par une pression sur un
bouton, soit par une combinaison cognitive déterminée, comme compter les stimuli rares.
Ce type de test fait ressortir des PE caractéristiques de la perception d’une discordance,
appelées"mismatch negativity", dans les cortex frontaux, qui permettent d’évaluer I’état

cognitif du patient.

Pour résumer, les PE constituent le premier élément caractéristique et observable dans
I'activité des champs extracellulaires. Un second type d’activité caractéristique prend la

forme d’oscillations de fréquences variables et de durées plus ou moins longues.

10
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1.3 Organisation des rythmes cérébraux

Dans le livre de Gyorgy Buzsaki The Rhythms of brain, on apprend que la premiére
étude des EEG a commencé avec un simple réve. Un jeune officier de I'armée Prussienne
regut une lettre de sa sceur qui lui racontait un réve dans lequel elle le voyait se casser
la jambe lors d'une chute de cheval. Cela s’était effectivement passé quelque jours avant
qu’il n’ait recu ce courrier. L’officier et médecin Hans Berger 2 pensa que cette coincidence
mystérieuse pouvait étre due & une communication cérébrale a distance entre jumeaux,
phénomeéne qu’on appelle également en parapsychologie, de la télépathie. C’est a ce mo-
ment, que Hans Berger voua sa carriére & comprendre les activités électriques générées
par notre cerveau. Son hypothése principale fut que les forces électromagnétiques, issues
du cerveau humain, étaient la source porteuse de nos pensées, mais également le vecteur
responsable de la télépathie. Ce théme de recherche “occulte" en 1919 le conduisit a réa-
liser ses travaux dans le plus grand secret. Il réalisa la plupart de ses enregistrements
sur lui-méme, son fils et certains patients ayant la boite cranienne abimée. Il observa
dans un premier temps, lorsqu’il était au calme, éveillé et les yeux fermés, un rythme de
forte amplitude, de dix oscillations par seconde, qu’il nomma rythme “alpha". Dans un
second temps, il nomma “beta" un rythme de plus faible amplitude et plus rapide qu’il
observa lorsque ses yeux étaient ouverts. Paradoxalement, les enregistrements de Berger,
qui étaient de l'ordre du micro-volts (150-200 micro-volts), prouvérent fermement que les
activités électriques d’un cerveau A étaient d’une intensité trop faible pour étre détectées
par un cerveau B. En effet, la propagation d’activités électriques aussi faibles, issues de la
coopération de plusieurs milliers de neurones, requiert un conducteur de faible résistance
ce qui n’est pas le cas de 'air. Bien que sa tentative pour prouver son hypothése sur la

télépathie ait échouée, ses recherches ont permis de mettre au point un outil scientifique

2. Hans Berger, né a Neuses prés de Cobourg le 21 mai 1873 et mort & Iéna le ler juin 1941, est
un neurologue allemand. Il a effectué de nombreuses expériences et, surtout, a éliminé la possibilité que
les variations de tension mesurées par son galvanométre a cordes soient une conséquence artéfactuelle
i) des changements de la pression artérielle ii) de la peau ou du cuir chevelu. Aprés cinq années d’ex-
périmentation, il a conclu que 'activité électrique la plus importante pourrait étre enregistrée a partir
de la partie occipitale (arriére inférieure) du crane lorsque les yeux du sujet sont fermés. Il est consi-
déré comme le pére de ’électroencéphalographie, étant le premier & avoir appliqué cette technique chez
I’'Homme [Berger, 1929] Uber das Elektroenkephalogramm des Menschen. Archiv.fiir Psychiatrie und
Nervenkrankheiten 87,527-570.

11
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et une méthode médicale robuste afin d’observer les changements rapides de l'activité
cérébrale. Depuis de nombreux travaux ont montré que les rythmes cérébraux sont des

phénomeénes ubiquitaires extrémement conservés a travers les phylums (figure 1.4).
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FIGURE 1.4 — Conservation des oscillations et des rythmes chez les mammiféres :
d’aprés G. Buzsdki, N. Logothetis and W. Singer, (2013) Neuron Perspective. A) Conservation des
rythmes et d’évenements ponctuels chez les mammiféres; B) Les fréquences qui gouvernent ces rythmes
sont indépendantes de la taille du cerveau. L’étude et les observations des signaux EFP chez des modéles

biologiques peuvent étre attribuées dans une certaine mesure aux Hommes.

La premiére classification des rythmes EEG fut introduite en 1974 par un comité d’ex-
perts appartenant a la Fédération internationale des Sociétés pour ’électroencéphalogra-
phie et de neurophysiologie clinique. Cette classification se fonde sur des considérations
exclusivement cliniques (éveil actif, repos, endormissement, sommeil, sommeil profond,
coma). Suivant la tradition instaurée par Hans Berger, les bandes de fréquences décou-
vertes ultérieurement ont été marquées avec des lettres grecques, et les bornes entre les
différentes bandes ont été uniformément et arbitrairement choisies (delta, 0,5-4 hertz;
theta, 4-8 hertz; alpha, 8-12 hertz; beta, 12-30 hertz; gamma> 30 hertz). Cette classifi-
cation a été réalisée sur des enregistrements avec de faibles échantillonnages. Les EEG de
I’époque se faisaient sur papier a 'aide d’'un crayon mécanique, provocant des approxi-
mations et artefacts dus aux mouvements.

Cette classification continue encore d’étre utilisée bien que la délimitation stricte des

bandes soit aujourd’hui discutée. En effet, les rythmes générés par la méme “machine-
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rie physiologique" , mais a des ages différents, appartiennent souvent a des bandes de
fréquences différentes. De plus, selon I'espéce, les oscillations associées aux mémes fonc-
tions ont des fréquences parfois différentes. A titre d’exemple, le rythme theta (4-8Hz)
est frontal chez ’Homme et refléte un état de méditation, de créativité, de sommnolence
ou de réverie, alors que chez les rongeurs il est généré par 'HPC et refléte un état d’ap-
prentissage en période d’éveil actif ou un sommeil paradoxal. L’oscillation theta générée
par 'HPC a été découverte chez le lapin anesthésié par Jung et Kornmuller en 1938. En
raison de sa gamme de fréquence (4-6Hz), le nom de"theta" lui a été donné. Cependant,
chez le rongeur non anesthésié, le rythme theta de 'HPC varie entre 6 et 12Hz pendant
une activité locomotrice et devrait donc étre désigné, rythme theta-alpha (8-12Hz) selon
la recommandation de la fédération. Il serait plus logique que le méme mécanisme phy-
siologique et cognitif donnant lieu & des bandes de fréquences différentes chez diverses
espéces, ainsi que des bandes de fréquences selon les différents états d’une méme espéce,
porte le méme nom, méme si la dynamique sous-jacente des rythmes est différente (theta
rongeur = Alpha chez 'Homme). Pour plus de clarté, il serait donc intéressant d’élabo-
rer une meilleure “taxonomie" des oscillations du cerveau, et ainsi obtenir, des catégories
d’oscillations représentant un état physiologique généré par un mécanisme distinct selon
I’espéce. On obtiendrait alors une sorte de classification périodique des ondes selon ’age
et I’espece en question. Néanmoins, au cours de cette thése nous conserverons la nomen-

clature traditionnelle partagée par plusieurs électrophysiologistes étudiant les rongeurs.

1.4 Les principaux rythmes cérébraux

Il est important de noter que ces différentes gammes de fréquences peuvent surve-
nir au méme moment. La concordance des rythmes cérébraux reste encore un champs
d’investigation ouvert. De plus, classer ces phénomeénes dynamiques est une “chose”; en
comprendre la signification et leurs roles lors d’actions et d’opérations cognitives en est
une autre.

Le caractere oscillatoire des EFP est dii aux connexions réciproques de neurones exci-
tateurs et inhibiteurs (figure 1.5). Les neurones ne fonctionnent pas de maniére isolée. Les
oscillations neuronales et leur synchronisation sont dépendantes de I'intégrité des contacts

synaptiques dans les circuits cérébraux locaux et distribués. D’apreés Walter J Freeman, la
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synchronisation des oscillations périodiques d’un réseau de neurones s’opérerait de deux
maniéres : i- par un générateur régulier; ii- par les neurones du réseau eux-mémes. On
compare souvent le premier cas & un chef d’orchestre qui guide chaque musicien. Il existe
plusieurs types de générateur (septum, thalamus, aire tegmentale ventrale...), que j’évo-
querai par la suite. Le second quant & lui est similaire a des applaudissements qui en peu

de temps deviennent synchronisés, en s’écoutant mutuellement.

Synchronisation Synchronisation
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FIGURE 1.5 — Origine neuronale des oscillations :

d’apres Freeman 1991 par interaction de cellules excitatrices et de cellules inhibitrices : (1) les neurones
excitateurs sont excités ou cessent d’étre inhibés, (2) les neurones excitateurs excitent les neurones inhi-
biteurs, (3) les neurones inhibiteurs inhibent les neurones excitateurs, et sont donc de moins en moins

activés, (4) les neurones inhibiteurs cessent leur activité, donc le cycle recommence.

Dans ce chapitre je décrirai quelques uns des principaux rythmes rencontrés dans le

systéme nerveux central et j’aborderai pour chacun d’eux leur role fonctionnel.

1.4.1 Origine et fonction du rythme theta

Il s’agit probablement du rythme le plus étudié en neuroscience. Chez le rongeur éveillé

et libre de ses mouvements, le rythme theta (5-12Hz) consiste en des oscillations remar-
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quablement proéminentes qui apparaissent principalement durant des mouvements de
déplacements qualifiés de “volontaires”, “exploratoires” et “préparatoires” (marche, course,
nage, saut, mouvement exploratoire de la téte) [Vanderwolf, 1969, Winson, 1978, Bland,
1986, Buzséki, 2002|. Par exemple chez le rat, le rythme theta est corrélé a des comporte-
ments exploratoires comme le “sniffing” (le reniflement), les mouvements des vibrisses, le
“rearing” (I’action de se mettre sur ses deux pattes arriéres). Le rythme theta peut aussi
étre observé lors du sommeil paradoxal et occasionnellement durant I'immobilité, lorsque
I'animal est en état d’attention ou d’excitation [Karmos, 1986]. A l'inverse, il diminue en
amplitude et en régularité lorsque I’animal se nourrit, boit, fait un “grooming” (toilet-
tage) [Vanderwolf, 1969]. L’apparition de ce rythme dépend donc fortement du type de
comportement exécuté. Il est observé dans plusieurs régions du cerveau et le mécanisme
qui sous-tend sa geneése a été principalement étudié dans ’'HPC. Ce rythme est d’ailleurs
considéré comme étant ’état “opérationnel" de 'HPC avec une amplitude maximum dans
la fissure hippocampique [Buzséki, 2002].

Il existe des générateurs spécifiques localisés dans les noyaux sous corticaux respon-
sable de ’émergence et du controéle de ce rythme. Dans 'HPC, ce controle provient majo-
ritairement du septum médian et la bande diagonale de Broca (MS-DBB). L’inactivation
ou la lésion de ces derniers, inhibent I’émergence du rythme theta. Les neurones (choliner-
giques et GABAergiques) des noyaux médians du septum émettent des bouffées (bursts)
rythmiques le long des fibres de la diagonale de Broca qui se projettent dans la forma-
tion hippocampique. Les neurones cholinergiques innervent les cellules pyramidales et les
interneurones de 'HPC alors que les neurones GABAergiques innervent uniquement les

interneurones |Giahwiler and Brown, 1985.

Selon Vanderwolf? [Vanderwolf et al., 1988], les oscillations theta “revétiraient" deux

3. Cornelius Hendrick “case” Vanderwolf (1935-2015) est un neurobiologiste canadien. Il intégra le la-
boratoire de Donald Hebb a 'université de McGill et entreprit une thése sous sa direction. Il fut amené a
cotoyer durant sa thése, un jeune chercheur nommé James Olds qui effectuait & ’époque son stage post-
doctoral dans le laboratoire de Hebb et qui découvrit que la stimulation électrique du septum médian était
récompensante. Vanderwolf consacra sa vie de chercheur (4140 publications scientifiques) & comprendre
les relations entre I’hippocampe, le néocortex lors de taches comportementales a travers la neuromodu-
lation sérotoninergique et cholinergique. Il fut I'un des principaux investigateurs dans la compréhension
du rythme theta. On lui doit la corrélation entre onde theta et comportements exploratoires spécifiques,
ainsi que le rythme theta sensible a l'atropine (cognitif) et le rythme theta insensible a latropine (loco-

moteur). Certains chercheurs de ce champs de recherche, en viennent depuis a parler de comportement
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formes qui différent par leurs mécanismes et leurs fonctions. L’une associée aux mouve-
ments volontaires, I’autre associée & un état d’alerte immobile. Vanderwolf propose que les
ondes theta, présentes dans le comportement d’alerte, seraient produites par les entrées
du MS-DBB tandis que les ondes theta associées aux mouvements, seraient produites
par les afférences sérotoninergiques de I'HPC. L’utilisation d’atropine (ou scopolamine),
antagoniste cholinergique des récepteurs muscariniques, a pu mettre en évidence que les
ondes theta sont entiérement supprimées chez le rat anesthésié. Lorsque le rat est éveillé,
les ondes theta transitoires, retrouvées lorsque I’animal est immobile, sont également sup-
primées sous atropine. Elles sont dites “atropine sensitives”. En revanche, lorsque ’animal
commence & se déplacer, les ondes theta “resurgissent”. On appelle ces ondes, présentes
uniquement pendant Pactivité locomotrice, “atropine résistantes” [Vanderwolf et al., 1988|.
Cela sous-entend que le message cholinergique, bloqué par ’atropine, refleterait 1’état at-

tentionnel dans 'HPC et proviendrait du MS-DBB.

Trois hypothéses furent émises pour expliquer le mécanisme du theta locomoteur. La
premiére fut que l'uréthane (i.e anesthésiant utilisée) se lierait au récepteur “atropine
résistant”. Ce récepteur spécifique n’a jamais été trouvé. La deuxiéme fut I'hypothése
sérotoninergique avancée par Vanderwoolf. Il observa qu’une stimulation électrique du
raphé engendra ’apparition de ce rythme. Cette hypothése fut remise en question par
Vertes [Vertes and Kocsis, 1997|, qui observa que la stimulation de neurones de noyaux
sous-corticaux, tel que le raphé, 'aire tegmentale ventrale, les noyaux sous-thalamiques
provoquérent également 1’émergence du rythme theta en stimulant indirectement le sep-
tum par relargage de neurotransmetteurs. La troisieme hypothése fut que cette résis-
tance a ’atropine proviendrait des afférences glutamatergiques du cortex enthorinal vers
I'HPC [Buzsaki, 2002|. L'uréthane diminue la libération présynaptique du glutamate et
I’activation des récepteurs NMDA est essentielle pour expliquer le rythme theta “atropine
résistant”. L’utilisation de kétamine ou de mémantine, antagoniste non compétitif des ré-
cepteurs NMDA, provoque les mémes effets que I'uréthane. L’association de kétamine et

atropine annule tous les rythmes theta. Cette derniére hypothése qui attribue 'activité

“theta" et comportement “non theta". Vanderwolf avance I'idée que le cerveau dans sa globalité est orga-
nisé pour analyser les entrées sensorielles afin de produire des comportements appropriés, et qu’il n’est
pas organisé en fonction de régions anatomiques, siéges des subdivisions traditionnelles philosophiques de
Pesprit telles que sensation, attention et motivation. Son déceés le 16 juin 2015 est une grande perte pour

la communauté des neurosciences.
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theta “atropine résistant” aux afférences glutamatergiques du cortex entorhinal est la plus
acceptée.

Chez le rongeur, le rythme theta peut étre comparé & un oscillateur-résonateur. Les

oscillateurs /résonateurs sont des systémes extrémement stables qui mettent a profit des
résonances mécaniques ou électromagnétiques pour stabiliser d’autres oscillateurs moins
stables. Le rythme theta est un oscillateur autonome qui, “a partir d’une source de ten-
sion continue”, délivre un signal stable de fréquence et d’amplitude relativement fixes. Le
rythme gamma quant a lui est un oscillateur qui nécessite par contre d’étre stabilisé par
le résonateur theta pour favoriser son émergence. En ’absence de comportements associés
au rythme theta, 'amplitude et la régularité du rythme gamma décroissent et laisse place
a des rythmes irréguliers [Vanderwolf, 2000, Buzséaki, 2002]. A l'inverse une augmentation
du theta en amplitude et en régularité est accompagnée par une augmentation du rythme

gamma (figure 1.6).
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FIGURE 1.6 — Couplage theta-Gamma
A) Signal brut provenant de dHPC chez une souris de notre laboratoire. B) Signal filtré sur la gamme
6-12Hz C) Signal filtré sur la gamme 150-200 Hz (Noire) ; Enveloppe obtenue aprés une transformée

d’Hibert du signal filtré dont on prend la valeur absolue (rouge).
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1.4.2 Rythmes et ondes du sommeil

Le sommeil joue un réle crucial dans la récupération physique, la croissance, le stress et
la consolidation de la mémoire. L’importance de son role est mise en évidence lors de son
altération ou de sa suppression |Cirelli and Tononi, 2008|. De nombreux travaux se sont
intéressés aux rythmes et aux activités oscillatoires spécifiques de cet état “passif”. Les
premieéres distinctions des activités oscillatoires au sein du sommeil furent apportées dans
les années 30 par Loomis [Loomis et al., 1935], qui divisa le sommeil en cing stades. Dans
les années 50, cette description s’est affinée grace a 'apport de techniques telles que la
polysomnographie? (figure 1.7) qui consiste a recueillir simultanément des enregistrements
EEG, de 'activité oculaire, de I'activité cardiaque, de la saturation sanguine en oxygeéne
et de l'activité musculaire.

Chez 'Homme, cette classification des rythmes du sommeil est devenue plus précise et
a permis de distinguer deux étapes majeures du sommeil. Le sommeil paradoxal, connu
également sous le nom de sommeil de type REM (rapid eye movement; qui tire son
appellation d’une activité oculaire trés élevée), et le sommeil de type non-REM (NREM)
appelé également sommeil & ondes lentes. Dans le sommeil REM, l'activité EFP est trés
semblable & celle de Iéveil, avec un voltage de faible amplitude et rythmé. Le sommeil
NREM est quant a lui caractérisé par 1’existence d’'un nombre important de rythmes et
d’oscillations avec une évolution temporelle complexe mais précise. Il est segmenté en
quatre stades présentant des activités cérébrales variées.

Chez le rongeur, méme si l'architecture globale du sommeil est différente, on peut
distinguer les sommeils de types REM et NREM. Lors du sommeil REM, on retrouve
des rythmes theta soutenus (dans le sommeil 5-10Hz), caractéristiques du sommeil chez
le rongeurs. Pendant le NREM, on retrouve dans les cortex frontaux, un rythme compris
entre 10-16Hz qu’on appelle spindle, souvent précédé d’événements de forte amplitude
nommés complexe-K et d’oscillations lentes (rythme delta 1-4Hz). Au niveau de 'HPC
dans le sommeil de type NREM, on observe I’émergence de deux événements. Le premier

correspond a des fluctuations de large amplitude, appelées les sharp waves, le second

4. La polysomnographie est un examen médical consistant & enregistrer, au cours du sommeil du pa-
tient, plusieurs variables physiologiques : rythme respiratoire, rythme cardiaque, électroencéphalogramme,
électromyogramme des muscles des bras ou des jambes ; afin de déterminer certains troubles liés au som-
meil, dont les apnées [Rechtschaffen and Kales, 1968]. C’est grace a cette technique que les différents

stades du sommeil ont pu étre observés.
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FIGURE 1.7 — Classification de base des différents cycles de sommeil chez ’'Homme :
d’aprés Edward F. Pace-Schott and J. Allan Hobson, (2002) Nature Reviews. A- 5 classes de sommeils
dont 4 dans le sommeil de type NREM et 1 correspondant au sommeil de type REM. Chez 'Homme, ces
stades alternent toutes les 90-120 minutes. Ils sont définis par le caractére oscillatoire et I’activité occulaire.
B- Hypnogramme illustrant les différents stades de sommeil au cours d’une nuit. C- Polysomnographie
combinant la superposion d’enregistrements d’EEG, d’EMG, de ’activité oculaire, de la pression sanguine

systolique, de la mesure du rythme cardiaque et du souffle respiratoire.

correspond & des oscillations & haute fréquence (130-200Hz) appelées sharp wave ripples °.
Le sommeil NREM serait crucial pour la récupération énergétique, la croissance et la

consolidation de la mémoire [Diekelmann and Born, 2010].

5. Les sharp wave ripples sont retrouvées chez ’'Homme mais uniquement chez des patients épilep-

tiques.
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Les spindles

Chez I'Homme, les spindles (10-20Hz) ont une forte occurrence dans le sommeil &
ondes lentes (stade II) et sont visibles dans les EEG corticaux. Chez les rongeurs, ce
rythme (10-16Hz) est plus variable, et contrairement a ’'Homme, il n’est pas visible dans
les spectres de puissance calculés sur des périodes longues [Molle et al., 2002]. 11 existe
cependant une certaine forme de rythmicité a long terme qui laisse supposer que leur
occurrence serait portée par un oscillateur /résonateur lent. Cette oscillation porteuse a
pu étre observée a ’aide d’enregistrements intracellulaires combinés a des enregistrements
EFP de neurones corticaux [Steriade, 1992|. Cet oscillateur /résonateur de basse fréquence
(~ 0.6Hz), résulterait d’alternances du PTM de neurones corticaux et serait compatible
avec la fréquence d’occurrence des spindles. Il repose sur des états de dépolarisation (UP
states), associés a des potentiels d’actions en Burst de neurones excitateurs et inhibiteurs
et des états d’hyperpolarisation (DOWN states), associés a un silence des neurones ex-
citateurs et inhibiteurs [Shu et al., 2003]. En d’autre mots, I'ensemble de la population
neuronale est silencieuse en DOWN et active en UP. Il ne s’agit donc pas d’'un mécanisme
semblable au rythme theta (balance entre neurones inhibiteurs et excitateurs). Ce poten-
tiel de membrane est donc qualifié de bimodal ® et cette bistabilité est caractéristique des
états de sommeil NREM a ondes lentes. En effet, lors de ’éveil ou du sommeil REM, le
potentiel de membrane est dans un état uniquement UP.

Les spindles ont pour générateur le thalamus [Kim and McCormick, 1998, Contreras
et al., 1997]. En effet, leurs observations dans le thalamus persistent aprés la section
des afférences corticales [Morison and Bassett, 1945]. Deux types de cellules thalamiques
sont impliqués; les cellules GABAergiques du noyau réticulé thalamique, et les cellules
glutamatergiques thalamocorticales. La suppression des connexions des cellules réticulées
vers les cellules thalamocorticales entraine la suppression des spindles [Steriade et al.,
1985|. Durant le sommeil & ondes lentes, les cellules réticulées GABAergiques sont hyper-
polarisées [Lee and McCormick, 1997| ce qui entraine l’activation, au niveau de cellules
thalamocorticales, d’un courant dépolarisant Ih, suivi de 'activation des canaux It cal-
ciques (faible seuil d’activation), qui provoquent des bursts spontanés de potentiels d’ac-
tion dans les neurones thalamocorticaux qui, a leur tour, excitent les neurones réticulés

GABAergiques ; puis le cycle redémarre. Ces bursts entrainent donc des oscillations dans

6. Cette bimodalité est retrouvée dans le néocortex, le striatum, le thalamus et le cervelet.
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la bande de fréquences 10-20Hz, faisant de ce réseau un pacemaker des spindles. Cette ac-
tivité rythmique est transmise sous forme d’EPSP de proche en proche au réseau cortical,
entrainant & son tour des oscillations de la méme bande de fréquences. Le retour des pro-
jections corticales dans les noyaux thalamiques va permettre de synchroniser les spindles

dans le thalamus et par conséquent, dans le cortex aprés quelques cycles [Contreras et al.,

1997).

Les sharp-waves (0.5-1Hz) et les sharp-waves ripples (140-200Hz)

Il existe également dans I'HPC des oscillations & ondes lentes, les sharp-waves (SW)
et des oscillations rapides, les ripples. Les SW (0.5-1Hz) sont observées uniquement dans
le champ CA1 (chapitre 2). Elles ont une durée de 40 a 100 ms, et sont d’amplitude
maximum dans la couche stratum radiatum. Ces SW s’associent dans la plupart des cas
a des oscillations éphémeéres : les ripples [Buzséaki, 1986].

Bien que l'apparition des ripples soit initiée par les bursts du CA3 (80-140Hz), les
ripples (140-200Hz) sont enregistrées uniquement dans le CA1. Cette différence observée
dans le CA1 s’expliquerait par 'action locale des interneurones sur les cellules pyrami-
dales |English et al., 2014]. Les ripples joueraient un role clef dans le processus de consoli-
dation de la mémoire. La suppression de ces derniéres empéche la consolidation de nouvel
apprentissage |Girardeau et al., 2009, Jadhav et al., 2012].

La communication entre les noyaux thalamiques et le néocortex permet 1’établissement
et le maintien des rythmes du sommeil & ondes lentes (NREM). 11 a été observé une forte
concordance temporelle entre ces rythmes corticaux et les ripples de 'HPC [Peyrache
et al., 2011], qui traduirait une communication fronto-hippocampique. L’occurence des
SW-r est maximale avant les ondes delta (état DOWN) c’est-a-dire en état UP. On observe
également une synchronisation entre les spindles et les ripples. La relation temporelle entre
les ondes delta, les spindles et les ripples, suivrait cet ordre dans le cortex préfrontal :

SW-r — delta — spindle [Peyrache et al., 2011].

1.4.3 Rythme 7-12Hz et état de vigilance

Les réseaux neuronaux dans leur globalité laissent apparaitre une variété d’activités
oscillatoires. La plupart d’entre elles sont associées a différents états de vigilance. Parmi

tous ces rythmes, il en existe un compris entre 7-12Hz, dont la fonction est sujette a débat
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dans la littérature actuelle et que j’ai eu I'occasion de rencontrer au cours de mes travaux
(figure 1.8).

En fonction des auteurs et du théme de recherche, ce rythme est associé & un état
de désengagement (idling) [Fontanini and Katz, 2005|, d’épilepsie d’absence [Shaw, 2004],
d’élaboration d’une action |[Fanselow et al., 2001] et enfin au processus de mémorisation
[Tort et al., 2010]. Compte tenu de ces différentes interprétations, on pourrait se demander
si les différents chercheurs impliqués dans le débat observent les méme rythmes!

La plus grande discordance se trouve étre sur ’aspect physiologique ou pathologique
que pourrait refléter ce signal. Ce rythme est caractérisé par des oscillations de forte
amplitude, retrouvées chez plusieurs souches de rats (Long Evans, Sprague-Dawley), et
similaires a celles que 'on peut observer chez des modéles d’épilepsies d’absence ou de
petit mal (GAERS, WAG/Rij). 1l s’agit de bursts que 1'on observe trés facilement aprés
une transformée mathématique (Fourier, Morlet; Voir méthode) sur les cartes temps-

fréquences de durées variables (figure 1.8).

Générateur du rythme 7-12Hz

Le générateur de ce rythme proviendrait du thalamus et plus particuliérement du
noyau ventral postérieur médian. Des stimulations électriques basse fréquence des noyaux
médians thalamiques entrainent une activité oscillatoire corticale lente, associée & un état
de somnolence alors qu’une stimulation haute fréquence provoque un état d’éveil. Des
stimulations de trés hautes fréquences provoquent quant & elles I’émergence du rythme
7-12Hz [HUNTER and JASPER, 1949]. Tout comme pour les spindles, les cellules thala-
mocorticales du thalamus sont responsables de cette activité coordonnée et synchronisée
7- 12Hz qui peut étre observée dans le sommeil ainsi qu’en condition pathologique, lors
des décharges synchrones épileptiques. Les cellules thalamocorticales du thalamus sont
un important centre/relais des informations sensorielles. En dehors des voies olfactives,
toutes les voies sensorielles, motrices, limbiques, et modulatrices liées a I’état de vigilance
qui projettent sur les cortex frontaux font relai dans le thalamus.

Les neurones thalamiques ont deux modes de décharges, tonique et phasique [Steriade
and Timofeev, 2003, Pinault, 2004] :

i- Le mode tonique (relais) caractérisé par une décharge tonique de potentiels d’action

(PA = EFP unitaire) produit par une dépolarisation soutenue du PTM. Ce mode est
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S
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FIGURE 1.8 -~ Rythme 7-12Hz :

Signauzs dans notre laboratoire sur un rat Wistar adulte de 8 mois. A- Exemple de signal EFP recueilli
dans 'hippocampe dorsal. B- Carte temps-fréquence obtenue aprés une transformée en ondelette de type

Morlet sur la gamme de 0.1-30Hz.

retrouvé a I’état d’éveil et se caractérise par des EFP rapides et de bas voltage. Le thalamus

via ce mode de décharge transmet au cortex les informations sensorielles et motrices.

ii- Le mode phasique (oscillatoire), en lien avec Iactivité GABAergique des neurones
du noyau réticulé produit une hyperpolarisation du PTM (Down state). Les bursts sont
déclenchés par des dépolarisations (UP state) rythmiques” provenant des neurones glu-
tamatergiques excitateurs thalamocorticaux [Steriade and Timofeev, 2003|. Ce mode est
associé au sommeil lent et se caractérise par des activités EFP lentes et de “haut voltage".
Dans le modeéle classique, lors de ces activités “burstantes”, le thalamus ne traite plus les

informations sensorielles.

7. Détaillé dans la section : Les spindles
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Role fonctionnel du rythme 7-12Hz

Ce rythme émerge particuliérement chez le rat éveillé au calme et immobile. Cependant
I'occurrence de ce rythme, sa pertinence fonctionnelle, ainsi que la relation contextuelle
entre son apparition et le corrélat comportemental qui en découle, restent encore tres
débattus. Néanmoins, malgré toutes ces divergences sur l'interprétation de ce rythme,
tous s’accordent sur sa fonction sensorielle.

i- D’aprés Miguel Nicolelis, les bursts thalamiques a ’origine de ce rythme sont observés
durant I'état d’éveil et permettraient également le transfert d’informations sensorielles
vers le cortex [Fanselow et al., 2001, Nicolelis, 2002|. Ce rythme est fortement corrélé
chez le rat a un comportement exploratoire correspondant a des mouvements rapides
des vibrisses. Des rythmes similaires sont observables chez les chats [Guido and Weyand,
1995], les cobayes domestiques [Edeline et al., 2000], les lapins [Swadlow and Gusev, 2002],
les singes [Ramcharan et al., 2000] et chez 'Homme, ce qui démontre que ces phénoménes
qui apparaissent dans des périodes dites de traitements sensoriels [Guido and Weyand,
1995], sont extrémement conservés. Il a été proposé que ce rythme soit un analogue du
rythme p observé chez I’'Homme correspondant & un état d’alerte et de préparation avant
un mouvement. Selon Nicolelis, ces oscillations de grandes amplitudes ne représentent pas
une activité pathologique et ne perturbent pas les perceptions sensorielles [Nicolelis, 2002,
Wiest and Nicolelis, 2003]. Le principal argument appuyant cette hypothése est que ce
rythme est désynchronisé par des stimuli sensoriels au niveau des vibrisses contrairement
a I'épilepsie d’absence [Wiest and Nicolelis, 2003|.

ii- Pour Sakata, il s’agirait d’un rythme transitoire entre ’état d’éveil et le sommeil
[Sakata et al., 2005].

iii- D’autres auteurs suggerent que ce rythme 7-12Hz serait associé a un état de désen-
gagement |Fontanini and Katz, 2005, Sobolewski et al., 2011]. Fontanini et Katz émettent
I'hypothése que cet état de désengagement (Idling state) correspond a un état physiolo-
gique et que I'épilepsie d’absence correspondrait & un désengagement extréme.

iv- Enfin, des rythmes similaires sont retrouvés chez 'Homme dans un état dit de va-
gabondage de I'esprit (Mind-wandering) [Braboszcz and Delorme, 2011] que I'on retrouve
également chez le rat [Corballis, 2013].

Bien qu’il soit possible qu’il n’y ait pas qu’une signification fonctionnelle particuliére

a ce rythme, ces bursts thalamocorticaux présents en dehors du sommeil, pourraient
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constituer une maintenance homéostatique des réseaux corticaux afin d’étre opérationnel
dans le traitement des informations sensorielles. En effet, dans 'HPC on observe également
chez le rat, lors de phases sensorielles, des rythmes rapides épileptiformes (ripples) [Bragin
et al., 1999, Grenier et al., 2003], mais physiologiques [Sirota et al., 2003|, nécessaires dans
la consolidation mémorielle.

En résumé, le niveau de vigilance jouerait un role essentiel dans ’apparition de ce
rythme 7-12 Hz [Lannes et al., 1988, Drinkenburg et al., 1991, Sakata et al., 2005, McGinley
et al., 2015].

La majorité des études s’intéressant a ces oscillations, porte sur ’analyse de I'activité
EFP du cortex somatosensoriel et une partie de mon travail de thése s’est focalisée sur
I’émergence ce rythme, non pas dans ce cortex mais dans le PFC et 'HPC (Chapitre

résultats).
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1.4.4 Conclusion

L’objectif de ce chapitre était de passer en revue une partie des réponses cérébrales
issues des EEG, EFP (de surface et de profondeur) ainsi que leurs roles fonctionnels. Ces
activités électriques sont la résultante de l'activité synchrone et périodique de plusieurs
milliers de neurones, orientés et organisés en couches paralléles. L’amplitude du signal
dépend du degré de synchronisation du réseau. De maniére simplifiée, plus le niveau d’éveil
est bas, plus la fréquence du rythme est basse et ’amplitude forte. De plus nous avons
vu que les EFP traduisent des états neurophysiologiques dépendant, fortement de 1’état
d’activité du sujet étudié. Une opération cognitive précise induit, dans les zones cérébrales
impliquées, des changements électriques observables dans les spectres de puissances. Ces
modifications spectrales, leurs significations et les messages qu’elles véhiculent, dépendent
de la nature cérébrale o elles ont été recueillies.

Aprés cette présentation des différents types de réponses cérébrales utilisées en neuros-
cience, je développerai dans les chapitres suivants le role des oscillations dans des fonctions
précises : i-la mémorisation et ii- les prises de décisions. je détaillerai principalement leur
émergence au sein d’un réseau constitué de 'HPC, du PFC et des structures dopami-
nergiques. Ce réseau fut I'une des cibles principales de mes enregistrements chez ’animal

éveillé.
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2 |Implication du cortex préfrontal et de

I’hippocampe dans la mémoire et le stress

2.1 Mémoires et Cognitions

2.1.1 Conditionnements et mémoires

Avec I'avénement de I'expérimentation animale au début du 20°™ siécle et la naissance
du béhaviorisme (John Watson), Ivan Pavlov (1890) a mis au point une procédure expé-
rimentale d’une situation d’apprentissage simple, appelée le “conditionnement classique".
Au cours d’un tel conditionnement, on apprend & un chien, & associer deux événements
comme le son d’une cloche suivi de la présentation de nourriture. Les résultats montrent
que le chien se met a saliver au son de la cloche avant que la nourriture ne soit présentée.
Ce type de conditionnement résulte d’un apprentissage associatif entre des stimuli et des
réactions automatiques. Le conditionnement pavlovien insiste sur la notion non volontaire
et il est souvent opposé au conditionnement opérant initi¢ par Edward Thorndike (1898)
et développé par Burrhus Frédéric Skinner *.

Pour Skinner, le conditionnement classique (Palovien) ne prenait pas en compte I’ac-
tion de I'environnement aprés qu'une réponse fut produite. Autrement dit, si le chien
salive & la suite d’un son de cloche, c’est que l'action de saliver provient du résultat de
ce qui se passe ensuite. Cette notion n’omet pas d’intégrer la spontanéité de l'individu
au sein d'un cadre explicatif et mécaniste (figure 2.1). Skinner développera trois proprié-
tés pour spécifier 'environnement : i) les circonstances dans lesquelles le comportement

s’opére; ii) le comportement lui-méme; iii) les conséquences du renforcement. Un com-

1. Burrhus Frederic Skinner né en 1904 en Pennsylvanie aux Etats-Unis, est un psychologue et un
penseur américain. Fondateur du behaviorisme radical, (approche psychologique qui consiste & se concen-
trer sur le comportement observable déterminé par I'environnement) il a été fortement influencé par les
travaux d’Ivan Pavlov et ceux du premier béhavioriste John Watson. Il a été élu par ses pairs comme 'un
des psychologues les plus importants du 20°™¢ siécle et aussi comme 'un des scientifiques les plus influents
de ce siécle. Il est 'inventeur d’un dispositif de conditionnement opérant, communément appelé boite de
Skinner. Ce matériel de laboratoire a simplifié I’étude des mécanismes de conditionnement, notamment

en favorisant le développement de modéles expérimentaux du comportement des organismes.
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portement opérant va donc produire des conséquences renforcantes. Le stimulus devient
opérant seulement s’il est récompensé, sinon l'acte ne le sera pas.

L’apprentissage skinnerien repose sur le renforcement et la punition pouvant étre cha-
cun, soit positif, soit négatif. Le renforcement est la conséquence d’un comportement qui
rend plus probable sa reproduction. La punition, quant a elle, diminue la probabilité du
comportement. Ainsi quatre types de conditionnement opérant ont vu le jour : i) le ren-
forcement positif qui augmente I'occurrence d’un comportement & la suite de I'ajout d’un
stimulus appétitif ; ii) le renforcement négatif ou la fréquence d’'un comportement tend a
augmenter par le retrait d’un stimulus aversif; iii) la punition positive est décrite comme
la probabilité d’apparition d’'un comportement qui tend a diminuer a la suite de 'ajout
d’un stimulus aversif; iv) la punition négative ot I'occurrence d’apparition d’un compor-
tement diminue & la suite du retrait d’un stimulus aversif. Le terme renforcement dans
ce qui vient d’étre énoncé, est considéré comme primaire, s’il répond & un besoin vital
(nourriture) et secondaire dans le cas de certains renforcements (jeu, argent, drogues...).
Néanmoins, cette école ne s’est intéressée qu’a une seule forme de mémoire (conditionne-
ment) et ne s’est pas du tout intéressée aux processus mentaux survenant entre le stimulus

et la réponse.

Haut parleur

/ B Lumiéres

Nourriture Bouton PIanther

poussoir électrifiable

FIGURE 2.1 — Boite de Skinner

Des années plus tard, Monsieur Henry Gustave Molaison, dont les fameuses initiales
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H.M sont connues par tous les neuroscientifiques, fut le patient qui permit d’éclaircir les
mécanismes de la mémoire. Il souffrait d’une épilepsie sévére et résistante aux divers trai-
tements pharmacologiques et finit par subir une ablation de ses lobes temporaux médians
(ablation bilatérale), considérés comme le foyer de ses crises. Les lobes temporaux sont
situés a l'arriére des lobes frontaux et au-dessous des lobes pariétaux, incluant ’'HPC,
I’amygdale, le cortex enthorinal et le subiculum. Bien qu’il ne fit plus de crise apreés cette
intervention, le patient Henry Gustave Molaison fut incapable de créer de nouveaux sou-
venirs, c¢’est-a-dire de convertir une trace mnésique temporaire en souvenir durable. Ainsi
le patient H.M présentait une amnésie antérograde (nouveaux souvenirs) sévére qui ’em-
péchait donc de former de nouveaux souvenirs mais également une amnésie rétrograde
(souvenirs passés) des événements d'une dizaine d’années. En effet, il se souvenait de son
enfance mais avait oublié un grand nombre de souvenirs vécus peu avant son opération.
De manieére intrigante, Henry Gustave Molaison, ne souffrait d’aucun autre handicap,
aussi bien sur les plans sensoriels, physiques que cognitifs. Son quotient intellectuel aurait
méme été légérement supérieur qu’auparavant. Il était capable d’apprendre et de retenir
des informations relevant d’un apprentissage automatique dit procédural. C’est & partir
de cette histoire qu'un grand nombre de concepts scientifiques nouveaux sont apparus
et furent validés : i) 'HPC et ses régions proches joueraient un réle fondamental dans
la mémoire; ii) La région hippocampique serait impliquée dans la formation initiale de
la mémoire et se désengagerait progressivement au fil du temps; iii) La mémoire serait
affaiblie de facon différentielle selon son ancienneté et doit étre consolidée au cours du
temps ; iv) De plus, il a été observé une amélioration de ses capacités mnésiques au cours
du temps ce qui démontra, d'une certaine maniére, l'existence d’'un systéme de mémoire
indépendant de la formation hippocampique, reposant sur des structures cérébrales diffé-
rentes qui sont restées indemnes aprées 'opération de monsieur Henry Gustave Molaison ;
v) Une dichotomie entre mémoire a court terme et mémoire a long terme fondée sur un
gradient temporel par rapport a un événement fut établie, permettant ainsi de raisonner
en terme de systéme mémoriel. Ce systéme permet de distinguer la mémoire a court terme
qui n’excéde pas quelques minutes et la mémoire & long terme qui s’étend sur plusieurs
années (figure 2.2). De ce fait, il convient mieux de parler des mémoires plutot que de la
mémoire. A partir de ce moment la, la mémoire ne fut plus considérée comme une fonction

unitaire et polymorphe.
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Mémoire a court terme (secondes-heures)

A / Mémoire a moyen terme (heures-mois)

g /

©

S

‘v

S

o

3 Mémoire a long terme (mois-vie)

S

o

L

Temps (log)

FIGURE 2.2 — Schéma illustrant de la durée pendant laquelle le souvenir sera
conserve.

Adapté de McGaugh 2004

L’observation de patients atteints de déficits de la mémoire & court terme, sans al-
tération de la mémoire a long terme, a permis d’établir le modéle de la mémoire de
travail. La mémoire de travail est décrite comme un systéme mnésique, a capacité limitée
qui permet la réalisation d’opérations et d’actions cognitives complexes, (compréhension,
apprentissage, raisonnement) a partir d’informations stockées temporairement, pour un
traitement immeédiat. Elle est considérée comme i) une voie de passage des informations
vers la mémoire a long terme mais également ii) une interface entre ces informations et

les connaissances stockées dans cette derniére.

2.1.2 Meémoire a long terme : modéle de Squire et modéle de
Tulving
Au milieu du 20éme siécle, une distinction entre deux types de mémoire a long terme
fut proposée :

1. la mémoire déclarative : elle correspond a la capacité a détecter et a coder ce qui
est unique dans chaque événement. Elle se caractérise par un accés conscient a

I'information mémorisée, qui peut alors étre verbalisée.

2. la mémoire non déclarative : elle correspond a la capacité a extraire les informations

communes & une série d’événements. Elle ne nécessite pas de rappel conscient.
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Cependant au début des années 1980, cette dichotomie en mémoires déclarative et
non déclarative est devenue insuffisante. A partir des structures biologiques sous-jacentes,
une taxonomie des mémoires est apparue dans les années 1990 permettant d’obtenir une
classification plus réaliste. Cette nouvelle classification issue du modele de Larry Ryan
Squire révele la diversité de ce que le terme “mémoire a long terme" représente (figure 2.3)
[Squire, 1992]. Selon ce modeéle, la mémoire déclarative est le type de mémoire atteint chez
le patient H.M. Elle est donc dépendante de ’'HPC. Ce systéme de mémoire déclarative,
centré sur ’'HPC, reprend l'idée selon laquelle une opération peut étre associée a un
réseau cérébral dépositaire de sa fonction, I’ensemble forme un « systéme cognitif ». Ce
modéele repose sur des informations a stocker et sur I'intégrité des structures nécessaires

a I’encodage des informations.

Mémoires
long terme court terme

Déclarative Non déclarative

(explicite) (implicite)

conscient inconscient

épisodique sémantique
(gutoblographlque) (cqnnglssance) conditionnement procédurale  Perceptuel non
«je me souviens que...» «je sais que...»» . L o
classique (savoir faire) «amorcage» associative
«habitude»
réponse réponse

émotionnelle  motrice

|

Lobe temporal Médian Amydale Cervelet striatum Néocortex  Voies réflexes

FIGURE 2.3 — Le modéle de Squire : organisation des différentes mémoires.

Adapté du modele de Squire 2004

Cette classification associe chaque type de mémoire & une structure cérébrale. Elle est principalement

axée sur le contenu des informations retenues ainsi que les structures cérébrales qui les sous-tendent.

La mémoire non déclarative (implicite) ne nécessite ni rappel conscient, ni implica~
tion de 'HPC. Elle représente un systéme trés hétérogéne qui regroupe un grand nombre

d’apprentissages inconscients sous-tendus par différentes opérations cognitives dont le dé-
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nominateur commun est cette indépendance vis-a-vis de 'HPC. Elle se divise en plusieurs
sous-catégories de mémoire. La plus connue est la mémoire procédurale, qui peut étre dé-
finie par les aptitudes motrices telles que jouer d'un instrument de musique, conduire un
véhicule... On retrouve également la mémoire conditionnée, la mémoire non associative,

I’amorcage.

La mémoire déclarative se compose de : 1) la mémoire sémantique qui concerne les faits
et les événements, indépendamment du contexte dans lequel ils ont été appris (Prise de la
Bastille 1789). En d’autres termes, elle fait référence aux connaissances que 1’'on posséde
sur le monde qui nous entoure (langage, mots, concept...). Son contenu est décontextualisé.
Ce type de mémoire est évoqué de fagon consciente sans indexation spatio-temporelle. ii)
La mémoire épisodique est définie comme la reconstruction mentale d’événements passés,
personnellement vécus dans un contexte spatio-temporel et affectif. Les attributs contex-
tuels de 'information répondent aux questions “quoi, ou et quand" [Wheeler et al., 1997].
En effet, I'une des caractéristiques de cette mémoire est de pouvoir initier un voyage
mental & travers le temps (passé, futur). Ce “voyage" est une représentation dans laquelle
I'individu peut non seulement se représenter consciemment les événements antérieurs, mais
également les intégrer au futur en se projetant et en planifiant ses activités. Le caractére
épisodique implique la prise de conscience propre de l'individu et le sentiment de revivre
un événement dans son intégralité, avec les détails et I’émotion du moment. Cet état de
conscience particulier est dénommé conscience autonoétique [Tulving and Markowitsch,
1997|. Ce terme fait référence a la prise de conscience par le sujet de sa propre identité
au sein d’un va-et-vient temporel (saut entre passé, présent et futur). La conscience est

nécessaire pour la démonstration de 'existence de la mémoire épisodique.

Cette classification issue du modéle de Squire présente I'avantage de rapprocher des
données biologiques et psychologiques, et reste I'une des références les plus citées. Malgré
tout, Larry Ryan Squire centre son modéle sur une relation exclusive entre la mémoire
déclarative et le lobe temporal médian, en ne prenant pas en compte les interactions entre
les différents systémes de mémoire. Dans ce modéle, il est supposé un fonctionnement
commun entre la mémoire épisodique et sémantique, en soutenant que ’acquisition de

I'une est impossible sans 'autre.

Endel Tulving, quant & lui, estime que les mémoires sémantiques et épisodiques sont

indépendantes I'une de 'autre. En 1995, il propose un modéle d’organisation de la mé-
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moire fondé sur cing systémes (figure 2.4) [Tulving, 1995]. Dans ce modéle, ’'encodage des
informations se fait en série, entrainant un stockage dans lequel les mémes informations
sont contenues dans plusieurs systémes. Cela entrainerait une récupération du souvenir
dans le systeme le plus adéquat. Ce modéle suppose que le systéme sémantique, dépendant
des régions parahippocampiques, serait recruté avant le systéme épisodique, dépendant
de 'HPC, expliquant ainsi les amnésies asymétriques. Endel Tulving s’est basé sur les
résultats de patients ayant une amnésie antérograde due & une atteinte précoce bilaté-
rale de 'HPC mais pas des régions parahippocampiques. Ces patients avaient de grandes
difficultés a se souvenir d’expériences et d’événements personnellement vécus. Paradoxale-
ment, ces patients faisaient preuve d’une intelligence normale, ce qui suggérent fortement
qu’ils étaient capable d’acquérir de nouvelles connaissances. A partir de cette étude Endel
Tulving exposa le role exclusif de THPC pour le stockage et le rappel de la mémoire épi-
sodique, ainsi qu’une indépendance de 'HPC vis-a-vis de la mémoire sémantique. Celle-ci

impliquent le lobe temporal médian.

g
e
——

Récupération
indépendante

Encodage en série

FIGURE 2.4 — Le modéle de Tulving
Adapté du modéle de Tulving 2002

L’encodage se fait de facon sérielle, systéme aprés systéme, item aprés item.
Le stockage est paralléle, un événement peut étre stocké dans plusieurs systémes en méme temps.

La récupération se fait de maniére indépendante, dans un systéme concerné.
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2.1.3 Roles présumés des ces activités oscillatoires synchronisées

dans la mémoire

Le phénomeéne de mémorisation permet de conserver et de restituer des informations
venant d’expériences et d’évenements divers. L’encodage, le stockage et le rappel sont des
processus traduisant la formation, le maintien et la récupération des informations percues.
Des structures cérébrales connectées entre elles sous-tendent ces processus. L'HPC et le
PFC sont impliqués, a différentes échelles temporelles, dans la formation de la mémoire
de type épisodique. L’'HPC se désengage ensuite graduellement au profit du néocortex, et
notamment du PFC, impliqué entre autres dans le maintien et la consolidation mnésique
[Euston et al., 2012]. Chez le rongeur, les circuits de 'HPC et du PFC interagissent durant
I'état éveil via les rythmes theta (6-12Hz) et gamma (30-120Hz) [Trimper et al., 2014].
Ces oscillations cérébrales reflétent une interaction dynamique entre le PFC et 'HPC
dans les processus d’apprentissage et de mémorisation [Hasselmo, 2005]. Ce transfert
d’informations est médié par les rythmes théta correspondants & une synchronisation
entre populations de neurones anatomiquement éloignées [Benchenane et al., 2010]. Le
rythme gamma refléte quant & lui une synchronisation locale [Buzséki, 2015|. Le PFC
est une des rares aires néocorticales directement connectée & 'HPC, via des afférences
excitatrices mono-synaptiques. La communication entre ces deux zones est importante
a la fois dans la réalisation de taches comportementales et le transfert d’informations

mnésiques (figure 2.5) .

A . o B Theta
apprentissage consolidation (6-12 H2)
S
S PFC
a Synchronisation
S
£ e AV
v “\ Gamma
5 -
HPC ‘ N (30-120 Hz)
: o JU
30 min sh Hjour - Gamma
temps (30-120 Hz)

FIGURE 2.5 — Implication du PFC et I’HPC dans la mémoire et le role des oscillations

cérébrales
d’aprés Francesco P. Battaglia and Bruce L. McNaughton, (2011) Neuron Previews. A) Mémoire et

interaction entre HPC et PFC. B) Communication entre PFC et HPC via les oscillations cérébrales
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La spécificité fonctionnelle de ces oscillations a pu étre mise en évidence en empé-
chant pharmacologiquement les neurones de se synchroniser. La formation de la mémoire
dépend du renforcement des connexions synaptiques entre les neurones, appelé plasticité
synaptique [Martin et al., 2000]. En effet, la “force” synaptique entre deux neurones n’est
pas figée, elle dépend de leurs activités antérieures et la mémorisation repose ainsi sur des
modifications synaptiques qui doivent étre stabilisées et consolidées. Dans le cas contraire
“la force” synaptique décroit rapidement et le souvenir s’estompe. Ce concept d’appren-
tissage Hebbien 2, suggére que la synchronisation de deux régions distantes faciliterait la
mémorisation [Benchenane et al., 2010].

Une assemblée de neurones synchronisés serait un circuit optimum pour ’échange d’in-
formations et posséderait une prédisposition naturelle a la consolidation [Hebb, 1949]. Les
oscillations synchronisées faciliteraient ce processus de plasticité synaptique. Les activités
oscillatoires signent des arrivées synaptiques simultanées, qui joueraient le role d’horloge
périodique régulant la décharge des potentiels d’action (PA). Les neurones physiquement
éloignés peuvent étre mis en relation temporelle dans des phases de 1'oscillation theta dites
d’excitabilité, correspondant aux périodes ou la balance excitation/inhibition est la plus
positive. Ces relations permettent des potentialisations a long terme (LTP) qui renforcent
les connections synaptiques lorsque les PA du neurone sont émis au niveau du pic de
'oscillation (ou il est plus probable que d’autres neurones soient actifs) et des dépressions
a long terme (LTD) lorsque les PA du neurones sont émis dans le creux de 'oscillation,
quand les autres neurones sont majoritairement silencieux [Hyman et al., 2003|. De plus
il a été montré que les oscillations gamma synchronisées établissent avec précision (de
I'ordre de la milliseconde) le moment (ou timing) de décharge des PA, phénoméne crucial
pour la plasticité synaptique de type STDP (Spike Timing Dependent plasticity) [Fell and
Axmacher, 2011, Caporale and Dan, 2008] (figure 2.6).

2. Donald Hebb est un neuropsychologue canadien. L’une de ses contributions les plus importantes
est I'idée que deux neurones actifs au méme moment créent ou renforcent leur connexion de maniére a
ce que l'activation d’un neurone par Iautre soit plus facile a Pavenir (The Organization of Behavior, p.
62). Le fonctionnement du systéme nerveux est bien plus complexe et Hebb, qui considérait ses théories
comme un simple moyen de progresser dans notre compréhension de ’esprit humain, en avait pleinement
conscience. Plus de vingt ans aprés, les neurosciences ont permit de mettre en évidence le phénoméne de

potentialisation & long terme, qui joue un grand roéle dans les théories neurobiologiques de la mémoire.
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A

FIGURE 2.6 — Role présumé des ces oscillations synchronisées

d’apres Juergen Fell and Nikolai Azmacher, (2011) Nature Reviews.

A- La synchronisation PFC-HPC est nécessaire aussi bien chez 'homme que chez le rongeur. B- Des
neurones physiquement éloignés peuvent étre en relation temporelle dans des périodes d’excitabilité en
établissant avec précision le moment de décharge de potentiels d’action. D- La formation de la mémoire
dépend du renforcement synaptique entre les neurones (LTP) qui doit étre stabilisé et consolidé. D- Les
potentiels d’action survenant au sommet des périodes d’excitabilité entrainent des LTP, et ceux au creux

des LTD.

2.2 Hippocampe : mémoire spatiale et stress

2.2.1 Rappels anatomiques de I’hippocampe

[’HPC fait partie du systéme limbique, qui englobe un groupe trés étendu de noyaux

cérébraux interconnectés pour former un réseau fortement impliqué dans les mécanismes
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responsables de I’émotion, de 'apprentissage et de la mémoire |Fanselow and Dong, 2010].
Le systéme limbique englobe 'HPC, le thalamus, le cortex cingulaire, le fornix, le bulbe
olfactif, 'amygdale et les corps mamillaires. L’HPC posséde deux fonctions distinctes
selon la partie concernée. L’HPC dorsal a un réle dans ’acquisition et la consolidation
des mémoires spatiales et épisodiques [Bannerman et al., 1999, Bannerman et al., 2014].
L’HPC ventral, du fait de ses connexions avec 'amygdale, est impliqué dans la régulation

des comportements liés aux émotions telles que 'anxiété ou la peur [Bannerman et al.,

2004, Adhikari et al., 2011] (figure 2.7).

CORTEX
ENTHORINAL

Fissure

CA3

GYRUS
DENTELE

FIGURE 2.7 — Coupe schématique du circuit trisynaptique
Figure adaptée d’un schéma par Ramon y Cajal (1911)

L’HPC est une circonvolution bilatérale et symétrique appartenant au télencéphale.
L’HPC est appelé ainsi pour sa ressemblance avec ’animal marin. On le nomme également
la Corne d’Ammon (CA) en raison de sa forme recourbée suggérant les cornes de bélier
du dieu Ammon dans la mythologie égyptienne. Il représente la partie la plus importante
de l'archicortex® (du grec archaios = ancien). Chez la souris, 'HPC se situe au milieu du

cerveau, juste sous la partie antérieure du corps calleux qui relie les deux hémispheéres. I1

3. Le cortex a subi une longue évolution depuis son apparition chez les premiers craniates ou leurs

ancétres. On distingue chez les mammiféres le néocortex, aussi appelé néopallium et 'allocortex lui-
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est constitué d’une partie ventrale et d’'une partie dorsale. Son organisation laminaire en
3 couches différe de celle du néocortex, qui est organisé en 5 & 6 couches. Chaque partie
se compose de plusieurs sous-régions telles que le gyrus denté GD, les aires CA1l, CA2
et CA3. L’aire CA1 contient de petites cellules pyramidales, 'aire CA2 est caractérisée
par une bande étroite mais dense de grandes cellules pyramidales alors que I'aire CA3 se
présente comme une large bande de cellules pyramidales volumineuses et dispersées. Les
aires CA sont principalement constituées de cellules pyramidales, alignées le long d’une
couche ayant une épaisseur d’une centaine de pum. Les dendrites apicales de ces cellules
projettent & deux niveau : i) dans une couche nommeée stratum radiatum puis ii) dans
une couche nommée stratum lacunosum-molecular. Les projections axonales des dendrites
basales quant & elles se situent dans la couche stratum oriens (figure2.7).

L’HPC est caractérisé par un circuit neuronal trisynaptique : les axones du cortex ento-
rhinal (qui filtrent les informations en provenance du reste du cerveau) constituent la voie
d’entrée de 'information dans 'HPC. Appelés fibres perforantes, ces axones contactent
directement les cellules granulaires contenues dans le gyrus denté. A leur tour, les cel-
lules granulaires projettent (ces projections constituent les fibres moussues) massivement
vers la zone CA3 o elles font synapses avec les dendrites des cellules pyramidales de cette
zone. Puis les axones des cellules pyramidales de la zone CA3 se projettent (ces projections
constituent les collatérales de Schaffer) vers les dendrites des cellules pyramidales de la
zone CA1 en passant par la zone CA2. Enfin, les cellules pyramidales du CA1 projettent
leurs axones vers le subiculum qui constitue la voie de sortie de I'HPC (qui envoie les
informations vers les autres structures du cerveau), complétant ce circuit tri-synaptique
(figure 2.7).

Ces cellules pyramidales des champs CAl et CA3 ont une particularité remarquable :
ces cellules ont des patrons de décharge qui sont liés a la position de I'animal dans son
environnement : elles sont donc appelées cellules de lieu. On retrouve également au sein
de 'HPC des cellules ne possédant pas ces particularités la. De plus, il existe une grande
variété d’interneurones.

Le GD est une structure a part entiére de 'HPC. Il est composé principalement de

méme subdivisé en paléocortex (ou paléopallium) et archicortex (ou archipallium). L’archicortex est le
plus ancien, il existe déja chez les poissons dans le rhinencéphale, structure responsable du traitement
des sensations olfactives. Chez ’Homme, on le trouve dans des structures trés anciennes telles que ’'HPC

et le gyrus denté (ou dentelé).
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cellules granulaires, qui sont regroupées dans la couche granulaire stratum granulosum et
une couche moléculaire constituée de fibres en provenance du cortex enthorinal. La der-
niére couche retrouvée dans le GD est nommée hilus. Elle contient les cellules excitatrices

moussues, dont les épines dendritiques contactent les fibres moussues (figure 2.7).

Il est intéressant de constater qu’il existe tout un pan de la littérature dans lequel
I’HPC est considéré comme une structure exclusivement cognitive, impliquée dans la mé-
moire épisodique (la forme de mémoire principalement touchée dans la maladie d’Alz-
heimer) ; et un autre versant ou il est plutot impliqué dans la régulation du stress et de
I'anxiété. L'HPC dorsal chez le rongeur (HPC postérieur, chez les primates) serait 1’acteur
de cet aspect cognitif tandis que 'HPV ventral (HPC antérieur, chez les primates figure)
serait relié au stress, aux émotions et a 'affect ; son déréglement entrainerait des troubles
affectifs. Dans la suite de ce chapitre, je décrirai cette différence fonctionnelle au sein de

I’HPC et le lien opérationnel que 'HPC entretient avec le PFC.

Hippocampe Dorsal
el CA1

Memoire spatiale

Stress
Anxiété

FIGURE 2.8 — L’hippocampe : aspect cognitif et émotionnel
Adapté de : Bannerman et al 2014, Nature Review
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2.2.2 Hippocampe dorsal : mémoire spatiale

Dans les années 1960, des études réalisées chez les rongeurs ont voulu déterminer les
dommages qu’engendrait une large lésion hippocampique. Leur premiére constatation fut
que les animaux étaient capables d’apprendre aussi bien que les rongeurs non lésés, dans
plusieurs variétés de tests comportementaux. Bien qu’aucune anomalie n’ait été détectée
dans 'acquisition d’'une nouvelle régle, les auteurs observérent néanmoins une tendance
apparente a persister dans ces réponses apprises alors qu’elles n’étaient plus appropriées.
Autrement dit, si un changement de régles s’était opéré (ex : aller a gauche au lieu d’aller
a droite comme auparavant), ’animal mettait beaucoup plus de temps a se rendre compte

qu’il fallait alterner.

A partir d’un test de peur contextuelle (Fear conditioning), Kim et Fanselow (1992)
ont mis en évidence un nouveau paradigme, qui permet également d’évaluer les fonctions
de 'HPC dorsal (HPCd) [Kim and Fanselow, 1992|. Dans la version standard de ce test,
les rats ou les souris sont placés dans une chambre A o ils recoivent des chocs électriques
aversifs précédés par un stimulus avertisseur (son) [Kim and Fanselow, 1992|. Lorsque
les rongeurs, se retrouvent de nouveau dans la chambre A, ils se mettent & exprimer un
comportement de peur (“freezing" = immobilité soutenue) qu’ils n’expriment plus s’ils se
trouvent dans une chambre B. Ces résultats montrent, que I’animal a associé les chocs
électriques & un contexte. De maniére intéressante, I'utilisation du stimulus avertisseur
dans la chambre B, entraine également un freezing. Cela suggére également qu’en absence
de contexte de peur, I’association peut étre mémorisée. Lors d’une lésion de 'HPCd, suivie
du protocole de peur contextuel I'animal se met a freezer au moment de la présentation
du son, mais pas dans le contexte associé au choc. Cela confirme que ’'HPCd des rongeurs

soutient un type de mémoire contextuelle sans étre impliqué dans la mémoire associative.

La découverte de cellules de lieu par May-Britt Moser, Edvard Ingjald Moser et John
O’keefe, a permis de conférer a 'HPCd un réle dans 1’élaboration d’une représentation
spatiale, telle une carte [O’Keefe and Nadel, 1978|. Associées a la découverte de cellules de
direction (décharge pour certaines orientations de la téte ou de déplacement de 1’animal),
ces cellules contribuent au codage d’une carte spatiale de I’environnement ot évolue ’ani-
mal. Ces résultats ont été confirmés par d’autres équipes aussi bien chez les rongeurs que
les primates chez qui on observe une distinction fonctionnelle entre hippocampe posté-

rieur et antérieur plutét que dorsal/ventral et ont aboutit a la conclusion que 'encodage

40



2 2.2. HIPPOCAMPE : MEMOIRE SPATIALE ET STRESS

en mémoire spatiale proviendrait de 'HPCd et que 'HPCv serait indépendant de ces
mécanismes.

En 1984, Richard Graham Morris a mis en évidence une distinction entre la partie
dorsale de 'HPC (HPCd) définie comme 50% du volume de 'HPC a partir du pole
septal, et la partie ventrale (HPCv) définie comme 50% du volume de 'HPC a partir
du pole temporal [Morris, 1984]. Il a montré qu'une lésion totale de 'HPC diminue les
performances en mémoire spatiale, dans le labyrinthe de Morris (ou Piscine de Morris),
sans réellement affecter les aspects motivationnels et moteurs.

En utilisant le méme test comportemental que R.G. Morris, les chercheurs Edvard
Ingjald Moser et May-Britt Moser ont montré qu'une lésion de 'HPCd diminue égale-
ment les performances. Paradoxalement, une lésion de ’HPCv n’entraine aucun déficit en

mémoire spatiale [Moser and Moser, 1998|.

2.2.3 Stress et anxiété

Tous les étres vivants sont soumis de facon automatique au phénoméne d’homéostasie
qui consiste & préserver un équilibre en maintenant une valeur bénéfique pour “le sys-
téme", grace a un processus de régulation. Une situation oppressante, un danger ou une
altération physique viennent perturber cet équilibre. Le stress est défini comme ’ensemble
des réponses adaptatives d'un organisme soumis a ces pressions [Kim and Diamond, 2002].
Ces réponses se situent a plusieurs échelles physiologiques allant de la cellule au compor-
tement et sont fortement dépendantes de 1’état de I'individu (Age, Vulnérabilité, Addic-
tion) [Belujon and Grace, 2011, Popoli et al., 2012, Prenderville et al., 2015]. Le stress est
généralement associé a I'anxiété [Pégo et al., 2008, Bessa et al., 2009, Tan et al., 2011], qui
correspond & un état de vigilance et d’alerte. L’anxiété représente une émotion, alors que
le stress est un mécanisme de réponse pouvant amener plusieurs émotions, dont I’anxiété.
Ils ne peuvent donc pas étre confondus!

De nombreuses études menées chez 'Homme, comme chez les animaux mettent en
évidence le lien causal entre le stress et les fonctions mnésiques. Ce lien peut se situer
aussi bien dans I’encodage et le stockage que dans la récupération d’une nouvelle infor-
mation [de Quervain et al., 1998]. En général, les événements traumatisants et durables
s’'inscrivent dans un registre épisodique. Chez le rongeur, il existe une pléthore de proto-

coles mettant en avant les différents mécanismes de stress (peur conditionnée, exploration
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forcée, vertige...). Chaque protocole a été développé dans le but de sonder une région
cérébrale spécifique afin de répondre a une question précise.

Une étude montre que lors d’'un apprentissage en condition de stress, la consolidation
de cette nouvelle acquisition se retrouve étre améliorée par 'augmentation de la sécré-
tion de glucocorticoides [Sandi and Pinelo-Nava, 2007]. De plus, des souris ont montré
un accroissement de leurs performances dans un labyrinthe de Morris ot 'eau était a
une vingtaine de degrés (aversif), par rapport au groupe controle (eau a 30°C) [Conboy
and Sandi, 2010]. Cette acuité mémorielle serait corrélée a une augmentation du taux de
corticostérone (i.e cortisol chez I'humain) [Conboy and Sandi, 2010]. L’injection de gluco-
corticoides augmenterait également les performances cognitives [Roozendaal et al., 2010].
Néanmoins, il semblerait que ce gain de performances en mémoire spatiale soit nuancé
selon la difficulté du test. Diamond et ses collaborateurs ont montré, qu’aprés exposition
a une odeur de prédateur (chat), les rats ne montraient pas de déficit dans leurs perfor-
mances dans un labyrinthe de Morris a 4 bras. Par contre, lorsque la tache devenait plus
complexe (6 bras), les rats stressés mettaient plus de temps a atteindre la plateforme que
le groupe controle [Diamond et al., 1999].

L’HPC, exerce un controle sur I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (“Hypothalamic-
Pituitary-Adrenal axis = HPA”. Une lésion de 'HPC perturbe cette régulation [Jacobson
and Sapolsky, 1991, Dedovic et al., 2009]. Réciproquement, 1’élévation des hormones du

stress conduit & un dysfonctionnement hippocampique (Homme et rongeur).

Les neuromédiateurs du stress

Les réponses adaptatives au stress sont rendues possibles par I'intermédiaire de nom-
breux systémes qui méneront a une action chimique combinée. Ces molécules médiatrices
sont réparties en trois catégories : i) les neuromodulateurs, ii) les neuropeptides et iii)
les hormones stéroidiennes (cortisol chez 'Homme ou corticostérone chez les rongeurs).
Chaque classe se différencie par sa fenétre temporelle et son action sur les structures cibles.

i-Les neuropeptides : majoritairement trois neuropeptides, visant des neurones bien
définis et plus particulierement des récepteurs spécifiques, sont libérés en réponse au
stress au sein du systéme nerveux central.

La corticolibérine ciblerait I'amydale (stress, anxiété) [Koob, 2008], le locus coeruleus

[Valentino and Van Bockstaele, 2008, Sun et al., 2015] et 'HPC (stress li¢ & la mémoire)
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[Ivy et al., 2010]. La corticolibérine a un spectre d’action allant de quelques secondes a
quelques minutes et activerait les CRHR1 et 2, deux récepteurs couplés aux protéines
G. Sa libération dans 'HPC et I'amydale, lors d’'un stress aigu-modéré, améliorerait le
processus de consolidation mnésique [McGaugh and Roozendaal, 2002, Lupien et al., 2009|
via une augmentation de la potentialisation & long terme (section & venir : réles présumeés
de ces activités oscillatoires synchronisées) [Blank et al., 2002]. Son rdle est principalement

fondé dans les processus mnésiques.

La vasopressine et 'orexine quant a elles cibleraient I’hypothalamus et seraient impli-
quées respectivement au stress dii aux comportements sociaux et aux troubles du som-

meil [Valentino and Van Bockstaele, 2008].

ii-Les hormones stéroidiennes : les glucocorticoides (GC) agissent sur les récepteurs
aux minéralocorticoides (MR) et aux glucocorticoides (GR). L’axe HPA constitue 'axe
majeur du systéme endocrinien. Une grande diversité de stimuli (rythme circadien, prise
alimentaire, stress...) aboutit a la libération dans la circulation sanguine des hormones
glucocorticoides. L’axe HPA, via la concentration de GC dans le sang, assure ’homéostasie
de 'organisme. Chez ’'Homme comme chez les mammiféres en général, on retrouve une
rythmicité dans la concentration de GC qui serait liée a 'alternance jour/nuit (cycle
nycthémeéral ou cycle circadien). On observe un pic hormonal en début de journée (le soir

chez les rongeurs).

De plus, il existe a l'intérieur de ces rythmes nycthéméraux des rythmes “ultradiens”,
d’environ une heure ot la sécrétion des GC devient pulsatile. Il s’agit d’épisodes sécrétoires
d’une fréquence de 1 & 3 pulses par heure, suivis d’une inhibition d’une vingtaine de
minutes induisant la clairance rapide de ces hormones [Scheff et al., 2012|. Ce rythme
ultradien constituerait un mécanisme dynamique qui supporterait la mise en place rapide

des processus adaptatifs au stress par une régulation fine des processus d’homéostasie.

Enfin, les travaux de Jacques Barik [Barik et al., 2013] ont montré chez des souris
soumises a un stress social répété, une augmentation du taux de GC. Cette augmentation
hormonale impacte le systéme dopamingerique (DA) au travers de 'activité de décharge
des neurones DA (chapitre 3). En effet, cette derniére est augmentée aussi bien en fré-
quence qu’en burst.

iii-Les neuromodulateurs : la libération des monoamines (adrénaline, sérotonine et

dopamine) sous-tend I’activation rapide du systéme nerveux central en réponse a un évé-
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nement oppressant. Elle se produit juste aprés I’événement stressant et contribue alors
aux réponses comportementales immédiates [Arnsten et al., 2012]. Les neuromodulateurs
ciblent principalement des récepteurs couplés aux protéines G. Une libération de mono-
amines au cours du stress se produit dans des structures cibles telles que 'amygdale [Roo-
zendaal et al., 2009], le PFC ( [Arnsten et al., 2012| et 'HPC [Srikumar et al., 2011]. Selon
le neuromodulateur, le comportement qui en découle, correspondant dans la plupart des
cas & une réponse immeédiate, se trouve étre radicalement différent.

[augmentation d’adrénaline engendrerait un accroissement du focus attentionnel sur
une partie de ’environnement et une diminution des informations de types non attendues
[Aston-Jones and Cohen, 2005|. L’augmentation de la dopamine libérée dans le PFC,
conférerait un role d’évaluateur a ce dernier, qui sera en charge d’estimer I'importance
du danger et de la situation [Goto et al., 2007]. Enfin la sérotonine, jouerait le role de
frein qui promouvrait I'attente comportementale, et permettrait une réduction de 1’état
anxieux [Adamec et al., 2008].

La libération de chacun de ces neuromédiateurs agit de maniére synergique selon une

fenétre temporelle dynamique.

2.2.4 Hippocampe ventral : stress et émotion

De nombreuses études mettent en évidence I'implication de 'HPCv dans les proces-
sus émotionnels (figure 2.9) [Bannerman et al., 2004, Fanselow and Dong, 2010, Adhikari
et al., 2010, Adhikari et al., 2011, Jacinto et al., 2013, Oliveira et al., 2013, Leary et al.,
2014]. Aprés une lésion de cette région, les souris augmentent leurs nombres d’entrées ainsi
que le temps passé dans les bras ouverts (bras anxiogénes) d’un labyrinthe en croix sur-
¢élevé. Une diminution du nombre de féces (indice d’anxiété) est également observée dans
une aréne fortement éclairée [Bannerman et al., 2003, Bannerman et al., 2014|. D’autres
études montrent également chez le rat, qu’une lésion de 'HPCv modifie le comportement
exploratoire en open-field (le passage au centre anxiogéne, la distance parcourue) [Royer
et al., 2010] et que le rat se dirige plus rapidement dans le compartiment éclairé des boites
claires/obscures [Fanselow and Dong, 2010|. Contrairement a I'HPCd, 'HPCv regoit un
grand nombre de projections de I'amygdale. De plus, seul la partie ventrale de 'HPC
projette sur cette structure (figure 2.10) [Pitkénen et al., 2000].

L’HPCv aurait un role différent de celui de 'amydale, la premiére structure serait
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davantage associée a I'anxiété et la seconde a la peur [Bannerman et al., 2004|. L’anxiété
et la peur sont deux phénoménes distincts [Sylvers et al., 2011, Adhikari, 2014|. L’anxiété
matérialise un conflit ou une incertitude entre plusieurs alternatives (labyrinthe en croix
surélevée : bras ouvert, bras fermé; open-field : périphérie, centre) [Grupe and Nitschke,
2013, Tovote et al., 2015]. La peur représente plutot une réponse imminente face a un
danger. L'HPCv serait plutot un estimateur de conflit. L’évitement d’environnement an-
xiogéne entraine une augmentation de puissance sur la gamme theta dans le PFC et dans

la partie ventrale de ’HPCv, mais pas dans ’'HPCd.
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FIGURE 2.9 — L’activité theta du cortex préfrontal et de I’hippocampe ventral aug-

mente dans des environnements anxiogénes

Adikari et al. Neuron 2010

A- Exemple du méme tracé EFP recueilli dans le PFC dans 3 conditions : environnement familier (noire),
aréne circulaire (rouge), plateforme surélevée (bleu). B- Spectre de puissance dans les trois conditions dans
le PFC (gauche), ’'HPCd (milieu) et dans 'HPCv (droite). Des modifications sont observées uniquement
dans le PFC et 'HPCv.

Cependant, Bruno Poucet et son équipe ont montré que cette dichotomie (dorsal / ven-
tral) ne serait pas aussi stricte qu’on pourrait le penser [Burton et al., 2009|. Ces résultats
mettent en évidence l'existence de cellules de lieu au sein de 'HPCv. Cette observation
démontre que 'HPCv n’est pas réduit aux seuls états émotionnels. En effet, 'THPCv serait
également impliqué dans la mémoire spatiale et la mémoire de travail [O’Neill et al., 2013].

Dans une autre étude, lors d’un test de peur contextuelle, les auteurs ont inactivé
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FIGURE 2.10 — Schéma simplifié des projections de ’HPC selon son versant dorsal

ou ventral

D’apres Olivia F.O’Leary and John F. Cryan. Trends in Pharmacological Sciences (2014)

le PFC médian de souris ayant récemment mémorisé ’association (i.e inactivation 1 & 2
jours aprés). Cette inactivation a entrainé un déficit dans la consolidation de cette peur

acquise |Corcoran and Quirk, 2007].

2.3 Cortex préfrontal : mémoires et prise de décision

Tout, comme 'HPC, le PFC est associé a de trés nombreuses fonctions [Heidbreder
and Groenewegen, 2003, Euston et al., 2012|. Tout un pan de la littérature décrit le PFC
et son implication dans les processus décisionnels (“decision making") [Sul et al., 2010]
tels que : la gestion de conflits [Nee et al., 2011], la détection d’erreurs [Holroyd et al.,
2002|, I'action appropriée [Schuck et al., 2014|, Iapprentissage par renforcement et les
prises de décision avec risques et gains [Bechara et al., 2005, Wallis, 2012, Rudebeck and
Murray, 2014, Stalnaker et al., 2015].
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Comme nous avons pu le voir dans la section Roles présumés des ces activités oscilla-
toires synchronisées, le PFC est également impliqué dans la récupération et la consolida-
tion mémorielle [Benchenane et al., 2011a,Colgin, 2011, Young and Shapiro, 2011, Gordon,
2011]. Dans cette derniére section, je présenterai dans un premier temps 'implication du
PFC dans les phénoménes mnésiques puis dans un second temps son implication dans les

prises de décision.

2.3.1 Le cortex préfrontal chez le rongeur

Le PFC se trouve en avant du genou du corps calleux, ot 'innervation dopaminergique
corticale est la plus importante. L’existence d’'un PFC chez les mammiféres non primates,
et plus particuliérement chez le rat et la souris, fut I'objet de controverses. Une définition
fut proposée par Rose et Woolsey (1948), fondée uniquement sur des critéres anatomiques,
c’est-a-dire sur les aires de projections corticales du noyau dorsomédian du thalamus
[Rose and Woolsey, 1948]. Il apparait de maniére claire aujourd’hui que ce seul critére
anatomique ne suffit pas pour déterminer d’éventuelles homologies* ou analogies, entre
les structures du PFC chez la souris et celles du primate (figure 2.11) .

Ce critére de détermination du PFC n’est pas suffisant étant donné que les aires
frontales corticales recoivent également les projections du noyau dorsomédian du thalamus
[Barbas et al., 1987]. De plus, les projections du noyau dorsomédian du thalamus touchent
également les aires motrices et prémotrices [Goldman-Rakic and Porrino, 1985, Ilinsky
et al., 1985]. Uylings et van Eden (1990) ont donc proposé une définition qui repose
uniquement sur l'importance des connexions réciproques entre le cortex préfrontal et le
noyau dorsomédian du thalamus, c’est-a-dire en termes de nombre de neurones participant
a la projection et en fonction de la densité des terminaisons et ce, comparativement aux
projections des autres structures thalamiques [Uylings and Van Eden, 1990|. Sur cette
base, ces auteurs ont été amenés a inclure le cortex cingulaire antérieur ainsi qu’a exclure

I’aire ventrolatérale orbitale de la définition du cortex préfrontal chez le rat. Il est délicat

4. Dans le champ de la biologie évolutionniste, deux structures sont dites homologues si elles dérivent
de I’évolution d’une structure ancestrale commune. Le terme d’analogie est utilisé lorsque deux structures
remplissent la méme fonction mais que leur développement provient d’une évolution paralléle et non
commune. En outre deux structures peuvent étre homologues sans avoir nécessairement la méme fonction.
Concernant 'existence d’un cortex préfrontal chez le rongeur, voir [Preuss, 1995], et pour une discussion

plus générale, voir [Striedter, 2002].
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FIGURE 2.11 — Evolution du cortex préfrontal
Steven P wise. Trends in Neurosciences Vol.31 No.12 (2008)

de quantifier précisément 'importance relative des connexions réciproques entre le PFC
et le noyau dorsomédian du thalamus, cette difficulté étant & 1’origine d’une controverse
quant & l'intégration au sein du PFC des aires corticales précentrales médianes (PrCm,

également appelée Fr2; Frontal area 2, ou encore Agm ; Agranular medial cortex) et du

cortex cingulaire antérieur(ACd).

Un autre critére visant a définir structurellement le PFC, s’appuyait sur I'existence

d’une couche agranulaire (couche IV) située en avant des aires prémotrices agranulaires.

Pour cette raison, le cortex préfrontal était aussi connu sous le nom de “cortex frontal
agranulaire”. Cette définition est inadaptée dés lors que 'on s’intéresse aux rongeurs. Les

aires motrices primaires sont granulaires chez cette espéce alors qu’elles sont agranulaires
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chez le primate. Les arguments cytoarchitectoniques ne peuvent donc étre utilisés pour
caractériser cette structure.

Le dernier critére est 'innervation DA. Le PFC regoit des projections en provenance
de la VTA. Chez le rongeur, cette innervation DA est importante au niveau du PFC .
L’importante innervation DA du cortex moteur (M1) chez le rongeur pourrait l'inclure
dans le PFC sur cette base. De plus le cortex moteur controle les vibrisses, organes senso-
riels servant a percevoir I’environnement et a former une image mentale de I’emplacement
ou la position d’objet [Luft and Schwarz, 2009, Anderson et al., 2010, Hosp et al., 2011].

Le PFC médian peut étre subdivisé en plusieurs aires anatomiquement et fonction-
nellement distinctes, que 'on peut identifier suivant ’axe dorso-ventral : ’aire médiane
précentrale (Fr2, Agm ou encore PrCm), le cortex cingulaire antérieur (AC, dans ses com-
posantes tant dorsales que ventrales), 'aire prélimbique (PL) et l'aire infralimbique (IL).
Fr2 et AC forment le PFC médian dorsal, tandis que PL et IL forment le PFC médian
ventral. D’un point de vue fonctionnel, le PFC médian dorsal est impliqué dans les compo-
santes motrices du comportement, tandis que la composante ventrale est liée & des aspects
émotionnels, cognitifs et mnésiques |Gisquet-Verrier et al., 2000, Sul et al., 2010, Euston
et al., 2012, Patton et al., 2013, Hanks et al., 2015|. Le PFC est probablement la région
qui posseéde le plus de connections réciproques avec les différentes régions corticales sen-
sorielles associatives (auditive, visuelle) et sous-corticales (diencéphale, mésencéphale et

systéme limbique) (figure 2.12) .
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FIGURE 2.12 — Afférences et éfférences du cortex préfrontal
David R. Fuston, Aaron J. Gruber,1 and Bruce L. McNaughton, Neuron Review 2012

2.3.2 Cortex préfrontal et mémoire de travail

Certains auteurs suggérent que les rythmes cérébraux du PFC seraient impliqués dans
la mémoire de travail, l’attention et la consolidation de nouvelles acquisitions. D’une ma-
niére générale, une lésion du PFC altére les performances de ce type de mémoire [Delatour
and Gisquet-Verrier, 1996, Birrell and Brown, 2000, Gisquet-Verrier and Delatour, 2006].
Les activités theta et gamma enregistrées dans cette région refléteraient une phase de
communication entre le PFC et les autres régions du cerveau.

Les informations sensorielles doivent étre filtrées afin de sélectionner les informations
essentielles a la survie. Cela nécessite un dialogue constant entre les aires sensorielles qui
recueillent I'information et les aires frontales qui fixent les objectifs en déterminant la
pertinence des informations sensorielles.

Chez les rongeurs, on utilise un test de mémoire spatiale afin d’évaluer la mémoire de
travail. Ce test de mémoire de travail spatiale (spatial working memory) est une tache
d’alternance forcée dans un labyrinthe en T (delayed non-matching-to-place, DNMP)
(figure 2.13) [Deacon and Rawlins, 2006].

Chaque essai est constitué de deux phases :

i. Une phase dite de « choix forcé » dans laquelle ’animal court dans le bras central
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et est dirigé dans I'un des bras avec une barriére bloquant le bras opposé. La récompense

est située au bout du bras ouvert.

ii. Une phase de « choix libre » dans laquelle 'animal court dans le bras central et
peut choisir entre les deux bras qui sont ouverts. Pour obtenir la récompense, ’animal
doit aller dans le bras qu’il n’avait pas visité au préalable lors de la phase de choix forcé.
Ce test permet d’étudier la mémoire de travail en mesurant la tendance naturelle des

animaux & explorer un environnement nouveau pour obtenir une récompense.

Choix forcé Choix libre

¥d , rd

FIGURE 2.13 — Schéma descriptif d’un test de mémoire spatiale de travail

Les animaux sont maintenus en restriction alimentaire pendant toute la durée du test de facon a ce qu’ils
atteignent 85% de leur poids initial afin de les motiver & obtenir la récompense. Ce test est réalisé dans
un labyrinthe en T composé d’un bras central avec un compartiment de départ et de deux bras opposés
perpendiculaires. Pour éviter le biais dii & I'odeur, une récompense inaccessible est placée dans le bras
visité lors de la premiére étape. Des indices visuels sont disposés autour du labyrinthe en T. Un délai de
10 secondes sépare ces deux phases. La localisation du bras ouvert (gauche ou droite) varie entre les essais
de maniére pseudo-randomisée pour avoir autant de bras droits que de gauches au cours des 10 essais
mais ne dépassant pas plus de trois essais consécutifs du méme coté. La phase d’apprentissage consiste en
10 essais par jour jusqu’a atteindre le critére de performance qui est de 7 essais réussis sur les 10 pendant

au moins 3 jours consécutifs [Deacon and Rawlins, 2006, Shoji et al., 2012].

On observe une forte synchronisation oscillatoire, entre le PFC et HPC sur la gamme
theta lors d’un test DNMP. La réussite de ce test dépend également de l'interaction de
I'HPC et du PFC. La cohérence (i.e fonction qui mesure ce degré de synchronisation
c.f Méthode) sur la gamme theta est particulierement élevée dans cette tache, et plus
particuliérement lorsque I’animal maintient temporairement de I'information [Benchenane

et al., 2011b).
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FIGURE 2.14 — Diminution de la performance de réussite corrélée avec un défaut de

cohérence

Sigurdsson et al, Nature 2010

Joshua A. Gordon et son équipe ont montré que les faibles performances de réussites
chez un modéle murin de la schizophrénie (22q11.2), étaient corrélées a une diminution de
I’association oscillatoire prefrontal-hippocampique sur la gamme theta. Aucune différence
ne fut observée dans les spectres de puissances entre les souris sauvages et les souris
mutantes (figure 2.14) [Sigurdsson et al., 2010|. Ces résultats traduisent le fait que le
PFC et 'HPC, chez ce modéle, sont restés intacts et que l'altération fonctionnelle se
porte sur la communication entre ces deux cortex. Dans une autre étude, Gordon et ses
collaborateurs ont observé une diminution de la cohérence theta lors des phases d’échecs
comparées aux phases de réussites.

Dans un autre exemple, Sidney Wiener et son équipe ont pu montrer que lors d’un test
dans un labyrinthe en Y, une augmentation de la cohérence sur la gamme theta entre le
PFC et 'HPC, serait impliquée dans le stockage a long terme d’un nouvel apprentissage
(figure 2.15) [Benchenane et al., 2010]. Dans ce test, les rats ont appris a reconnaitre le
bras récompensant du bras non récompensant a I’aide d’un indice visuel (lumiére). Une
fois atteint le critére de performance (le méme que dans le DNMP), la régle est modifiée.
Ce changement consiste cette fois-ci a inverser la signification de l'indice visuel dans la
phase de test. La derniére étape consiste ensuite & alterner entre les deux régles et ainsi

vérifier si le premier apprentissage était bien maintenu.
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prise de décision

A- Tllustration du protocole et du changement de régle B- Exemple de trajectoire (gauche) et intensité
de la cohérence en fonction de la position de ’animal (droite). Les couleurs chaudes (rouge) indiquent
une forte cohérence et les couleurs froides (bleu) une faible cohérence C- La cohérence PFC-HPC au
niveau de la prise de décision augmente au fur et a mesure de I'apprentissage. Haut : moyenne de la
cohérence theta en fonction de la position de animal avant apprentissage (noire) et aprés apprentissage
(rouge) ; Bas : raster plot de la cohérence theta en fonction des essais D-Moyenne de la cohérence theta
en fonction de la position de '’animal dans la premiére régle E-Moyenne de la cohérence theta en fonction

de la position de 'animal dans la nouvelle régle.

Enfin, les auteurs ont constaté qu’aprés la phase d’apprentissage, les PA des neurones
du PFC déchargeaient préférentiellement dans le creux des oscillations theta du HPC.
L’augmentation de cette cohérence sur la gamme theta est accompagnée d’'une réorgani-
sation des neurones préfrontaux conduisant & ’activation synchronisée d’une assemblée
Hebbienne de neurones. Cette assemblée aurait a la fois un réle de mémorisation a long
terme, par des processus de plasticité synaptique entre neurones de I’assemblée, mais égale-
ment de maintien d’information (mémoire de travail), grace a une réverbération d’activité

A travers les différents neurones de ’assemblée.

Le laboratoire de Susumu Tonegawa a montré que de bréves oscillations gamma syn-

chronisées entre le HPCd et cortex enthorinal précedent les réussites dans la phase de
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test dans le DNMP ainsi que les corrections d’erreurs (i.e 'animal avance tout d’abord
dans le mauvais bras pour revenir dans le bras ou la récompense se trouve) [Yamamoto
et al., 2014]. Le cortex enthorhinal serait le relai entre le PFC et 'HPCd dans la mémoire
spatiale de travail.

Pour terminer, la majorité des études ont observé cette augmentation de la cohérence
theta PFC-HPC principalement dans la partie dorsale, qui ne posséde pas de projection
directe avec le PFC médian. Torfi Sigurdson a réalisé chez la souris un DMNP ou il
observe une augmentation de la cohérence theta plus importante entre le PFC-HPCv mais
également une augmentation uniquement de la puissance theta dans la partie ventrale de
I'hippocampe [O’Neill et al., 2013].

Toutes ces études ont permis de mieux comprendre comment les oscillations synchro-
nisées du PFC et de ’'HPC sont affectées lors d’un test de mémoire de travail adapté aux
rongeurs (avec une composante spatiale). La cohérence theta serait le reflet de cette bonne
collaboration. Le temps court (inférieur a 10 secondes) entre la phase de choix forcé et la
phase de choix libre permet de faire une dichotomie sur le role de chaque structure. Le
PFC serait plutdt impliqué dans la composante proprement dite de mémoire de travail et

I’hippocampe quant a lui dans la composante spatiale de cette mémoire.

2.3.3 Cortex préfrontal et prise de décision

Le PFC est fortement impliqué dans nos prises de décisions telles que la gestion de
conflit [Nee et al., 2011], 'erreur de prédiction [Holroyd et al., 2002, Holroyd et al., 2005],
et 'apprentissage par renforcement [Holroyd and Yeung, 2012|, ou encore 1’évaluation du
risque |Bechara et al., 2005, Wallis, 2012, Rudebeck and Murray, 2014, Stalnaker et al.,
2015]. Il serait responsable de I’adaptation de nos actions selon un contexte défini, par
opposition a des choix plus automatiques, habituels, plutot dépendants du striatum dorsal.
Ces choix flexibles sont essentiels a la survie de 1'espéce et doivent donc étre pertinents
afin d’éviter des situations inconfortables et dangereuses. Earl Miller et ses collégues
ont suggéré que le PFC recevait un large spectre d’informations sensorielles et limbiques
et qu’il participait a la planification de nos actions pour atteindre un but d’aprés le
contexte. Il maintiendrait les informations jusqu’a la réalisation de 1'objectif [Nieuwenhuis
and Takashima, 2011] et permettrait ainsi de jouer un rdle de “chef d’orchestre” des autres

zones cérébrales (figure 2.16) (Pour revue [Euston et al., 2012]).
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FIGURE 2.16 — Le role pluriel du cortex préfrontal
David R. Euston, Aaron J. Gruber,1 and Bruce L. McNaughton, Neuron Review 2012

Certain auteurs décrivent le PFC via un gradient dorsoventral [Gabbott et al., 2005].
La partie ventrale (I'infralimbique et le prélimbique ventral) serait impliquée dans les ré-
ponses automatiques et émotionnelles (douleur, stress, anxiété, obtention de récompense)
alors que la partie dorsale (le cortex antérieur cingulaire et le prélimbique dorsal) se

spécialiserait plutot sur le controle et la planification des actions.

Le PFC est fortement modulé part la saillance “incitative” et la saillance “répulsive”
(saillance = intensité physique et émotionnelle de la perception d’un élément ou d’'un
stimulus dans contexte déterminé). La récompense constitue un signal fort pour le guidage
de 'action. Chez les rongeurs, un tiers des neurones du PFC modifient leurs fréquences
de décharge lors de prises de récompenses mais également lors de récompenses attendues

prédites par un stimulus (figure 2.17) [Burton et al., 2009].

Des lésions spécifiques de sous régions du PFC chez 'Homme, les primates et les
rongeurs, suggérent que le cortex cingulaire antérieur serait impliqué dans la planification
et la réalisation de I'action alors que le cortex orbitofrontal supportera plutot 1’association

entre stimulus et valeur [Rushworth et al., 2011].

Les neurones du PFC et plus particuliérement ceux du cortex cingulaire antérieur sont

également modulés par des contextes aversifs, telle que la douleur [Herry and Johansen,
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2014]. De plus une partie de ces neurones répondent aux situations aversives attendues

|Gilmartin and McEchron, 2005].
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FIGURE 2.17 — L’encodage de la récompense par le cortex préfrontal

d’aprés Burton et al. 2009

2.4 Conclusions

Ce chapitre a pour but de décrire, comment certaines formes de mémoires peuvent étre
appréhendées au travers des oscillations synchronisées issues majoritairement du PFC et
de 'HPC. Les rythmes theta et gamma fourniraient le support nécessaire permettant les
mécanismes de plasticité neuronale nécessaires dans I’encodage, le stockage et la récupéra-
tion des items. De plus les rythmes theta cohérents entre le PFC et 'HPC exprimeraient
I’activité commune de ces deux cortex qui sous-tendrait le transfert d’informations. Dans
la mémoire épisodique, 'HPC jouerait un role dans l'initiation de cette forme de mémoire
et il se désengagerait, au cours de I'apprentissage, au profit du PFC dans le maintien et
la consolidation.

Les différentes fonctions associées a 'HPC et au PFC semblent anatomiquement or-
ganisées. En effet, plusieurs auteurs distingueraient chez le rongeur un versant cognitif
(dorsal) et un versant émotionnel (ventral). Contrairement a 'HPC ou la dichotomie

dorso-ventrale reste parfois floue, le PFC, est quant & lui, engagé dans plusieurs circuits
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qui lui conférent de multiples réles fonctionnels dont voici quelques exemples : attention-
nels via ses connections au cortex visuel, mémoriels et émotionnels via ses connections a
I’HPC, menacant via ses connections a l’amygdale, sensoriel via le thalamus, décisionnel
via l'aire tegmentale ventrale... Enfin il est important de souligner que si les oscillations
synchronisées seraient la répercussion de la communication inter-structure, la neuromo-
dulation serait quant a elle un signal régulateur et déclencheur de ce mécanisme. Dans la
derniére partie de mon introduction, je présenterai la neuromodulation dopaminergique,

son role dans l'exécution de certains tests et enfin son action dans nos prises de décision.
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3 | Systéme méso-cortico-limbique

Dans ce chapitre je présenterai dans un premier temps, le systéme dopaminergique
(DA) et les différents acteurs de ce systéme. Je me focaliserai, d'un point de vue élec-
trophysiologique, sur le systéme méso-cortico-limbique et sur la maniére dont I'air teg-
mentale ventrale (VTA), centre majeur de la neuromodulation DA, communique avec
I’hippocampe et le cortex préfrontal, et comment la dopamine affecte les oscillations dans

les structures corticales.

3.1 Systéme dopaminergique

3.1.1 Dopamine et récepteurs de la dopamine

La dopamine est un neurotransmetteur appartenant a la famille des catécholamines
(noyau catéchol et fonction amine). Elle est synthétisée a partir de la tyrosine par une
voie métabolique commune avec I’adrénaline et la noradrénaline. La tyrosine hydroxylase
(TH), enzyme initiale et limitante de cette chaine de biosynthése, transforme la tyrosine
captée au niveau des terminaisons des neurones DA par transport actif en L-DOPA (Dihy-
drOxyPheniAlanine). Cette derniére est ensuite transformée en dopamine par la L-DOPA
décarboxylase. La dopamine peut étre ensuite stockée dans le réticulum endoplasmique
ou transportée vers les boutons synaptiques et étre libérée en fonction des variations cal-
ciques cytosoliques déclenchées notamment par I’émission de PA. Une fois dans la fente
synaptique, la dopamine va se fixer sur les récepteurs DA puis aprés dissociation elle sera
recaptée dans cette méme fente synaptique par des transporteurs membranaires (DAT “do-
pamine transporter") [Jaber et al., 1997| puis vésiculaires (VMAT?2 “vesicular monoamine
transporter type2"). Deux voies de dégradation de la dopamine coexistent : i) un cata-
bolisme par la catécholamine-O-méthyl-transférase (COMT) dans l'espace extracellulaire,
ii) un catabolisme intracellulaire non sélectif de la dopamine effectué par les enzymes mi-
tochondriales et les monoamines-oxydases (MAO). Ces deux voies catalysent la dopamine
en DOPAC pour finalement aboutir a I’acide homovanillique (HVA).

L’action de la dopamine libérée dépend du type de récepteur DA sur lequel elle se fixe
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et de I’état du neurone a ce moment la. Tous les récepteurs a la dopamine sont de type
métabotropique et leur activation résulte en une cascade de signalisations intracellulaires,
impliquant des protéines G. La premiére identification des récepteurs de la dopamine
date de 1978 [Spano et al., 1978]. Les deux premiers types de récepteurs, nommés D1 et
D2, ont été classés respectivement selon leur action sur 'activité de 'adénylate cyclase.
Ensuite trois autres sous-types ont été identifiés : D3, D4, D5. Une forte homologie de
séquences entre les récepteurs D1 et D5, d'une part, et entre D2, D3 et D4, d’autre part,
ont permis de classer ces différents types de récepteurs en deux types de familles : les
familles de type D1* (regroupant : D1 et D5) et de type D2* (regroupant : D2, D3 et D4).
Les récepteurs D1* stimulent I’adénylate cyclase et augmentent la formation d’adénosine
monophosphate cyclique (AMPc). Ils sont donc considérés comme excitateurs [Kebabian
and Calne, 1979]. Au contraire, les récepteurs D2* inhibent 1’adénylate cyclase et activent
I'efflux d’ions potassium (K+) [Vallar et al., 1988|. Par conséquent, la DA diminuerait
généralement ’excitabilité neuronale quand elle agit sur des récepteurs de la famille D2*.
Ainsi Deffet post-synaptique de la dopamine sera différent selon la famille de récepteurs
que le neurone cible exprime et un méme signal DA (provenant des mémes neurones) aura

donc potentiellement des effets antagonistes sur différentes cibles.

3.1.2 Les circuits dopaminergiques

La dopamine est essentiellement produite par le systéme DA mésencéphalique. Ce sys-
teme est composé de cellules situées dans trois noyaux du mésencéphale ventral, nommés
A8, A9 et A10 (classification Dahlstrom et Fuxe, [Dahlstrom and Fuxe, 1964]) et corres-
pondant respectivement au noyau du champ rétrorubral (RRF), & la substance noire (SN)
et a laire tegmental ventrale (VTA). Le marquage de la tyrosine-hydroxylase a permis de
déterminer que les cellules A8 représentent 5% et les cellules A9 et A10 95% des neurones
DA mésencéphaliques (figure 3.1). D’autres cellules DA ont été identifiées dans plusieurs
structures cérébrales (hypothalamus, rétine, médulla, bulbe olfactif), formant des noyaux
mineurs, qui ne seront pas abordés dans ce manuscrit.

Le systéme mésencéphalique peut étre décomposé en trois voies :

— la voie méso-limbique partant des neurones de la VTA et innervant plusieurs struc-

tures du systéme limbique, dont le noyau accumbens (Nacc), 'amygdale, 'HPC

mais également le noyau du lit de la strie terminale, le bulbe olfactif et 'habenula.
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FIGURE 3.1 — Reconstruction en 3D de cerveaux de souris des 3 noyaux DA A8

(RRF), A9 (SN) et A10 (VTA)
d’apres [Fu et al., 2011]

a) Vue des trois régions dans le cerveau, b) Vue globale des régions c¢) Vue individuelle de A8, A9 et
A10 SNCM : substantia nigra compact part medial; SNCV : substantia nigra compact part ventral;
SNR : substantia nigra reticular part ; SNCD : substantia nigra compact part dorsal ; SNCL : substantia
nigra compact part lateral ; CLi : Caudal linear nucleus of the raphe; RLi : Rostral linear nucleus; IF :
Interfascicular nucleus; PIF : Parainterfascicular nucleus; PN : Paranigral nucleus; VTAR : Ventral

tegmental area rostral part; PBP :Parabrachial pigmented nucleus

— la voie méso-corticale qui part aussi de la VTA et qui innerve le PFC cingulaire,
suprarhinal et enthorhinal.

— la voie nigro-striée qui projette des axones de la substance noire (SN) au striatum.
Cette voie est souvent associée a des processus moteurs. La dégénérescence des
neurones de cette voie est ainsi liée aux symptomes de tremblement et de rigidité
musculaire dans la maladie de Parkinson. Elle est aussi impliquée dans ce que 'on
nomme la formation des habitudes.

— Méme si ce n’est pas “proprement dit” une voie DA, le medial forebrain bundle
ou MFB joue un role particulier dans les circuits DA. Le MFB passe a travers
I’hypothalamus latéral et le télencéphale basal ou « basal forebrain » suivant une
direction rostro-caudale. Ce faisceau contient & la fois des fibres ascendantes et

descendantes, parmi lesquelles on retrouve les fibres DA reliant la VTA et le noyau
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accumbens (Nacc). Ce faisceau joue un role particulier car sa stimulation permet de
renforcer un comportement. Plus concrétement, la stimulation électrique de cette
voie mime un effet récompense poussant les animaux a réaliser une tache. Au cours
de nos travaux nous avons utilisé cette stimulation.
Avant de présenter un peu plus les fonctions de ces circuits, nous détaillerons ’anatomie
de la VTA, une zone que j’ai enregistrée au cours de ma these, chez des souris WT lors

de comportement spontané ainsi que lors d’une tache d’exploration sous incertitude.

3.1.3 Anatomie de l’aire tegmentale ventrale

La VTA n’a pas de limite anatomique clairement définie. Ses contours sont ceux des
structures qui 'entourent. La VTA est située médialement a la SN et ventralement au
noyau rouge (RN, red nucleus). La premiére étude faisant référence a cette structure fut
réalisée chez 1'opossum par Tsai en 1925 [Tsai, 1925]. A partir de colorations de Nissl et
de Golgi, il identifie dans le cerveau de 'opossum une région qu’il appelle “noyau teg-
mental ventral". Il faut attendre que Nauta en 1958, utilise le terme d’aire tegmentale
ventrale [Nauta, 1958]. Cette terminologie (aire a la place de noyau) était plus appro-
priée a cause de I'hétérogénéité cytoarchitecturale de cette région et de I’absence de fron-
tieres définies qui la sépareraient des régions adjacentes. Les travaux de Nauta ont aussi
confirmé la distinction entre la VTA et la SN par 'observation d’interactions spécifiques
entre 'hypothalamus latéral et la VTA. Phillipson, en 1979, décrit la VTA comme étant
composée de 5 noyaux : parabrachial pigmenté (PBP), paranigral (PN) et trois autres
noyaux plus médians : interfasciculaire (IF), linéaire rostral (RLi) et linéaire caudal (Cli)
(figure 3.2) [Phillipson, 1979]. En 2007 Ikemoto introduit un nouveau noyau avec une
faible densité de neurones DA qu’il nomme ventral tegmental tail ou queue de la VTA (
tail Ventral tegmental area ,tVTA ) appelée aussi noyau tegmental rostromédial (RMTg)
(figure 3.2) [Ikemoto, 2007] [Bourdy and Barrot, 2012].

Les neurones DA sont le groupe neuronal majoritaire de la VTA ou ils représentent
~65% de la population neuronale de cette structure [Swanson, 1982, Margolis et al., 2006,
Nair-Roberts et al., 2008|. Des études d’'immunohistochimie, utilisant la TH, enzyme de
synthése de la dopamine, comme marqueur des neurones DA, ont pu déterminer que chez
le rat, la VTA, qui s’étend sur un volume de 1.2mm?, contient environ 20 000 neurones

DA (comptage bilatéral) |Fallon and Moore, 1978, Nair-Roberts et al., 2008].
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. parabrachial pigmentosus

. paranigral
. interfasciculaire
. linéaire rostral

. linéaire caudal

-5,80 mm
par rapport au bregma

FIGURE 3.2 — Décomposition de la VTA en cinq noyaux
Proposée par Phillipson 1979.

Coupe coronale de la VTA chez le rat & deux niveaux : -5.3 et 5.8 par rapport au Bregma (et Walson 4th
édition, 1998). En haut : illustration au niveau de l’aire tegmentale ventrale antérieure. En bas : illustration
au niveau de ’aire tegmentale ventrale postérieure. CLi : n. linéaire caudal ; IF : n. interfasciculaire ; IP :
n. interpédonculaire ; ml : lemnisque médian ; mp : pédoncule mammillaire ; MT : n. médial terminal du
tractus optique accessoire ; PBP : n. parabrachial pigmentosus ; PN : n. paranigral ; R : n. rouge; RLi : n.
linéaire rostral ; scp : pédoncule cérébelleux supérieur ; SNC : substance noire compacte ; SNL : substance

noire latérale; SNR : substance noire réticulée.

Le nombre de neurones identifiés comme GABA grace aux hybridations in situ pour
I'acide glutamique décarboxylase (GAD), une enzyme de synthése du GABA, est estimé
a ~30% des neurones de la VTA [Margolis et al., 2006, Nair-Roberts et al., 2008|. Les
neurones GABA de la VTA, en sus de leurs projections externes a la VTA, innervent
massivement les neurones DA ce qui leur a valu d’étre nommés interneurones (tout comme

dans les régions corticales) [Kaufling et al., 2010].
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Enfin, il a été mis en évidence par hybridation in situ, une population de neurones
identifiés neurones glutamatergiques. Au niveau de la VTA, ces neurones sont moins
nombreux que les neurones DA et les neurones GABA. Ils ne représentent que ~5% de la
totalité des neurones de la VTA.

Des études cytoachitecturales des neurones de la VTA [Margolis et al., 2006, Olson and
Nestler, 2007] ont mis en évidence une grande variété de formes et de tailles des neurones
dans cette région. Les cellules ont été classifiées, sur la base de leurs morphologies, comme
fusiformes (corps cellulaire elliptique avec deux dendrites aux extrémités de ’axe majeur),
arrondies, multipolaires, ou elliptiques (similaires aux fusiformes, mais avec un nombre de
dendrites difficilement identifiables). La majorité des neurones fusiformes et arrondis sont
DA, alors que la plupart des cellules GABAergiques montrent une forme multipolaire. Bien
que morphologiquement différentes, les cellules DA et GABAergiques sont trés similaires
en ce qui concerne leur taille. Toutes deux peuvent avoir un diameétre variant de 11 a 20
pum (Fallon et Loughlin, Paxinos, 2nd edition), et une surface de 200 a 600 gm? [Margolis
et al., 2006]. Il est important de noter que les neurones DA de la VTA ne sont pas
alignés les un par rapport aux autres. Enfin, aujourd’hui la classification des neurones est
compliquée par le fait que les cellules DA peuvent relarguer plusieurs neurotransmetteurs
a la fois. Il existerait une population de neurones pouvant relarguer de la dopamine et du
glutamate ainsi que des neurones pouvant libérer de la dopamine et du GABA. Toutes
ces sous-populations récemment mises en évidence compliquent l'identification du role

fonctionnel de ces neurones [Hnasko et al., 2012].

3.1.4 Fonctions des systémes dopaminergiques

Le systéme DA a été associé a de nombreuses fonctions. Nous nous intéresserons plus
particuliérement aux fonctions liées au traitement des récompenses.

La voie mésolimbique et la voie mésocorticale sont parfois regroupées sous le terme
méso-cortico-limbique ou également sous le nom de “circuit de la récompense".

Ce systéme joue donc un role majeur dans l'organisation des comportements (sexua-
lité, alimentation, survie ...) [Wise, 2004]. Ce systéme est surtout au coeur des processus de
motivation et d’apprentissage associatif par renforcement positif comme cela a été mon-
tré par les expériences d’auto-stimulation intra-cérébrale menées dans les années 1950

par Olds et Milner. Dans ces expériences, la stimulation électrique d’un composant de la
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boucle méso-cortico-limbique (VTA, MFB, NAcc, OFC) est traitée comme une récompense
par 'animal qui se met & travailler (presser sur un levier) pour obtenir la stimulation.
Ces expériences et les nombreuses autres menées depuis mettent en évidences la rela-
tion particuliére entre systéme DA et stimuli appétitifs ou récompensants. Ces derniers
sont associés & au moins trois fonctions [Schultz, 1998]. Premiérement, ils déclenchent
chez I’animal un comportement d’approche et de consommation de la récompense (effet
motivationnel). Leur deuxiéme effet est d’augmenter la fréquence et 'intensité de ces com-
portements amenant a la récompense, ce qui définit le processus d’apprentissage. Enfin,
ils permettent de conserver ce comportement sur une longue période et de prévenir son

extinction.

La dopamine sera ainsi impliquée dans ces différents effets (motivationnels, renforgants
et mémoriels) des stimuli appétitifs : elle participe & déterminer leur saillance incitative.
La “saillance incitative” est une représentation mentale de la motivation associée & un
stimulus dans un contexte défini. Cette représentation favorisera si elle est suffisamment
puissante, la réalisation d’un comportement. La dopamine sert donc a estimer la valeur
d’un stimulus. Ce role de la dopamine est & séparer des phénomeénes hédoniques de “liking”,
qui représentent la notion de plaisir. La dopamine est plutot impliquée dans la notion de
désir (“wanting”). En effet, ’administration d’antagonistes DA (en systémique ou intra-
Nacc) prévient 'approche mais pas la consommation de nourriture. La présentation d’un
stimulus qui prévient une récompense impliquerait le systéme DA mais pas la réponse

hédonique qui serait liée aux voies opioidergiques |Berridge, 2007, Kelley et al., 2002].

Globalement, la voie mésolimbique serait impliquée dans ’apprentissage par renfor-
cement dit “habituel” (conditionnement opérant) et la motivation immeédiate (effet "Pav-
lovien" d’approche). La voie mésocorticale serait impliquée dans des fonctions cognitives
analogues mais plus complexes (ot I'on évalue une valeur par la réflexion plutdt que par
habitude) et la mémoire de travail, c’est-a-dire un effet de la motivation sur la rétention

d’informations nécessaires a 'obtention du but.

Au dela de ces fonctions liées & la récompense, le systéme DA influence de nombreux

comportements :

i-fonction motrice : il s’agit du premier role identifié du systéme DA [Salamone and
Correa, 2002|. Chez des souris ou la production de dopamine se retrouve particuliérement

faible (hypodopaminergie), on observe une catatonie. L’injection de dopamine permet la
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restauration de comportements moteurs. Chez ’'Homme, le déficit moteur est I'un des pre-
miers signes de la maladie de Parkinson, résultant de la dégénérescence des neurones DA
de la substance noire. Les symptomes de la maladie de Parkinson, qui suggérent en creux
les roles de la dopamine (qui restent débattus) vont du tremblement a la rigidité, mais
concernent surtout la vitesse réduite du mouvement volontaire |[Bergstrom and Garris,

2003].

ii-motivation et effort : Par ailleurs, un grand nombre d’auteurs qui confére a la dopa-
mine un role majeur dans les processus motivationnels soulignent I'influence de la motiva-
tion incitative sur la propension & exercer des efforts [Berridge, 2007,Salamone and Correa,
2002, Redgrave and Gurney, 2006]. 11 est difficile de réellement évaluer la motivation chez
les rongeurs. On la mesure généralement lors de tests liés a l'effort que I'animal est prét
a fournir. Afin de quantifier la motivation chez le rongeur, I'un des tests les plus connus,
consiste a laisser deux options & ’animal pour s’alimenter. Dans la premiére option, la
nourriture est laissée accessible mais se trouve étre insipide, et dans la seconde option,
une source de nourriture appétitive nécessite que le rongeur fasse un effort pour I'obtenir
(pression de levier). En situation controle, ’animal appuie sur le levier et consomme sa
nourriture préférée. Si ’expérimentateur altére pharmacologiquement le message DA dans
le Nacc par injection d’halopéridol, un agoniste D1 et D2, ’animal n’actionne plus le levier
et consomme la nourriture insipide, tout en conservant une fonction motrice normale et un
poids normal [Cousins and Salamone, 1994]. Dans une autre expérience, ou des rats sont
placés dans un labyrinthe en T [Salamone et al., 1994, Denk et al., 2005|, ’entrée dans un
bras entraine la délivrance de nourriture en petite quantité et I’entrée dans 'autre bras
entraine la délivrance d’une quantité plus importante, mais nécessite le franchissement
d’un obstacle. En situation controle, le rat choisit I'option ot il doit surmonter I'obstacle
afin d’obtenir la plus grosse récompense. Lorsqu’on lui injecte de maniére systémique un
antagoniste DA, ou localement dans le Nacc, il ne fait plus I'effort de franchir ’obstacle
et se contente de la quantité faible de nourriture. Enfin, la motivation peut étre évaluée
par une expérience de renforcement opérant a ratio progressif : 'animal doit effectuer une
tache (presser un levier) de maniére répétitive pour obtenir de la nourriture. Au fil de
I'expérience, le nombre d’itérations nécessaires a la délivrance de nourriture est augmenté
jusqu’a un certain niveau a partir duquel il cesse d’effectuer la tache. La valeur de ce

point de rupture est une mesure de la motivation [Richardson and Roberts, 1996]. L’in-
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hibition de la transmission DA dans le Nacc réduit la valeur du point de rupture [Hamill
et al., 1999], alors que la stimulation de la transmission augmente sa valeur |[Cagniard
et al., 2006|. Cet effet de la dopamine sur effort est visible dans des tests ot ’animal est
confronté & deux options, une a forte valeur (nourriture plus appétitive, plus forte quantité
de nourriture) mais a cotit moteur élevé (presser sur un levier, escalader une barriére) et
lautre a faible valeur et faible effort. L’injection d’antagonistes DA (injection systémique
ou dans le NAcc) modifie la préférence de ’animal de 'option haut cotiit/ haut gain vers le
choix faible cott / faible gain. La dopamine serait donc nécessaire pour exercer un effort

dans un cadre de récompense [Phillips et al., 2012].

iii-aversion : ’enregistrement in vivo de neurone DA met en évidence une inhibition de
leurs fréquences de décharge a la suite d’un stimulus aversif (électrique, pincement) |Bri-
schoux et al., 2009, qui est médiée par Iactivation des neurones inhibiteurs GABA lo-
caux [Tan et al., 2012] , des afférences de 'habénula latérale [Jhou et al., 2009] et pos-
siblement de 'amygdale [Georges and Aston-Jones, 2001|. Derniérement, des expériences
d’optogénétique ont permis d’exciter ou d’inhiber les neurones en exprimant, grace a des
vecteurs viraux, des canaux ioniques sensibles aux rayonnements lumineux (channel rho-
dopsin). L’inhibition expérimentale des neurones DA de la VTA directe ou indirecte (par
activation des neurones GABA locaux) induit une aversion de place conditionnée [Brown
et al., 2012, Tolu et al., 2012|, ce qui démontre une capacité d’apprentissage aversif par
inhibition DA. L’ensemble de ces résultats est cohérent avec I’hypothése d’erreur de pré-
diction de récompense : une punition (récompense négative) inhibe les neurones DA, ce
qui diminue la valeur de 'option ayant amené a la punition. Cependant, d’autres travaux
montrent que pour les punitions, 'activité des neurones DA n’était pas une erreur de
prédiction de récompense, car I'omission d’une punition prédite (erreur de prédiction po-
sitive) n’active pas les neurones DA [Fiorillo et al., 2013|. De plus, les souris ayant suivi ce
protocole, présentent des symptomes d’anxiété généralisée (freezing). Ces résultats sug-
gérent une participation de la VTA dans I'anxiété, possiblement par diminution de la
libération de dopamine dans I'amygdale [Tan et al., 2012]. Certains neurones DA peuvent
aussi étre activés par des stimuli aversifs [Wang and Tsien, 2011] ou nociceptifs [Brischoux
et al., 2009, Eddine et al., 2015|. Ces neurones seraient ségrégés anatomiquement des neu-
rones DA “classiques" inhibés selon un gradient ventro-dorsal, les neurones plus dorsaux

étant activés par les stimulus nociceptifs. Avec les études montrant que des neurones DA
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s’activaient en réponse a des stimuli surprenants, nouveaux ou saillants (voir |[Hikosaka
et al., 2008| pour revue) ces travaux posent un probléme aux théories qui cherchent & ré-
duire la DA & un unique réle de renforcement et/ou de motivation. Une possibilité serait
que les neurones DA activés par ’aversion ou la saillance signaleraient une valeur d’alerte,
permettant d’apprendre si des stimuli prédisent des conséquences non appétitives mais
importantes, ou de motiver des comportements autres que ’approche, comme le combat

ou la fuite [Bromberg-Martin et al., 2010].

3.2 Electrophysiologie des neurones dopaminergiques

Les neurones DA de la VTA présentent des patrons de décharges spontanées consistant
en un continuum entre deux rythmes distincts, une décharge lente et réguliére de potentiels
d’action et un mode de décharge rapide et bref dit “en bouffée”. Ce dernier est d'un intérét
particulier car il cause une libération de DA beaucoup plus importante que celle induite
par une décharge réguliére. D’'un point de vue fonctionnel, ce patron de décharge en
bouffées est de plus associé a la présentation et la prédiction d’une récompense.

L’activité basale de neurones DA est la résultante d’interactions entre une excitabilité
intrinséque, des afférences excitatrices et inhibitrices, mais aussi de la neuromodulation
et en particulier de la modulation cholinergique [Naudé et al., 2015]. Cette activité basale
peut étre profondément et durablement modifiée par des événements qui jalonnent la vie
d’un individu (pour revue [Marinelli et al., 2006]). Ainsi, le stress [Krishnan et al., 2008,
Barik et al., 2013], mais aussi la consommation de drogues d’abus [Marinelli and White,
2000, Caillé et al., 2009] peuvent impacter I'activité basale des cellules DA notamment

dans certaines pathologies psychiatriques.

3.2.1 Activité des neurones dopaminergiques de ’aire tegmentale

ventrale

Individuellement, les décharges des neurones DA, enregistrées au repos, présentent
une hétérogénéité assez importante. Si tous les neurones DA générent des PA bi-ou tri-
phasiques d’une durée supérieure & 2 ms |Grace and Bunney, 1983a, Grace and Bunney,
1983b, Gonon and Sundstrom, 1996], il existe un large ensemble de patrons de décharges

qui différent, & la fois en termes d’activités de fréquence, de régularités, et de nombre
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de bouffées. Les bouffées sont définies comme des événements discrets constitués d’une
succession de potentiel d’action (PA), initiée par deux PA consécutifs dans un intervalle
inférieur a 80 ms, et qui se termine par un intervalle supérieur a 160 ms. La fréquence
d’un neurone DA peut alors varier de 1 a 10 Hz, et jusqu’a 90% des potentiels d’action
(PA) peuvent étre émis & l'intérieur de bouffées. On distinguera donc globalement des
neurones présentant une :

— Activité lente et réguliére (aussi appelée pacemaker). Cette activité est générée par
une oscillation intrinséque du potentiel de membrane qui repose sur un courant lent
de dépolarisation spontanée alternant avec une post-hyperpolarisation liée a une
conductance potassique activée par le calcium [Grace and Bunney, 1984b, Grace
and Bunney, 1984a)

— Activité en burst ou en bouffée. Les mécanismes a la base des bouffées sont com-
plexes. Ils sont en général associés & une hausse des influx calciques (figure 3.3)
|Grace and Bunney, 1984a)

— Activité lente et irréguliere qui forme un continuum entre les deux précédentes

formes.

= <80ms

>160ms

|1mV

250ms

FIGURE 3.3 — Extrait d’enregistrement unitaire extracellulaire in vivo.

La zone grisée représente un burst (activité phasique), dans un contexte de décharges toniques irrégu-
lieres. Un burst est défini comme une séquence de PA initiée par un intervalle inter-PA inférieur a 80

millisecondes, et achevée par un intervalle inter-PA supérieur & 160 millisecondes.

Selon les conditions d’enregistrements ces différentes activités sont plus ou moins re-
présentées au sein des populations de neurones DA. Il est important de noter tout d’abord
que tous les neurones DA ne sont pas actifs spontanément et un certain nombre d’entre
eux, en raison d'un potentiel membranaire de repos trés négatif (inférieur a -70mV, a

comparer avec un seuil de décharge de PA situé vers -40mV), sont silencieux (in vitro
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sur tranches de cerveau, in-vivo anesthésié et sur animal éveillé) [Dai and Tepper, 1998].
L’activité lente et réguliére se retrouve dans toutes les conditions expérimentales (in vitro
sur tranches de cerveau, in-vivo anesthésié et sur animal éveillé). L’activité en bouffée est
moins fréquente chez les animaux anesthésiés et quasiment inexistante in vitro [Grace and
Onn, 1989).

Sur cette activité basale vient se greffer une activité dite phasique, en bouffées, qui est
associées a des événements caractéristiques (cf sous section a venir : 'erreur de prédiction

de récompense). Ces bouffées sont a priori synchrones.

3.2.2 Libération de dopamine

10-100ms  pic rapide en lien

: avec la récompense

Tonique

3 - Impliqué dans:
Minute/Heure -Motivation
-Cognition

-Activité Motrice

FIGURE 3.4 — Libération de dopamine
d’aprés Schultz 2007.

La libération tonique, dépendante d’une décharge lente et réguliére, servirait a ajuster
le niveau d’activité basal (5-40 nM) et & maintenir la réactivité du systéme DA [Wight-
man and Robinson, 2002|. En maintenant une concentration de dopamine extracellulaire
constante dans les régions cibles mais également au niveau des soma des cellules DA,
cette libération tonique modulerait ainsi le nombre de neurones DA spontanément actifs
et jouerait donc un role permissif dans la préparation a répondre de fagon appropriée
aux stimuli environnementaux associés a la récompense (figure 3.4) [Grace, 1991, Datla
et al., 2002]. Cette dopamine échappe en grande partie au systéme de recapture par les
transporteurs (DAT) localisés dans la VTA en présynaptique. La dopamine présente dans
la fente, ou clé synaptique, activerait les autorécepteurs D2 présynaptiques des neurones

DA et n’agirait pas sur les récepteurs postsynaptiques (D1 et D2). Cette activation des
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autorécepteurs D2 inhibe la synthése et la libération du neuromodulateur et constituerait
un frein du systéme DA par rétro-action négative de la décharge des neurones DA sur
elle-méme.

La libération phasique, rapide et de grande amplitude, produite par une décharge en
bouffée des neurones DA intervient en réponse a des stimuli signifiants sur le plan com-
portemental [Schultz, 1986, Kiaytkin, 1988|. Les bouffées ne peuvent étre induites que par
des neurones qui ont déja une activité spontanée [Overton and Clark, 1997]. Ce mode de
décharge induit une forte augmentation du taux de dopamine (de 100uM a 1mM) dans
la fente synaptique pendant un intervalle de temps bref [Grace, 1991]. La dopamine est
rapidement prise en charge par les DAT et elle est donc transitoire et restreinte a I’espace
synaptique. L’absence de ce transporteur entraine une forte augmentation de dopamine
extracellulaire conduisant & une transmission dite “volumique" puis a une hyperdopami-
nergie |Floresco et al., 2003, Balci et al., 2010, Van Enkhuizen et al., 2014|. La transition
d’un mode de décharge tonique en un mode de décharge phasique serait a l'origine des

processus de renforcement [Berridge and Robinson, 1998|.

HpC [€ » PFC
=== Dopamine + +
= Glutamate Nacc
=== Acétylcholine
—— GABA ¢ _
PVi
LTDg
L irem
_l_
PPTg + » VIA |[€—
> +

FIGURE 3.5 — Boucle PFC-VTA-HPC.
d’apres Yves Gioanni 2009.

Les afférences glutamatergiques issues du PFC et de 'HPC modulent 'activité to-

nique en déterminant le rapport : neurones présentant une activité tonique / neurones
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silencieux. Le PFC peut intervenir sur la VTA soit par ses projections directes soit par
I'intermédiaire du Nacc. Les afférences glutamatergiques de 'HPC controlent 1'activité
tonique via la stimulation du Nacc. Cette stimulation du Nacc va entrainer une inhibi-
tion du pallidum ventral qui stoppe donc l'inhibition de ce dernier sur la VTA (i.e le
Nacc désinhibe donc la VTA indirectement). L’activité phasique est sous le controle des
noyaux tegmentals pédonculo-pontin (pedunculopontine tegmental nucleus = PPTg) qui
projettent des afférences glutamatergiques et cholinergiques vers les neurones DA de la
VTA. Le noyau tegmental latéro-dorsal (lateral dorsal tegmental nucleus = LTDg) permet
a ces neurones de répondre aux afférences issues du PPTg (figure 3.5).

L’HPC et le PFC, en régulant la libération tonique de la dopamine, controlent donc
indirectement la libération phasique de la dopamine qui ne peut s’effectuer qu’au niveau

des neurones ayant une activité tonique.

3.2.3 L’erreur de prédiction de récompense

Les neurosciences computationnelles et les développements théoriques sur 'appren-
tissage par renforcement ont énormément apporté par leurs modéles a l'interprétation
du role des cellules DA [Kakade and Dayan, 2002, Samson et al., 2010]. La dopamine
“phasique" est aujourd’hui largement considérée comme délivrant un signal d’apprentis-
sage par renforcement encodant une erreur de prédiction de la récompense [Schultz et al.,
1997, Schultz, 2007|. L’apprentissage par renforcement est un type particulier d’appren-
tissage, non supervisé et procédant par essai et erreur. Ce mécanisme permet d’évaluer
les comportements en fonction de leurs résultats. Dans cette théorie, I’animal attribue
une valeur a chaque option disponible dans I’environnement. A chaque fois qu'une option
est choisie, sa valeur change selon que l'option a amené plus ou moins de récompense
que prévu. Ce signal “d’erreur de prédiction" se définit donc comme la différence entre la
récompense attendue et la récompense effectivement recue. Il agirait en tant que rétro-

controle pour affiner la sélection comportementale ultérieure.

L’erreur de prédiction de récompense et les neurones dopaminergiques

Un résultat fondamental en neurosciences a été obtenu par W. Schultz, qui a montré
qu'une erreur de prédiction de récompense était encodée par les neurones DA [Schultz

et al., 1997|. Chez les primates, comme chez les rongeurs, des neurones DA augmentent
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leur décharge en réponse a I'administration d’une récompense (jus de fruit par exemple) si
elle est inattendue, correspondant & une erreur de prédiction de récompense positive [Pan
et al., 2005].

Dans un cadre de conditionnement Pavlovien (passif), la délivrance d’une récompense
associé a un stimulus (son), 'augmentation de décharge des neurones DA se produit, aprés
apprentissage, au moment de la présentation du stimulus et I'activité reste a son niveau
de base au moment de I'administration du jus de fruit (erreur de prédiction nulle).

De maniére intéressante, ’'omission de la récompense aprés le stimulus, engendre une
diminution de la fréquence des neurones DA au moment exact de la prise de récompense
habituelle (erreur de prédiction négative) (figure 3.6).

Ces modifications de la réponse au cours de 'apprentissage sont conformes a ce qui
est attendu dans un calcul d’erreur de prédiction de récompense. Ce que nous devons
donc retenir de cette expérience est que le taux de dopamine représenté par la variation
de décharge des neurones DA est concordant avec le “signal instructeur" proposé dans
les modéles théoriques de I'apprentissage par renforcement. La dopamine encoderait la
différence entre la récompense obtenue et la récompense attendue. Il est & noter qu’au
moment de la récompense ou au moment du stimulus qui prédit la récompense, les neu-

rones déchargent en bouffées.

Dopamine et valeur subjective

Il existe plusieurs variantes des théories du renforcement, qui expliquent les préférences
des animaux par différentes combinaisons de régles d’apprentissage (comment les valeurs
sont apprises) et de régles de décisions (comment ’arbitrage entre options se fait en fonc-
tion de leurs valeurs). De nombreux travaux ont essayé de rattacher l'activité des neurones
DA & certaines de ces théories. Notamment, il a été montré que ’'activité phasique, au
moment du prédicteur ou au moment de la récompense, est proportionnelle & la quantité
de la récompense |Tobler et al., 2005] dans un contexte donné. Ainsi, la DA ne signale
pas que la présence ou 'absence de récompense, mais un signal quantitatif qui permet
d’évaluer la récompense moyenne attendue par I’animal. Certaines études montrent, de
plus, que les réponses des neurones DA reflétent la valeur subjective telle que déduite des
choix de animal (ses préférences) et plus précisément, que le montant, le risque associé

a la récompense ou le type de récompense module la réponse DA [Lak et al., 2014]. Ces
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Récompense

B

Omission cS @R

FIGURE 3.6 — Décharge des neurones DA sous conditionnement classique chez le

singe.

Raster plots (chaque point représentant un PA, chaque ligne un essai) et histogramme péri-stimulus de
la décharge des neurones DA durant lexposition d’un singe vigile & des stimuli renforgateurs (R, jus de
fruit) et des stimuli conditionnés (CS, son).A -Délivrance du jus de fruit non conditionnée. Les neurones
DA augmentent leur décharge lorsque le singe recoit le jus. B- Aprés conditionnement : les neurones DA
augmentent leur décharge lors de I'exposition du stimulus conditionné mais pas lors de la délivrance du
jus. C - Lors de 'omission du jus de fruit suite & la présentation du stimulus prédicteur, les neurones DA

diminuent leur décharge.

résultats suggérent que les individus intégrent différentes récompenses et leurs attributs
dans une échelle de valeur commune, et que cette échelle est représentée au niveau des

neurones DA.
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Dopamine et incertitude

Un dernier point que nous aborderons est le probléme de I'incertitude associée a la
récompense. Dans une premiére série de travaux |Fiorillo et al., 2003b], la réponse des
neurones DA a été enregistrée lors d’'un conditionnement pavlovien dans lequel cing stimuli
distincts prédisaient la récompense avec une probabilité spécifique (P = 0; P = 0,25; P
=0,5; P =0,75 et P = 1). Ces probabilités définissent deux attributs : la valeur moyenne
associée a la récompense qui est proportionnelle a la probabilité de récompense, mais aussi
I'incertitude associée a cette récompense, qui correspond a la variance de la distribution
de récompense. Par définition cette incertitude est donc nulle pour P=0 et P=1. Elle est
maximale pour P=0.5. Les résultats obtenus mettent en évidence i) que 'amplitude au
moment du stimuli prédicteur est proportionnelle a la probabilité de récompense mais
surtout les auteurs montrent ii) une rampe d’activité de décharge croissante entre la
présentation du prédicteur et 'obtention de la récompense. Cette rampe (sa pente) serait

proportionnelle & I'incertitude associée a la récompense (figure 3.7) [Fiorillo et al., 2003b].

A B

Incertitude
' Prédiction

: ' de récompense p=05 Erreur
P=05 . de prédiction

; *~—e

: 400 ms
P=0.75
P=1 ‘.L o

A A

2pal_ Stimulus Récompense Stimulus f Récompensef

FIGURE 3.7 — Encodage des neurones dopaminergiques de I’incertitude.

3.3 Relation HPC, PFC et VTA

Swanson en 1982, démontre que les neurones de la VTA projettent sur différentes
structures cibles en proportion variable [Swanson, 1982]. 65 et 85% de neurones DA pro-

jettent vers le Nacc; 72% vers le septum latéral ; 53% vers 'amygdale et le noyau du lit
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de la strie terminale (BNST); 46% vers le cortex entorhinal; 30 & 40% vers le PFC et
le cortex moteur; 6 a 18% vers 'HPC et I'habenula latérale (1%) (figure 3.8) [Margolis
et al., 2006]. Le pourcentage total des projections dépassent les 100% car cela s’explique
par le fait qu'un méme neurone DA peut envoyer des projections vers une ou plusieurs

structures distinctes.

—<Glutamatergic
—<DAergic
—| GABAergic

|
/

FIGURE 3.8 — Projection de la VTA
d’aprés Russo and Nestler Nat Rev Neurosci.2013

Schéma simplifié des connections dopaminergiques, glutamatergiques et GABAergiques chez le rongeur.

3.3.1 Relation entre I’hippocampe et 1’aire tegmentale ventrale

La voie de sortie principale de 'HPCv est le subiculum ventral /aire CA1 (vSUB/CA1)
par lequel 'HPCv envoie les informations vers les autres structures. Aucune projection
directe du vSUB/CAT1 sur la VTA n’a été observée. Ceci démontre une projection directe
de la VTA sur le vSUB/CAL. Bien que le vSUB/CAL1 ne projette pas directement sur
les neurones DA de la VTA, il a été montré qu’il exerce un contrdle excitateur sur ces
neurones. Le vSUB/CA1 passe par un relais GABAergique, le Nacc. Floresco et son équipe
ont montré, en utilisant la technique de microdialise, que la stimulation vSUB/CA1 induit
une augmentation de la concentration de dopamine dans le Nacc [Floresco et al., 2001]. En
effet le vSUB/CA1 projette un tonus glutamatergique excitateur sur le Nacc qui désinhibe

une afférence GABAergique du pallidum ventral dont les neurones GABA inhibent la
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VTA. 1l existe également un relais glutamatergique entre le vSUB/CA1 et la VTA passant
par le BNST [Jalabert et al., 2009]composant de ’amygdale. Les projections BNST-VTA
et VTA-BNST ont été confirmées [Massi et al., 2008]. Il a ét¢ observé que le BNST controle
lactivité de la VTA et joue donc un role majeur dans le controle des comportements
associés au circuit de la récompense.

Le vSUB/CAT1 accroit la réactivité globale du systéme DA et permet d’aboutir a une
réponse phasique graduée. En retour 'HPC et plus particulierement vSUB/CA1 regoit
une innervation DA provenant de la VTA [Scatton et al., 1980] formant une boucle de
(rétro)controle. Etant donné le role de la VTA dans le renforcement et I’évaluation de
la valeur, et celui de 'HPC dans la mise en mémoire a long terme, il a été proposé que
ces structures, avec le striatum, constituent une boucle. L’HPC détecterait les stimulus
nouveaux (non mémorisés) ou non prédits, ce qui désinhiberait la VTA. En retour, la
libération de DA dans 'HPC modulerait la plasticité a long terme et donc 'apprentissage.
La boucle VTA-HPc serait donc déterminante pour I’entrée d’une l'information dans la

mémoire a long terme [Lisman and Grace, 2005].

3.3.2 Relation entre le cortex préfrontal et I’aire tegmentale ven-

trale

Au sein du systéme DA mésocortical, les connections entre la VTA et le PFC sont
bien caractérisées. Les neurones DA de la VTA se projettent sélectivement sur les cellules
pyramidales des couches V-VI du PFC (zone de potentialisation & long terme et dépréssion
a long terme |Laroche and Jay, 1990, celles-ci innervant en retour ces neurones DA. Aprés
des stimulations vSUB/CA1, la dopamine facilite le développement de la potentialisation
a long terme du PFC chez ’animal anesthésié [Gurden et al., 2000]. Tout comme 'HPC
et plus particulierement la région vSUB/CA1, le PFC stimule les neurones du Nacc qui
eux méme, via le pallidum ventral désinhibent les neurones DA de la VTA. Certaines
afférences du PFC contactent dans la VTA des neurones GABAergiques qui innervent
directement le Nacc. Cela sous-entends que 'activation du PFC devrait simultanément
induire une augmentation de la libération de DA dans le PFC et une diminution de la
libération de dopamine dans le Nacc.

Enfin, la DA dans le PFC joue un role crucial dans la mémoire de travail. La DA dans

le PFC servirait a stabiliser des formes d’activités, typiquement des UP states ot une
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sous-partie des neurones du PFC ont une activité soutenue [Cohen and Blum, 2002] Yang
et Seamans. etc...). On peut faire le rapport entre ce role du PFC et l'activité de la DA
liée & la récompense. La sélection d’une information et son maintien en mémoire de travail

(voie VTA-PFC) serait alors fonction de la récompense qu’elle prédit (voie PFC-VTA).

3.3.3 Boucle Cortex Préfrontal - Aire Tegmentale Ventrale - Hip-

pocampe

D’un point de vue fonctionnel, Lisman et Grace suggérent que la mémorisation d’un
événement est dépendante de deux aspects :

i- la nouveauté : la détection d’'une nouveauté par ’'HPC induirait une activation des
neurones DA de la VTA.

ii- la pertinence : la détection de la pertinence faite par le PPTg activerait les neurones
DA de la VTA (figure 3.9).

L’activation simultanée de 'HPC et du PPTg renforcerait le contréle exercé par les
neurones DA sur 'HPC, entrainant la mémorisation de 'objet. Le PFC intervient plus
particulierement dans la planification de ’action, dirigée vers un but.

Comme évoqué plus haut, 'apprentissage et la prise de décision repose sur les inter-
actions entre VTA, PFC et HPC. Au dela des interactions VTA-HPC, impliquées dans la
mise en mémoire (voir 3.3.1) et des interactions VTA-PFC, impliquées dans la mémoire
de travail et & long terme (voir 3.3.2), il existe plusieurs possibilités d’intégration des
informations de ces trois structures. La libération tonique de la dopamine par la VTA
module dans le Nacc les influx corticaux via les récepteurs D2 [O’Donnell and Grace,
1995]. La libération tonique de dopamine controlerait l'excitabilité du systéme DA et de
facon indirecte la réponse phasique en réponse & des stimuli pertinents sur le plan com-
portemental. Les afférences glutamatergiques issues du PFC moduleraient le niveau de la
libération tonique de dopamine de la VTA vers le striatum.

La libération phasique de la VTA facilite les influx hippocampiques au niveau du
Nacc. En effet la libération phasique de la DA induite par la mise en jeu du PPTg facilite
sélectivement l'intégration par les neurones accumbiques a la stimulation de 'HPC et
plus particuliérement du vSUB/CA1 via les récepteurs D1 [Floresco et al., 2003, Goto and
Grace, 2005]. A partir d’expériences fondées sur des enregistrements intracellulaires in

vivo, O’Donnell propose que 'HPC et 'amygdale exercent dans le NAcc un contréle sur
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les entrées issues du PFC [O’Donnell and Grace, 1995]. Les neurones du Nacc présentent
en effet tout comme les neurones du PFC, une activité qualifiée de bimodale ("up-down")
qui semble étre dépendante du vSUB/CAL. Cette activité alterne entre une phase d’hy-
perpolarisation (silencieux = état "down"), et une phase de dépolarisation (actif = état
"up") du potentiel de membrane, durant lesquelles des PA peuvent étre émis. Clest le
vSUB/CA1 qui est responsable de ce plateau de dépolarisation [O’Donnell and Grace,
1995, Grace, 2000]. Le PFC quand a lui déclenche un bref potentiel post-synaptique exci-
tateur qui évoque rarement un PA. Une longue dépolarisation est induite dans le Nacc par
le vSUB/CA1, permettant aux influx du PFC de déclencher des décharges de PA dans le
Nacc. Ils sont en revanche capable d’induire des potentiels post- synaptiques excitateurs
dans le Nacc. Le vSUB/CAL1 jouerait donc le role d’un filtre, tel une "porte" permettant
aux neurones striataux de répondre aux influx du PFC. Le noyau basolatéral de I'amyg-
dale évoque également une dépolarisation des neurones du Nacc permettant aux influx
d’origine préfrontale de déclencher un PA dans les cellules du Nacc [O’Donnell and Grace,

1995, Grace, 2000].

< PFC
HPCd )
4/0‘, ("b\.'\o
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FIGURE 3.9 — Boucle PFC-VTA-HPC.
d’apreés Yves Gioanni 2009.

Le PFC et 'HPC, deux structures jouant un role majeur dans les processus d’appren-

tissage et de mémoire, sont également connectés de fagon direct (HPCv, PFC). Dans une
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tache d’alternance spatiale faisant appel & la mémoire de travail, Matt W Jones et son
équipe [Jones and Wilson, 2005] montrent une augmentation de la cohérence de phase dans
la bande theta (4-12Hz) des potentiels de champs locaux préfrontaux et hippocampiques.
Ce phénomeéne semble étre présent essentiellement lorsque ’animal doit faire le choix du
bras renforcé a visiter alors qu’il se trouve dans le segment central. Un autre résultat issu
de la méme expérience, montre que cette cohérence de phase est accompagnée par une
précession de phase de l'activité des neurones préfrontaux par rapport au rythme theta
hippocampique [Jones and Wilson, 2005|. Outre le fait qu’il s’agit du premier résultat
montrant I’existence d’une précession de phase en dehors de la formation hippocampique,
ce phénomeéne apparait uniquement lorsque 'animal se trouve a la fin du segment central,
¢’est-a-dire au moment ot il doit faire un choix quant au bras correct a visiter. Il apparait
que la DA est essentielle a la synchronisation des réseaux HPC et PFC |[Benchenane et al.,
2010]. L’injection de DA dans le PFC, on observe une augmentation de cohérence du PFC
avec 'HPC dans la gamme theta, sans changement de puissance dans le PFC et 'HPC
(figure 3.10 A). Cette augmentation de cohérence s’accompagne d’un changement de la
phase des PA des neurones du PFC par rapport au theta de 'HPC (figure 3.10 B, C, D).
Ces effets de l'injection de DA chez ’animal anesthésié sont similaires & ceux observés
chez ’animal vigile aprés apprentissage au moment du choix entre les deux bras en Y du
labyrinthe. Etant donné que la VTA s’active & ce moment 14, on peut donc supposer que
la prédiction de récompense, sous la forme de la libération de DA, augmente la cohérence
entre HPC et PFC, pour favoriser I'utilisation des informations mémorisées a long terme

par la mémoire de travail.

3.4 Conclusion

L’objectif de ce chapitre a été d’introduire la neuromodulation dopaminergique prove-
nant de la VTA. La dopamine est impliquée dans divers aspects fonctionnels. Ce chapitre

se concentre principalement sur deux de ces aspects.

1. La dopamine “phasique” est aujourd’hui largement considérée comme délivrant un
signal d’apprentissage par renforcement encodant une erreur de prédiction de la

récompense mais également l'incertitude associée a la récompense

2. La dopamine est son interaction avec le PFC et 'HPC.
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FIGURE 3.10 - La dopamine augmente la cohérence PFC-HPC sur la gamme Theta.

Benchenane et al. Neurone 2010

A- L’injection de dopamine modifie légérement les fréquences au cours du temps dans le PFC et ’'HPC
(haut). Cependant la cohérence est fortement impactée (Bas). B- Exemple d’un train de PA d’un neurone
pyramidal du PFC, suite a I'injection de dopamine . Les PA en lien avec la phase theta sont colorés en
fonction de leurs positions dans le cycle. Les PA indépendants de la phase theta sont de couleur noire
(haut). Phase moyenne des PA du PFC (noire) et moyenne de la cohérence au cours du temps (rouge).
On remarque que la phase moyenne des PA du PFC aprés injection de dopamine retourne & une valeur
pré-injection en suivant les changements de la cohérence. C- Exemple de signal EFP de 'HPC (brut :
noir; filtré sur la gamme theta : rouge) et train de PA d’un neurone pyramidal du PFC. D- Préférence
de phase des interneurones (bleu) et des neurones pyramidaux (rouge) sur la phase theta du HPC avant

(haut) et aprés (bas) injection de DA

La dopamine libérée dans le PFC induit une augmentation des oscillations synchronisés
avec 'HPC (observable par une mesure de cohérence). Comme nous avons pu le voir dans
les chapitres précédents ces oscillations synchronisées fourniraient un support favorisant
les phénomeénes de plasticité Hebbienne et la dopamine signalerait le moment adéquate
de I’émergence de ces phénomeénes [Seamans et al., 2001, Li et al., 2003, Tierney et al.,

2008, Benchenane et al., 2011b, Lisman et al., 2011].
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4 | Electrophysiologie du potentiel de champ

extracellulaire chez 1’animal éveillé.

Notre projet (référence : N°01272.01) a regu un avis favorable du comité d’éthique
(C2EA26) et a donc été autorisé par le Ministére de I’'Eduction Nationale, de I’'Enseigne-
ment Supérieur et de la Recherche. L’expérimentation est menée sur des souris males de
la lignée C57bl/6j de 3 mois (Laboratoire Charles River et Janvier) et sur des Rats Wistar

males de 8 et 18 mois (Laboratoire Janvier), qui ne sont pas d’anciens reproducteurs.

4.1 Implantation et conception d’électrodes

Afin de recueillir un potentiel de champ extracellulaire (extracellular field potential,
EFP), un signal électrophysiologique majoritairement dominé par les potentiels postsy-
naptiques neuronaux, nous avons utilisé des électrodes bipolaires pour acquérir des si-
gnaux EFP de population ainsi qu’une polytrode pour acquérir des EFP multi-unitaires

(multiple unit activity : MUA) et ainsi trier les différents potentiels d’action enregistrés :

4.1.1 Conception d’électrodes bipolaire

Pour ces deux types d’instruments de recueil d’activité EFP, nous avons développé au

sein du laboratoire leurs constructions.

Electrode Bipolaire EFP de population

Au cours de ma thése, j’ai eu 'opportunité de développer la construction d’électrodes
bipolaire permettant d’enregistrer 'activité EFP d’une population de neurones (figure
4.2). Les électrodes d’enregistrement sont congues a partir d’une bobine de fil d’acier in-
oxydable entouré d’une gaine de téflon. Le diamétre du fil avec gaine est de 114,3 um et de
50,8 um sans gaine. Deux électrodes sont torsadées entre elles a I’aide d’un rotor (30 & 40
tour). Pour les électrodes implantées dans le cortex parietal (PAR), 'hippocampe dorsal
(HPCv) et le cortex orbitofrontal (OFC), I'électrode servant de référence est dénudée sur

quelques mm a son extrémité et enroulée sur ’électrode d’enregistrement de maniére a
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former une boucle serrée, 0.5 mm séparant 'extrémité de 1'électrode d’enregistrement.
Pour les électrodes implantées dans le cortex préfrontal (PFC) et I'hippocampe ventral
(HPCv) les deux extrémités torsadées sont sectionnées au méme niveau et écartées l'une
de l'autre de maniére a ce que les deux fils soient séparés par une distance inférieure a
0.5mm. Ce type d’électrode permet d’avoir une faible distance entre 1’électrode d’enregis-
trement et I’électrode de référence. Elles sont réalisées de maniére a ce que les deux points
d’enregistrement soient perpendiculaires aux dipoles formés par les cellules pyramidales

orientées de maniére différente dans ces deux structures.

Polytrode d’EFP multi-unitaire

Steve Didienne, doctorant dans I’équipe de Philippe Faure, a développé un micro sys-
téme nous permettant de réaliser des EFP MUA (figure 4.1). Son travail nous a permis
i) de réduire le nombre d’animaux implantés mais également de ii) de raffiner notre ap-
proche afin d’avoir un signal de meilleur qualité. Quatre fils de nichrome gainés (diamétre
de 0.1mm) sont tendus parallélement les uns aux autres, espacés de quelques millimeétres.
Ceux-ci sont ensuite repliés en deux, de maniére a obtenir huit fils et de ce fait les huit
points « chauds »constituant la polytrodes. Les fils sont maintenus a 1’aide d’une pince
aimantée du coté des extrémités franches, I’ensemble est ensuite disposé au-dessus d’un
rotor. Les huit fils sont ensuite torsadés (50 & 80 tours) sur une longueur d’environ 5 cm.
Une fois torsadée, la polytrode ainsi constituée est chauffée a 'aide d’air chaud afin de
fondre les gaines et ainsi souder les fils entre eux. La polytrode est ensuite glissée dans une
canule préalablement collée sur un support coulissant qui permettra de protéger et guider
la polytrode (figure 3.1-B). L’ensemble est ensuite associé & une vis sans fin qui jouera le
role de micro-descendeur qui permettra de le faire coulisser (figure 3.1-C). Chaque tour de
vis, permet de faire descendre la polytrode de 300 um. Ce micro-descendeur permettra,
une fois implanté, de descendre la polytrode a différents niveaux de la VTA afin d’aug-
menter la probabilité d’étre a proximité de neurones DA mais également dans le meilleur
des cas, d’enregistrer plusieurs sous-populations. Chaque fil est minutieusement placé sous
loupe binoculaire, dans un connecteur bien précis d'un préamplificateur, qui sera fixé ul-
térieurement sur la téte de 'animal (figure 3.1-D). La derniére étape consiste & abaisser
et uniformiser I'impédance des électrodes (comprise entre 150 et 400 kOhms). Pour cela

un plaquage a 'or dilué dans une solution de polypolyéthyléne glycol est réalisé. Cette
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étape permet de voir la présence ou non de courts-circuits.

Electrode Bipolaire de stimulation

Ces électrodes de stimulations sont congues de la méme fagon que les électrodes im-

plantées dans le PFC et HPCyv. Elles sont utilisées pour stimuler électriquement le faisceau

médian du télencéphale (median forebrain bundle, MFB). La stimulation électrique du

MFB renforce un comportement et 1’animal apprend a travailler pour obtenir une récom-

pense intra-craniale.

contact avec ™~ O “stimulation | | coulissant

R ’,/'
l'electrode ~

_guide

Support | canule

Polytrodes—»

E)

. || Electrode

<«— Polytrodes

FIGURE 4.1 — Carte d’interface comprenant le micro-descendeur et la polytrode

A- Connecteur ot vient se fixer le pré-amplificateur, la polytrode et la masse (pour ’animal) et la terre

(pour le circuit imprimé : electrode interface board = EIB) B- Canule ou vient se glisser la polytrode et le

support coulissant. C- Vis sans fin qui va permettre au support coulissant et la polytrode de descendre. D-

Assemblage de A-B-C. La fiche permet de faire la connexion entre I’électrode provenant de la polytrode

et 'EIB, en cassant la gaine de telfon du nichrome. E) Illustration de ce systéme sur une souris implantée.
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4.2 Chirurgies et implantations

4.2.1 Souris

L’anesthésie des souris est induite par un mélange gazeux d’oxygéne (2L/min) et
d’isoflurane 4%. Une fois ’animal endormi, on administre par injection intrapéritonéale
(0.1ml /10g) un mélange de kétamine (100mg/ml) et xylazine (20mg/ml). L’anesthésie
est maintenue durant la chirurgie par un régime d’entretien passant par un masque de
0.4L/min et 2% d’isoflurane et la souris est chauffée par une lampe chauffante. Aprés
une heure de chirurgie, une injection intrapéritonéale de saline est injectée afin d’éviter
une déshydratation (0.1ml/10g). L’animal est placé dans un cadre stéréotaxique (David
Kopf). Apreés rasage de la téte, le crane est mis en évidence par une incision médiane de la
peau. Le crane est ensuite foré a ’aplomb des structures d’intéréts selon les coordonnées
stéréotaxiques dérivées de Paxinos |[Paxinos and Franklin, 2008] a savoir : OFC : 2.6 mm
en avant du Bregma , 1.5 mm de latéralité, 1.4-1.9 mm de profondeur & partir de la
surface du cerveau; PFC : 1.65mm en avant du Bregma , 0.5 mm de latéralité,1.55mm
de profondeur & partir de la surface du cerveau ;MFB : 1.4 mm en arriére du Bregma, 1.2
mm de latéralité, 4.8 mm de profondeur a partir de la surface du cerveau; PAR : 1.8 mm
en arriére du Bregma, 1.2 mm de latéralité, 0.75 mm de profondeur a partir de la surface
du cerveau; HPCd : 1.94 mm en arriére du Bregma ,1.3 mm de latéralité, 1.6 mm de
profondeur a partir de la surface du cerveau; VTA :3.1-3.2 mm en arriére du Bregma, 0.5
mm de latéralité, 4.1-4.8 mm de profondeur a partir de la surface du cerveau. Deux fils
d’acier inox, dénudés aux extrémités, sont positionnés sur le cortex, captant les parasites
extérieurs et rendant le signal moins bruité au niveau du cervelet (6.84 mm en arriére du

bregma ; lmm en latéralité) et du bulbe olfactif.

4.2.2 Rats

L’anesthésie et la chirurgie des rats se déroulent de la méme fagon que pour les souris.
Chez ces animaux, nous avons réalisé uniquement des enregistrements EFP de profondeur
dans les zones d’intéréts selon les coordonnées stéréotaxiques dérivées de Paxinos [Paxinos
and Watson, 2006] & savoir : PFC : 3.8 mm en avant du Bregma , 0.8 mm de latéralité,
3.8 mm de profondeur a partir de la surface du cerveau; dHPC : 3.6 mm en arriére du

Bregma , 2.2 mm de latéralité, 2.8 mm de profondeur a partir de la surface du cerveau;
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FIGURE 4.2 — Electrophysiologie de champs de potentiels extracellulaires chez 1’ani-

mal éveillé

A- Photo du systéme d’implantation sur une souris. Les électrodes sont reliées & un connecteur fixé sur
le crane de la souris par du ciment dentaire B- Schéma d’implantation d’électrodes bipolaires, au niveau
du PFC, de ’'OFC, de 'dHPC et de 'vHPC. C- Exemple des signaux EFP recueillis dans les structures

d’intérét.

PAR : 4 mm en arriére du Bregma, 4 mm de latéralité, 1 mm de profondeur a partir de la
surface du cerveau; vHPC : 6.3 mm en arriére du Bregma, 5.6 mm de latéralité, 5.3 mm
de profondeur a partir de la surface du cerveau.

Aprés chirurgie les animaux (rats ou souris) sont hébergés dans des cages ventilées

dans un portoir (smart flow Techniplast situé¢ dans une salle thermostatée (22+\-)).

4.3 Acquisition des enregistrements

Les données sont enregistrées grace a un systéme multicanaux (systéme Neuralynx : 32
canaux). Les enregistrements de type EFP via les électrodes bipolaires sont échantillonnés

a 1kHz. Un filtre passe-bas, laissant passer les fréquences inférieures a 300Hz permet
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Iacquisition des activités oscillatoires. Les enregistrements EFP MUA, via les mémes
électrodes bipolaires sont échantillonnés a 32kHz. Un filtre passe-haut, laissant passer
les fréquences supérieures a 600Hz et un filtre passe bas laissant passer les fréquences

inférieures & 6000Hz permettent I’analyse de potentiels d’actions issus de plusieurs cellules.

4.3.1 Traitement et analyse des enregistrements

Les potentiels de champs extracellulaires (EFP) que 'on enregistre sont une somme
d’oscillations complexes composées de plusieurs signaux sinusoidaux de fréquences dif-
férentes. Par conséquent, une analyse automatique de ce signal est nécessaire afin de
pouvoir en extraire les informations biologiques. Les signaux de EFP sont par nature non
stationnaires, c’est-a-dire que leurs propriétés spectrales peuvent changer en fonction du
temps [Le Van Quyen and Bragin, 2007|. Dans un premier temps, le signal EFP est dé-
coupé en fractions supposées stationnaires & ’aide d’une transformée de Fourier rapide
glissante. Les caractéristiques fréquentielles au cours du temps de ’'EFP en sont extraites
de la somme de ces fenétres temporelles. Dans un second temps, une étude de cohérence,
qui permet une évaluation statistique du degré de linéarité entre deux signaux ainsi qu'une

évaluation de leurs relations chronologiques, est réalisée.

Transformée de Fourier

Transformée de Fourier rapide (Fast Fourier transform, FFT) : Si f(¢) est une fonction
du temps ¢, intégrable sur (—oo;400), la transformée de Fourier de f(t), notée : F(f),

est définie par :

F(f) = +OO f(t)* e 72t (4.1)

D’aprés le théoréme de Shanon, la fréquence d’échantillonnage fe du signal doit étre au

moins deux fois supérieure a la fréquence maximum observable dite fréquence de Nyquist :

C’est-a-dire fe > 2* la fréquence de Nyquist. Donc pour une fréquence de Nyquist de 150
Hz, la fe doit étre > a 2*150 Hz, soit fe = 300 points par seconde.

Ce traitement fait I’hypothése de stationnarité durant la durée du fenétrage choisi,

quelle que soit la partie du signal considérée. En effet la FF'T, ne peut s’appliquer qu’a

I’analyse de signaux stationnaires ou supposés comme tels.
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Transformée de Fourier rapide glissante : La FFT glissante est une analyse par bloc
temporel qui suppose le signal échantillonné stationnaire sur toute la durée du bloc. Pour
chaque pas temporel (ou fenétre), une FFT est appliquée et des spectres instantanés sont
calculés. Le signal est découpé au moyen d’une fenétre (“g”) ou 'indice 7 représente le posi-

tionnement temporel de cette fenétre et donc le positionnement du spectre correspondant.

La formule suivante résume le principe :

E = [ 5 s gl -y s e 12

D’apres 'égalité de Parseval :

Ez[mmm%ZKMWWWf (43)

[e.9] [e.9]

Il n’y a pas de perte d’information lors de la transformation. En effet, ’énergie de la
représentation fréquentielle est égale a I'énergie de la représentation temporelle. L’analyse
spectrale décompose chaque segment (c’est-a-dire, une sinusoide complexe) en une somme
de sinusoides simples de fréquences, et d’amplitudes différentes, telle que la sommation

de toutes ces sinusoides redonne le signal initial.

La FFT fait émerger les principales fréquences de synchronisation du réseau enregis-
tré, correspondant a la répartition de 'activité électrique (Amplitude (volt) ou Puissance
(volt?)) de chaque sinusoide qui compose le signal. La longueur de la fenétre est choisie
pour respecter cette hypothése. Ce choix influence directement la résolution de la com-
position : plus la fenétre g est petite, meilleure sera la résolution temporelle, mais moins
bonne sera la résolution fréquentielle et inversement. Si une haute résolution fréquentielle
est nécessaire alors une longue fenétre temporelle g sera utilisée et il sera difficile de res-
pecter U'hypothése de stationnarité. Les intervalles [—£%; +481] et [—4L; +2!] définissent
le plan temps-fréquence. La relation, dite d’Heisenberg-Gabor, relie la durée de 'observa-
tion a la largeur de bande d’un signal. Il est impossible d’avoir a la fois une localisation
parfaite en temps fréquence. Si 'on cherche a établir une représentation temps-fréquence
d’un signal, il est donc nécessaire de trouver le meilleur compromis entre résolution tem-
porelle et résolution fréquentielle. La forme, la longueur de cette fenétre g ainsi que le pas

d’incrémentation ¢, sont des paramétres fixés avant I'analyse.
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La transformée en ondelette :

Dans les années 1980, un nouvel outil mathématique, appelé transformée en ondelette
est apparut. Elle permet d’analyser le signal EFP sur un temps court (de l'ordre de la
seconde par exemple). Ceci est nécessaire pour étudier des événements précis au niveau du
signal EFP en lien avec des phénoménes cognitifs durant des tests de comportement. En
effet, la qualité, en termes de biais et de variance, des estimations non paramétriques des
densités spectrales, est conditionnée par le nombre d’échantillons disponibles. Pour des
observations de courte durée, lorsque ’on diminue le nombre d’échantillons et la fenétre
d’échantillonnage avec la FFT, les estimations deviennent critiques et des biais appa-
raissent (hypothése de stationnarité non respectée, effets de bords) (figure 4.3). Lors de
certaines taches cognitives, il faut disposer de méthodes qui puissent estimer la relation
entre ces signaux. Le recours a des méthodes paramétriques pour les estimations spec-
trales peut alors s’avérer nécessaire. L’inconvénient majeur de la FF'T glissante est que
la longueur de la fenétre étant fixée, il n’est pas possible d’analyser simultanément des
phénomeénes dont les échelles de temps sont différentes. Nous avons choisi d’appliquer une
transformée en ondelette qui ne privilégie aucune échelle particuliére impliquant des fe-
nétres d’analyse de longueurs dynamiques. L’analyse est réalisée au moyen d’une fonction
d’analyse spécifique ¢ correspondant & une oscillation a durée limitée appelée ondelette
meére normée a 1 centrée au voisinage de t = 0 et ayant une valeur moyenne égale a zéro.
Elle oscille en prenant des valeurs positives et négatives. Ainsi, la transformée en ondelette
est définie par le produit de convolution entre le signal EFP et une forme dilatée de I'on-
delette d’analyse. Nous avons choisi d’utiliser une transformée en ondelettes particuliére,
la transformée de Morlet. L’analyse est réalisée au moyen d’une fonction spécifique ¢, cor-
respondant & une oscillation de durée limitée appelée ondelette mére. La décomposition
du EFP est réalisée par comparaison de I'ondelette & divers morceaux du signal. Ainsi, la
transformée en ondelette est définie par le produit de convolution entre une forme dilatée
de 'ondelette mére et le signal brut.

o0

Y(t)dt =0 (4.4)

—00
La transformation en ondelettes permet d’appliquer une analyse multi-résolution au

signal étudié. Par leurs propriétés de compression et d’étirement , les ondelettes s’adaptent

automatiquement aux différentes composantes du signal. Quand 'ondelette est dilatée,
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I’analyse se concentre sur les composants du signal qui oscillent lentement, quand elle
est contractée, elle se concentre sur les oscillations rapides comme celle contenues dans
une discontinuité de signal. Des ondelettes filles ¢(a,b) sont créées a partir de 'ondelette
meére 1), par translation et compression/étirement de cette derniére. Pour toute échelle a

et toute position b, une ondelette fille est définie par ’équation :

oalt) = 720

La dilatation change I’étendue temporelle de 'ondelette (a > 1 augmente 1'étendue

) (4.5)

temporelle, a < 1 la réduit), tandis que la translation localise 'ondelette dans le temps.
La transformée en ondelettes continue d’un signal S correspond alors a la projection du
signal S sur la base de fonctions formées par les ondelettes filles ¥ (a,b). C(a,b) de S(t)

est alors une fonction des deux variables a et b :

Cs(a,b) = /_+OO (1)t pdt (4.6)

o0

S IVAVAVAVAVAVAVAVA

Fourier
fenétréee | J \f W/ N\ T T T T T T 77 -

Signal échantillonné

Ondelettes

FIGURE 4.3 — Comparaison entre la transformée de Fourier et la transformée en

ondelette
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Cohérence

Cohérence FFT L’estimation de la cohérence entre deux signaux permet de mesurer le
couplage entre deux phénoménes oscillatoires stationnaires. La cohérence est une mesure
mathématique, finie et normalisée, de la corrélation entre les spectres fréquentiels de deux
signaux indépendants. Elle peut étre définie comme la densité de corrélation croisée entre

deux signaux :

> _ 1S (HI
|pay ()" = W (4.7)

Szx(f) et Sy, (f) sont les densités spectrales de deux signaux X et Y. S,,, la densité
interspectrale (spectre croisé) entre les processus X et Y.
Une cohérence de valeur 0 indique une indépendance entre les signaux, une valeur de

1 refléte une relation linéaire.

Cohérence d’ondelette :

L’analyse de cohérence par ondelettes a le méme but que celui de la cohérence de
Fourier. Elle trouve des “motifs” en temps-fréquence ou les signaux covarient mais n’ont
pas nécessairement une hautes puissance commune. La cohérence par ondelettes de deux

signaux est décrite par :

|L(Say ()
L(Sza(f))-L(Syy(f))

ou L est un opérateur de lissage ressemblant & 1’ondelette mére. Sans lissage il n’est

|Pwy(f)|2 = (4.8)

pas possible de réaliser une cohérence d’ondelette. Ce lissage est réalisé aussi bien en

fréquences qu’en temps.
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A) Transformée de Fourier

i) Décrit le contenu fréquentiel global du signal ii) Spectre de puissance
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FIGURE 4.4 — Résumé des méthodes de traitement du signal utilisés

4.3.2 Traitements et analyses des EFP MUA

La pertinence des données MUA dépend de fagon critique de l'identification de 1'ac-
tivité de chaque neurone. Le classement totalement supervisé par I'expérimentateur est
particulierement cotiteux en temps, et difficile & effectuer en pratique en raison de la taille
des données (enregistrements de plusieurs dizaines de minutes, sur quatre a huit élec-
trodes). De ce fait, nous avons mis a profit des méthodes computationnelles de classement
de données temporelles, c¢’est-a-dire de “spike sorting" (tri de PA). Les grandes étapes de
I'algorithme de classification des PA sont les suivantes : (1) détection des PA, (2) extrac-
tion des caractéristiques des formes des PA et (3) classification (ou "clustering") des PA

sur la base de leurs propres caractéristiques.

Extraction des PA :

Un seuil est imposé sur au moins une des voies d’enregistrement de maniére a isoler les

événements, dont les PA, dépassant 'amplitude de ce seuil (figure 4.5-A). La forme du PA
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gardée pour 'extraction de ses caractéristiques correspondait ainsi & n valeurs du poten-
tiel (typiquement, n=32) sur les différentes (4 ou 8) électrodes, centrées temporellement
sur le pic du PA. L’extraction des caractéristiques des PA propres a chaque neurone est
définie de facon automatisée : classiquement, les caractéristiques des PA utilisées pour le
clustering sont définies par 'amplitude entre pics négatifs et positifs, sa largeur. Il est im-
possible de prédire quelles caractéristiques sont optimales pour discriminer deux PA dans
un jeu de données inconnues. Il a été proposé de procéder a une analyse en composantes
principales (ACP, [Abeles and Goldstein, 1977, Lewicki, 1998|) qui fournit une projection
de la forme des PA sur un espace (généralement a deux ou trois dimensions) maximisant
la variance des données. Toutefois, ces dimensions ne fournissent pas forcément les carac-
téristiques permettant de distinguer des PA, c¢’est-a-dire des dimensions ou les données se
projettent selon une distribution multimodale. Enfin, ’ACP considéré les données comme
des observations indépendantes, alors que la forme d’un PA est un signal fondamenta-
lement temporel. Par conséquent, nous avons procédé a une analyse par ondelettes de
Haar (fonction carré) des formes des PA. Briévement, une transformation par ondelette
est une représentation en temps-fréquence du signal, défini comme la convolution entre le
signal (le potentiel) et une fonction d’ondelette. Chaque ondelette est une version dilatée,
contractée et/ou translatée d’une fonction ondelette « mére ». Les versions contractées
des ondelettes correspondent aux composants a haute fréquence du signal, tandis que les
versions dilatées correspondent aux composants de basse fréquence. Le choix de notre
fonction d’ondelette permet d’exprimer les caractéristiques des PA avec relativement peu
de coefficients [Quian Quiroga et al., 2004]. Chaque coefficient est une représentation du
PA sur une électrode, a différents temps et fréquences. Nous avons sélectionné les ¢ coef-
ficients ayant une distribution la plus éloignée de I'unimodalité (typiquement, ¢ =3), en
faisant I’hypothése qu’ils permettent la meilleure discrimination des PA. Pour automatiser
cette sélection, nous avons utilisé un test de normalité (Kolmogorov-Smirnov) en mesurant
la déviation par rapport a la normalité comme signe de distribution multimodale [Quian

Quiroga et al., 2004].

Classification :

Le clustering est fondé classiquement par un clustering de type k-means. Dans cette

classification non supervisée, un algorithme itératif détermine des centroides (“barycen-
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FIGURE 4.5 — Extraction et classification des neurones dopaminergiques.

tre” des classes de PA dans l'espace des coefficients d’ondelette ou d’ACP) ainsi que
I’appartenance des PA aux k classes définies par ces centroides. Cet algorithme est ité-
ratif car & chaque étape, on calcule les coordonnées des centroides de chaque classe en
fonction des coordonnées des PA, puis on redétermine 'appartenance des PA aux diffé-
rentes classes sur la base de leurs distances aux centroides. Ces deux étapes sont répétées
jusqu’a convergence. Cependant, le k-means considére les covariances des données dans
I’espace des coefficients comme étant diagonales, égales et petites. Par conséquent, nous
avons préféré utiliser un algorithme par expectation-maximisation basé sur une mixture
de gaussiennes (EM-GM). Cet algorithme permet notamment, en pondérant les distribu-
tions gaussiennes modélisant les données dans chaque dimension, i) de trouver des classes
de tailles différentes, ii) ayant des formes plus irréguliéres, non stationnaires (changement
léger de forme du PA aprés application d’un agent pharmacologique, par exemple), et iii)
d’éliminer les données n’appartenant a aucune classe car cet algorithme est probabiliste
et non déterministe comme le k-means. Enfin, la pertinence du classement automatique

est évaluée par 'expérimentateur, sur la base des formes des PA regroupées par classes,
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et grace aux autocorrélogrammes basés sur les temps des PA. En effet, I’émission de PA
est suivie d’une période réfractaire, ainsi la distribution des temps relatifs des PA d’une
classe (donc d’un neurone), doit montrer une irrégularité (un vide) autour de zéro, ce
qui signale une bonne classification (figure 4.5-B et C). Une étape de prétraitement est
effectuée visant a réduire les artefacts a ’aide d’un algorithme fait sous Matlab, puis nous
attribuons chaque cluster & un neurone. Globalement, I'utilisation d’enregistrements EFP
MUA stables et peu bruités, couplée a ’analyse par ondelette et & la classification par I’al-
gorithme EM-GM, a permis d’isoler de facon trés satisfaisante les activités des neurones

individuels.

Caractérisations de ’activité de décharges des neurones

L’activité spontanée des neurones est caractérisée par la fréquence de décharge moyenne
et instantanée ainsi que par le pourcentage de PA compris dans les bouffées de PA (ceci
reflétant I'activité phasique des neurones DA). La fréquence de décharge moyenne est
calculée en dénombrant le nombre de PA sur des fenétres glissantes de 1 seconde décalées
de 0,05 secondes et moyennées sur 20 minutes pour les expériences en openfield et 30
minutes pour les expériences « au repos ». La fréquence instantanée est calculée au cours
du temps en dénombrant le nombre de PA par seconde. Le pourcentage de PA compris
dans les bouffées, %SWB est calculé en dénombrant le nombre de PA dans les bouffées
rapporté au nombre de PA total. Les bouffées sont identifiées comme des éléments discrets
consistant en une séquence de PA initiée par un intervalle entre deux PA inférieur & 80ms
et terminée par un intervalle de temps entre le dernier PA de la bouffée et le suivant

supérieur a 160ms.

4.3.3 Critéres d’identifications de la nature dopaminergique des

neurones

L’identification des neurones DA est tout d’abord effectuée grace a leur caractéris-
tiques électrophysiologiques : fréquence de décharge entre 1 et 10 Hz avec une activité
tonique et réguliére et une activité phasique occasionnelle, un PA triphasique avec une
post-hyperpolarisation marquée et une durée entre la phase dépolarisation et d’hyperpo-
larisation supérieure a 0,6ms. Dans quelques cas, une confirmation pharmacologique de

la nature DA des neurones est effectuée. Ceci n’est pas systématique du fait de 'action
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des substances pharmacologiques sur 1’état d’activité de la souris lors des taches compor-
tementales. Cette confirmation pharmacologique est effectuée en administration par voie
intra-péritonéale 1mg/kg de quinpirole, agoniste des auto-récepteurs de type D2, ce qui
diminue de plus de 50% l’activité des neurones DA, suivie d’une injection i.p de 1mg/kg
d’éticlopride, antagoniste D2, restaurant la fréquence de décharge spontanée d’un neurone
DA (figure 4.6). Les neurones ne correspondant pas a ses critéres sont considérés comme

non-DA.

A

Quinpirole Eticlopride

Injection )

, ’

Train de PA TH-positive

FIGURE 4.6 — Confirmation pharmacologique de la nature dopaminergique et histo-

logique des neurones issues de ’aire tegmentale ventrale.

Au sein du laboratoire du Philippe Faure, chez la souris anesthésiée, une classification
a catégorisé les parameétres de bouffées et de fréquence de décharge afin de classer les
neurones DA en 4 catégories [Mameli-Engvall et al., 2006] :

— Les neurones LFB (Low-frequency and low bursting-firing= basse fréquence et
faible décharge en bouffées) caractérisés par une fréquence de décharge < 5Hz et
un pourcentage de PA en bouffées<20%

— Les neurones LFHB (Low-frequency and high bursting-firing= basse fréquence et
forte décharge en bouffées) caractérisés par une fréquence de décharge < 5Hz et
un pourcentage de PA en bouffées compris entre 20 et 60%

— Les neurones HFLB (High-frequency and low bursting-firing = haute fréquence et
faible décharge en bouffées) caractérisés par une fréquence de décharge > 5Hz et
un pourcentage de PA en bouffées<40%

— Les neurones HFHB (High-frequency and high bursting-firing = haute fréquence

et forte décharge en bouffées) caractérisés par une haute fréquence de décharge et
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un important pourcentage de PA en bouffées
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5 | Exploration sous incertitude

5.1 Introduction

Faire des choix appropriés nécessite d’apprendre la valeur des options disponibles
[Schultz, 2005, Rangel et al., 2008, Rangel et al., 2008|. Les théories de la prise de déci-
sion suggeérent que les individus analysent les cotits et les bénéfices potentiels de chacune
des alternatives qui se présentent a eux. C’est en fonction de ces analyses qu’ils peuvent
guider leurs actions et choisir la meilleure option. Dans ce contexte de prise de décision,
deux concepts s’opposent : ’exploitation et ’exploration. D’un c6té, nous sommes tentés
de choisir des actions connues, qui rapportent une récompense certaine (exploitation de
nos connaissances) mais de I'autre nous sommes tentés par une solution inconnue mais

pouvant étre potentiellement plus avantageuses (I’exploration d’autres possibilités).

L’exploration est la phase pendant laquelle I'individu recueille activement des infor-
mations sur les différentes propositions qui s’offrent a lui. Il tente de réduire ainsi le degré
d’incertitude lié a ces différentes alternatives. C’est un mécanisme essentiel qui permet
de dépasser le cadre rassurant mais rigide des comportements produits par I'exploitation
et d’apporter ainsi de la nouveauté. L’exploration se produit généralement dans un cadre
d’apprentissage lorsque les conséquences des choix sont en train d’étre évaluées. Une fois
que les conséquences des actions possibles ont été estimées, 'individu peut utiliser cette
connaissance de l’environnement pour exploiter efficacement les sources de récompense.
Toutefois, lorsque le résultat d’une action est aléatoire, 'incertitude demeure sur le résul-
tat de cette action lors de son renouvellement. Cette variabilité connue mais non-réductible
du résultat d’'une action, comme dans une loterie, est appelée 'incertitude attendue ou
risque.

Il a été largement démontré que la motivation a effectuer une action est modulée
par l'incertitude attendue et conduit donc parfois a la prise de risque. Chez ’homme
cette prise de risque est considérée comme un processus d’exploitation : I'incertitude est
connue. Chez les animaux, il est difficile de faire la distinction entre une motivation pour

explorer ou exploiter une source de récompense probabiliste, car on ne peut pas vraiment
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savoir si ceux-ci continuent de réduire 'incertitude « attendue » en explorant ou s’ils sont
attirés par ce “connu-inconnu” et donc exploitent les sources de récompense. Néanmoins,
I'influence de 'incertitude sur un comportement peut étre évaluée expérimentalement et
c’est dans ce cadre que nous nous sommes intéressés aux mécanismes neuronaux sous-

tendant la prise de décision en situation d’incertitude.

Une des structures impliquées dans le controle de ces mécanismes est le systéme DA.
En effet, les neurones DA encodent une erreur de prédiction de récompense (récompense
obtenue moins attendue). Cette erreur servirait a évaluer la valeur des options : une
action qui améne & plus (ou moins) de récompense que prévu voit sa valeur augmenter
(ou diminuer). Les erreurs de prédiction peuvent également servir a estimer 'incertitude.
Si une action induit souvent des erreurs de prédiction (positives et négatives), alors ses
conséquences sont incertaines. Inversement une absence d’erreur de prédiction indique
la certitude. Ainsi, la dopamine pourrait également exercer un réle dans la valeur de
I'incertitude et les processus d’exploration. De plus, la valeur subjective et I'incertitude
sont encodées par des zones cérébrales connectées, aux noyaux DA, comme les cortex
frontaux. Nous nous sommes donc intéressés a la dynamique de la boucle méso-cortico-

limbique dans une tache de prise de décision sous incertitude.

Il a été suggéré que les neurones DA chez le singe, encodent 'incertitude sous la forme
d’une rampe tonique d’activité entre la présentation d’un stimulus prédicteur et une ré-
compense probabiliste [Fiorillo et al., 2003a]. D’autres études [Fiorillo et al., 2013, Lak
et al., 2014] suggérent que la valeur subjective, composée de l'espérance (moyenne) de la
récompense et de l'incertitude, est encodée totalement dans l’activité phasique "prédic-
tive" (au moment du stimulus). Cependant ces taches sont passives : 'animal apprend
qu’un stimulus prédit une récompense (avec une certaine probabilité) mais n’explore pas.
Il serait donc intéressant d’étudier I’activité DA dans une tache opérante sous incertitude.
Des neurones de ’'OFC du singe encodent l'incertitude (variance) de la récompense, ce
sont d’ailleurs des neurones distincts de ceux codant la récompense moyenne [Schultz,
2010]. Des études chez 'Homme (signal BOLD en IRMf) suggérent que l'incertitude se-
rait encodée a la fois par une activité bréve et immédiate et par une activité plus soutenue
(plusieurs secondes), rappelant la rampe des neurones DA [Demanuele et al., 2015]. Ces
résultats, du fait de la faible résolution temporelle de I'IRM, sont sujet & caution. Des

réponses immédiates ont été observées dans les gyrus parahippocampiques et temporaux,
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I'insula et le cingulaire antérieur, ainsi que d’autres points focaux des cortex frontaux
et pariétaux [Huettel et al., 2005, Preuschoff et al., 2006]. Une réponse maintenue plus
longtemps est souvent observée pendant l'anticipation du résultat, mais les zones acti-
vées différent selon 'étude : insula, striatum et noyaux DA [Schultz et al., 2008], PFC
médian, OFC et HPC [Abler et al., 2009], striatum [Dreher et al., 2006], striatum in-
sula, vmOFC [Symmonds et al., 2010], pariétal [Symmonds et al., 2011]. Ces résultats ont
deux implications : ils suggérent que ’encodage de cette incertitude et de I'exploration
semble bien plus distribué que dans les seuls neurones DA, mais aussi que des techniques
a plus forte résolution temporelle comme les EFP, sont requises pour mieux appréhender
la dynamique de la boucle méso-cortico-limbique.

L’approche que nous avons développé est fondée sur un paradigme expérimental qui a
été mis en place dans I’équipe [Naudé et al., 2016]. Ce protocole répond & une série d’exi-
gences qui se sont révélées difficiles a réunir, c’est-a-dire, des enregistrements simultanés
de I'action sélectionnée, ’exécution de I’action, I'activité électrique en plusieurs points du
cerveau (VTA et EFP corticaux), dans un environnement comprenant des récompenses

et de 'incertitude controlées.

5.1.1 TAache de décision sous incertitude

Cette tache est une version spatiale, pour les souris, d'une tache du probléme du ban-
dit manchot. Dans ce systéme, les souris doivent effectuer une séquence de choix entre les
emplacements explicitement marqués au sol pour obtenir une stimulation intracranienne
(ICSS). La stimulation placée dans le MFB, est traduite par ’animal comme une récom-
pense. Les souris sont donc placées dans une aréne circulaire dans laquelle trois points, des
cibles, formant un triangle équilatéral (50 cm de coté), sont marqués au sol. Ces points
sont le centre d’une zone dans laquelle I’animal recoit une récompense. L’animal ne peut
obtenir deux récompenses consécutivement dans la méme zone. Ainsi les souris alternent
entre les cibles pour obtenir une récompense. Initialement chaque point est associé a une
probabilité de 100% de recevoir la récompense. Les animaux vont alors alterner d’un point
vers un autre. Une fois ce comportement acquis, dans une deuxiéme étape, 'incertitude
est mise en place en associant a chaque cible une probabilité différente d’obtenir une ré-
compense : 100% pour la zone A, 50% pour la zone B et 25% pour la zone C. Les animaux

réadaptent leurs trajectoires et leurs choix.
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Le processus peut donc se décrire comme une succession de choix binaires entre deux
options. Lorsque I'animal est sur le point A, il a le choix entre le point B ou C. Lorsqu’il
est en B, il a le choix entre A et C... Sur chaque cible, les souris doivent choisir quel
sera leur prochain choix mais aussi comment elles y arrivent (chemin direct ou indirect).
Ce jeu met donc en ceuvre un processus de décision markovien constitué de trois états
(A, B, C), correspondant & chacun des emplacements récompensants, et une fonction de
transition, correspondant aux proportions de choix dans les trois paris. Les analyses du
comportement de I’animal sont principalement fondées sur les parameétres suivants :

— La répartition, définie comme étant la proportion de cibles visitées par I’animal au

cours d’une session.

— La matrice de transition qui décrit la proportion des transitions d’une cible vers

un autre.

— La durée de la transition entre deux cibles.

L’analyse du comportement des souris a permis de suggérer que celles-ci accordent une
valeur positive a I'incertitude [Naudé et al., 2016]. Ce résultat a pu étre mis en évidence

par une approche computationnelle détaillée ci-aprés.

5.1.2 Exploration et incertitude

La théorie de I'apprentissage par renforcement introduit un paramétre ( 3, “tempéra-
ture inverse”), qui permet de rendre compte de fagon ad hoc des choix “non optimaux” de
I’animal. Plus la température est faible, plus ’animal choisit I'option conduisant & maxi-
miser 1’obtention de récompense ; plus elle est élevée, plus ses choix sont aléatoires. Cette
théorie formalise donc I'exploration comme du bruit dans les décisions. Plus précisément,
la probabilité du choix A, entre deux options A et B de valeurs respectives V4 et Vg, est

modélisée par 1’équation :

1
pA) =17 exp(—B(Va — Vi)

Dans cette équation, le parameétre 5 détermine la variabilité des choix et exerce une

(5.1)

forte influence sur Iexploration. Plus f est grand plus la probabilité d’'un choix A (ex-
ploitation) augmente rapidement avec la différence (V4 — V). Si 8 diminue, les choix
sont plus variables et donc exploratoires. § controle la balance entre 1’exploration (pe-

tite valeur de (3) et I'exploitation (grande valeur de (3). L’équation 5.1, peut étre utilisée
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FIGURE 5.1 — Tache de décision sous incertitude
A-Les souris doivent effectuer une séquence de choix entre des emplacements explicitement marqués au
sol pour obtenir une stimulation intracranienne (ICSS). Deux types de session sont étudiées : Certain (ou
déterministe, les cibles sont associées a une récompense délivrée dans 100% des cas) et incertain (les cibles
sont associées a une récompense délivrée dans 100,50,et 25% des cas respectivement) (Droite). Répartition
des choix de I'animal. En phase déterministe les animaux passent en proportion le méme nombre de fois
sur les trois récompenses (inset). Dans le cadre incertain les animaux répartissent le nombre de visite en
fonction de la probabilité de la récompense. B- Fonction de transition. Lorsque une souris se situe sur
une cible, elle a le choix entre deux cibles. On distingue trois paris G1, GzetGs. La fonction de transition
représente la probabilité de choisir I'option maximale pour chacun des paris. On notera que dans le pari
G'1 lorsque ’animal doit choisir une récompense entre 100 et 50%, la cible associée & une récompense
certaine 100%, n’est choisi que dans 55% des cas. Ceci indique une attirance particuliére de la souris
pour le cible & 50%. De maniére général, la proportion des choix d’exploitation (choix avec la plus grande
probabilité de récompense) dépend du pari G1, G2, G3. C- Ces données sont utilisées pour contraindre
les modéles d’apprentissage par renforcement. Seule le modéle prenant en compte l'incertitude associée
a la probabilité de recevoir une récompense permet d’expliquer les données (Modifié d’aprés Naudé et al

2016).

107



5.2. RESULTATS 5

comme modéle pour analyser les choix des animaux. Cet ajustement se fait a ’aide du
paramétre 3. Dans le cas de notre expérience avec les trois zones, [ est ajusté sur les
moyennes de trois choix distincts : (G1 = V4 = 100, Vp =50, G2 = V4 = 50, Vp = 25 et
enfin G3 = V4 = 100, Vg = 25). L’optimisation de cet ajustement met en évidence que les
données expérimentales ne peuvent étre reproduites correctement par ce modéle [Naudé
et al., 2016]. Pour que celles-ci soit correctement estimées, il faut adapter le modeéle et
introduire un paramétre ¢. Ce parameétre dépend de l'incertitude, ici définie comme la
variance de la récompense, ¢; = ¢(p;(1CSS)(1 — p;(ICSS)) associée a chaque choix
p; = 100, 50, 25. L’incertitude est donc maximale pour la probabilité de 50% et nulle pour
100% et 0%. On a alors :

1
PA = T TBVatoa—VE—05)

(5.2)

Ce mode¢le a donc deux parameétres : 3 et ¢ qui décrivent respectivement la variabilité
du choix (exploration/exploitation) et le surplus de valeur a l'incertitude. Ce surplus est
proportionnel a l'incertitude associée aux récompenses. Les résultats obtenus au labora-
toire [Naudé et al., 2016] mettent en évidence que ce modéle est le plus approprié (parmi
un grand nombre de modéles testés). Ces données suggérent que les souris attribuent une
valeur positive a l'incertitude associée & une récompense. En d’autres termes, les souris
attribuent une valeur a l'information potentiellement gagnée en explorant une issue in-
certaine, qui les pousse & étre curieuses et & explorer leur environnement. Au cours de
cette thése j’ai cherché a détailler les mécanismes sous-tendant I’encodage de I'incertitude
durant des prises de décision i) par les neurones DA et ii) différentes structures céré-
brales (hippocampe = HPC; cortex prélimbic = PFC; cortex pariétal = PAR et cortex
orbitofrontal = OFC).

5.2 Reésultats

Notre objectif a été d’analyser I'activité de différents circuits au cours de la tache et
de déterminer s’il existe des marqueurs électrophysiologiques des variables de la tache,
i.e. la valeur des options, 'erreur de prédiction de récompense, l'incertitude attendue;
ou éventuellement les deux parametres du modeéle rendant compte des choix, i.e. deux

paramétres ¢ et §. Pour ce faire, les souris ont été implantées avec, des octrodes dans la
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VTA ou des électrodes bipolaires dans le PFC, 'HPC mais aussi le PAR et 'OFC des
zones cérébrales impliquées dans les prises de décisions, et qui encodent potentiellement

I'incertitude d’aprés les travaux chez le singe et ’humain (voir 5.1).

5.2.1 Activité basale des cellules dopaminergiques

Les neurones DA ont une activité spontanée de base comprise entre 1 et 10 Hz. L’ac-
tivité de 53 cellules identifiées comme DA grace aux critéres définis [Grace and Bunney,
1983a] a été enregistrée dans deux conditions : au repos, dans une boite de dimension
réduite, et dans ’aréne vide dans laquelle la tache de bandit manchot a été réalisée.

Dans cette aréne, les trajectoires des animaux vont consister en des séquences d’arréts-
déplacements en périphérie de I'aréne au sein desquelles s’intercalent des transitions au
centre de 'aréne. Les souris vont donc alterner entre des phases de déplacements et des
phases d’arréts a faible vélocité, en périphérie de I'aréne pendant lesquelles ’animal ex-
plore 'environnement avec des comportements dits de sniffing, rearing, et scanning. L’oc-
curence d’exploration suggére que les neurones DA pourraient présenter une activité dif-
férente selon leurs états, par rapport a celle dans la boite familiére. Ce mouvement centre-
périphérie apparait trés clairement sur une représentation de la trajectoire en (x,y,z) ou x,y
représentent la trajectoire et z le temps (Figure 5.2.A). Cependant, I'analyse de I'activité
des cellules DA montrent que les activités moyennes en fréquences (boite : 4.93 Hz, aréne :
5.08 Hz, boite vs aréne : p=0.721 ,Student T.test sur données appariées) et en bouffées
(boite : 39.8%SWB , aréne : 40.2 %SWB, boite vs aréne : p=0.779 ,Student T.test sur
données appariées))(Figure 5.2.B) ne sont pas différentes dans les deux environnements .
En revanche, 'analyse de 'activité dans I'aréne au cours du temps met en évidence des
variations dans la fréquence de décharge (code couleur Figure 5.2.C), pouvant, sur des
échelles de temps de 5 sec, varier de 2 & 8 Hz sur I'exemple sélectionné. Le découpage
des déplacements en séquences d’activité et d’'inactivité [Granon et al., 2003] (i.e. au sens
cinétique : I'inactivité en terme de vitesse correspond en réalité a une activité d’explo-
ration) permet de mettre en évidence une différence de fréquence moyenne en fonction
de ces deux états mais cette différence n’est pas observée en bouffée (frequence;pq.—5.16
Hz, frequence,.=4.82 Hz, frequencen.. vs frequence,. : p=0.00064 ,Student T.test sur
données appariées ;%SW Binae=41.25, %SW Bo.—=40.27, %SW Binae vs %SW Bg. : p=0.12

, Wilcoxon sur données appariées). Ces résultats suggérent donc que activité a faible
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vitesse est corrélée de facon générale, a une augmentation de 'activité DA. L’activité
spontanée des neurones DA dans une aréne sans stimulus particulier montre des varia-
tions temporelles importantes de la décharge des neurones. Cependant, pour corréler cette
activité DA avec un comportement exploratoire spécifique (scanning, rearing, scanning), le

laboratoire sera amené a raffiner I’analyse éthologique de ces périodes comportementales.

1800 e

Frequency (Hz)

Frequency (Hz)
Frequency (Hz)

FIGURE 5.2 — Activité des neurones dopaminergiques en exploration forcée
A- Gauche : schéma d’une souris implantée placée lors du conditionnement dans une aréne vide avec sa
trajectoire ; Droite : représentation d’une trajectoire en fonction du temps (30 minutes). B- Quantification
de la fréquence moyenne (gauche) et du pourcentage de potentiel d’action a Uintérieur d’un burst (droite)
entre un environnement familier (noir) et aréne inconnue (bleu ciel). C- Dynamique de la fréquence de
décharge lors de 'exploration de ’aréne. Remarquez la présence des deux types de décharges de neurones
pDA (tonique et phasique) au cours de lexploration de cet environnement nouveau. D-Quantification de
la fréquence moyenne (gauche) et du pourcentage de potentiels d’action a l'intérieur d’un burst (droite)

en fonction de 1'état actif (orange) ou inactif (gris) de la souris.

110



5 5.2. RESULTATS

A
K

ICSS

Time (s)
b
X

o

C Training days
Days 6
y [ R P 50
3005 -
I sffl ¢ I M s 40
a1 % o g 30
g N -oé' 2 ! 1s E
; ' - ' S
= 2 E«—Phasm < 20
i A &
| “
: 210
200] A 8
05 1 15 2 35 3 2 4 6 8 10
Time (s) Training days
FIGURE 5.3 — Activité des neurones dopaminergiques dans un espace de travail

certain.

A- Courbe d’apprentissage des souris au cours des dix sessions de conditionnements déterministes. Le
nombre de récompenses augmente au cours de lapprentissage (N = 12 souris). B- Dans le cadre déter-
ministe, (gauche) schéma d’une souris qui alterne entre les trois cibles et dynamique de cette activité
(droite). C- Dynamique de la fréquence de décharge d’un neurone DA en fonction du déplacement. L’ac-
tivité phasique devient de plus en plus régionalisée. D- Illustration d’un neurone phasique prédictive et
activité moyenne des neurones DA entre deux stimulations : l'activité prédictive phasique est présente
juste apreés 'ICSS (N = 44 neurones). E- Neurones pDA enregistrés au cours des sessions et présen-
tant une prédiction de récompense. Le nombre de neurones prédicteurs enregistrés augmente au cours de

I’apprentissage.

5.2.2 Dynamique des cellules dopaminergiques durant la session

déterministe

Nous avons ensuite enregistré les neurones DA pendant I’apprentissage de la tache de
bandit manchot basée sur la stimulation intra-craniale. Au bout de cinq a dix sessions
quotidiennes de cinq minutes, les animaux montrent un comportement stéréotypé démon-

trant qu’ils ont appris la tache. Cette apprentissage se traduit par une augmentation du
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nombre de stimulations que I'animal s’auto-administre en 5 minutes ( 70 & -80; Figure
5.3.A) et par une restriction des trajectoires dans I’aréne a celles qui relient directement
deux sites de stimulations (Figure 5.3.B). On peut noter qu’au cours d’une méme session
(6iéme jour, Figure 5.3.B droite), les animaux modifient leurs trajectoires et se concentrent

de plus en plus sur des trajectoires directes entre les récompenses.

Parallelement a la mise en place de ces trajectoires directes, on observe une modifi-
cation de 'activité des neurones DA. De maniére générale, ces neurones montrent dans
I'aréne une augmentation de leur patron de décharge en bouffées (dburst = 0.03) mais
pas en fréquences (0 freq = 0.93) et en comparaison avec leur activité dans I’aréne sans
cible. Les modifications de la fréquences ne sont cependant pas homogeénes au cours du
temps et des augmentations d’activité apparaissent localisées autour des sites de stimu-
lations intra-craniales (Figure 5.3C), et surtout peu aprés la stimulation (Figure 5.3.D
inset), comme cela apparait trés clairement lorsque 'on évalue la fréquence moyenne de
décharge autour de celle-ci (Figure 5.3.D). Cette propriété est dépendante de I’apprentis-
sage de la tache par I'animal. En effet, le pourcentage de cellule DA présentant ce type

d’activité augmente au cours de I'apprentissage (Figure 5.3.E).

Le moment (juste aprés la stimulation n et donc avant la stimulation n+1) et I’émer-
gence de ce type de décharge au cours de l'apprentissage suggérent la mise en place
d’une décharge phasique liée & un mécanisme d’erreur de prédiction de récompense, dans
un cadre opérant et non pas pavlovien comme cela est montré habituellement. On peut
en effet supposer que I'animal, a la fin de 'apprentissage, prévoit la conséquence de sa
trajectoire trés directe vers la place suivante, et deux éléments viennent conforter cette
hypothése. La réponse DA n’est tout d’abord pas liée & la stimulation elle-méme. En
effet 'omission de récompense, c’est-a-dire d’absence de stimulation sur le site de la ré-
compense attendue, au cours des premiéres sessions ot l'on introduit des probabilités de
récompenses, montre que cette activité phasique est similaire que I’animal ait requ (Figure
5.4 A) ou non (Figure 5.4 B-C) la récompense. Par conséquent, l'activité DA phasique
n’est pas un simple rebond post-stimulation électrique. Enfin, cette activité phasique ar-
rive dans la période préparatoire du mouvement vers la prochaine cible. La superposition
du profil de vitesse obtenue en moyennant les trajectoires entre deux cibles et la décharge
des neurones DA (Figure 5.4 D) montre que les animaux réduisent leur déplacement (ou

méme s’arrétent) aprés la stimulation et que c’est durant cette pause avant la reprise du
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mouvement que l'activité phasique vient prendre place.
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FIGURE 5.4 — Vitesse, omission et prédiction de récompense
A-B-C- Lorsque I'ICSS (stimulation électrique) n’est pas délivrée durant la phase probabiliste, les neu-
rones ne sont pas modulés par I'ICSS. Le pic d’activité phasique est, quant & lui, toujours présent, confir-
mant que cette activité n’est pas un rebond post-ICSS mais une activité prédictive. D-Profils moyens de
vitesse des souris ainsi que de l’activité moyenne des neurones pDA entre deux stimulations. Le pic de

I’activité phasique n’est pas corrélé au pic de la vitesse instantanée.

5.2.3 Dynamique des cellules dopaminergiques durant la session

probabiliste

Dans une deuxiéme étape, chaque cible au sol n’est plus associée a une probabilité de
100%, mais est associée & une probabilité variable de délivrer une récompense : 100% pour
la zone A, 50% pour la zone B et 25% pour la zone C. L’incertitude introduite dans la
délivrance de la stimulation produit des modifications importantes dans le comportement
des souris. Durant la phase déterministe, les trajectoires observées étaient stéréotypées,

les souris ayant une trés forte tendance a tourner et passer successivement d’une cible

113



5.2. RESULTATS 5

3
phasic tonic
1.1 -
c
5 g
s S 25 S
] [
2 S =
© < Y 09 *
2 3 =
£ £ 2 g
£ ]
0.7
L *¥% | *%
Time(s) 05 1 1.5 2 25 3 174 1/2 PR 1 1/4 1/2 P(R) 1

FIGURE 5.5 - Modes de décharges des neurones DA en condition probabiliste
A- Exemple de trajectoire dans le cadre probabiliste. B-Exemple de traces (4 canaux) en condition
probabiliste. Les cadres grisées représentent les zones ou la récompense (25%,50%,100%) est distribuée,
les cadres en rouge le moment ou l'activité prédictive phasique est présente. C-Profils moyens de la
fréequence de décharge des neurones pDA lorsque la souris se dirige vers les cibles associées a 25%, 50%
et 100% de récompense. L’activité phasique est déterminée comme étant la prédiction que fait ’animal
au moment ou il initie son action. L’activité tonique est considérée comme étant le dernier quart du
mouvement de ’animal, lorsqu’il arrive sur une cible récompensée. D-Quantification de I'activité tonique

des neurones pDA. E-Quantification des neurones possédant une activité prédictive phasique.

a une autre en gardant un méme sens de rotation. Deux modifications principales du
comportement sont observées (Figure 5.5.A) : i) Les souris distribuent leurs choix, quelle
que soit la cible, selon la probabilité de récompense associée. Elles visitent plus le point
associé a 100% et moins le point associé a 25%. En chaque points ’animal choisit donc sa
future cible et on peut montrer que ce choix est fait indépendamment des choix passés. On
perd alors la structure répétitive et le comportement "rotatoire" des animaux ii) Le temps
de trajet entre deux cibles n’est plus constant. Plus précisément, la probabilité associée a

la cible affecte la distance parcourue entre les deux points, alors que la vitesse n’est pas
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modifiée. Les animaux vont plus ou moins directement vers la cible selon sa probabilité.
D’un point de vue électrophysiologique les neurones DA adaptent aussi leurs décharges.
On retrouve le “timing” observé en condition déterministe avec I'apparition de bouffées
juste aprés l'obtention (ou non) d'une récompense, c’est-a-dire quand I’animal repart
vers sa prochaine cible (Figure 5.5.B). Le profil moyen de I’activité DA entre deux cibles
consécutives met par contre en évidence une forte corrélation entre I’amplitude du pic
d’activité (Figure 5.5.C, encadré pointillé gauche) et les récompenses a venir. Plus la
probabilité d’obtenir une récompense sur la cible suivante est élevée, plus 'activité DA
phasique l'est aussi (Figure 5.5. C; ANOVA 1 facteur suivi d’une correction Bonferonni,
F(2) = 7,98; p = 4e™, 25%vs100% : p < 0,0001; 25% vs 50% : ns; 100% vs 50% :
ns ). On note également une corrélation entre 'amplitude de 'activité phasique et le
pic de vitesse subséquent (pas illustré). On peut remarquer de plus que activité DA
augmente progressivement avant ’arrivée sur la cible suivante quand les souris se dirigent
vers le point de probabilité de récompense a 50% (Figure 5.5. C, tracé bleu rectangle
pointillé). Cette augmentation disparait quand on restreint I’analyse uniquement aux PA
inclus au sein des bouffées, cette rampe est donc constituée d’activité tonique et non due
a des bouffées "tardives" (non montrée). Ces résultats suggérent une augmentation de la
décharge tonique de PA proportionnelle a l'incertitude associée a la récompense (Figure
5.5. D ANOVA 1 facteur suivi d’une correction Bonferonni, F'(2) = 6.63; p = 0.0017;
25% vs 50% : p < 0,01; 50% vs 100% : p = 0,001, 100% vs 50% : ns). Cette activité
tonique nous rappelle les rampes observées dans les expériences réalisées chez le singe.
L’ensemble de ces résultats confirme tout d’abord le caractére prédictif de la décharge
phasique observée juste aprés l'obtention d’une récompense. Ils suggérent de plus un
double codage de la récompense et de l'incertitude par deux patrons spécifiques de dé-
charge : phasique, pour 'activité prédictive de la récompense future, et tonique, pour le

degré d’incertitude lié & la récompense.

5.2.4 Dynamique des cortex dans la tache 3 points

Les neurones DA de la VTA sont impliqués dans la motivation intrinséque & explo-
rer des issues incertaines. L’exploration sous incertitude émerge plus particuliérement de
'interaction dynamique entre la VTA et les structures corticales [Bach and Dolan, 2012].

Différents travaux ont montré que l'incertitude est aussi encodée au niveau des cortex
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frontaux [Bach and Dolan, 2012| et I’administration d’antagonistes de la DA dans ces cor-
tex ou dans le striatum altére également la réaction a I'incertitude. Ces mémes structures
encodent aussi les paramétres classiques de 'apprentissage par renforcement, tels que la
récompense moyenne [Bach and Dolan, 2012|. Par contre, les liens temporels et causaux
entre cortex et VTA restent obscurs. Dissocier la participation de ces cortex peut donc
nous apporter un certain nombre d’informations sur les acteurs et les étapes affectant
sélection de l'action (i.e exploitation de récompenses ou exploration d’alternatives). Nous
avons donc analysé 'activité de 4 cortex (PFC, OFC, PAR et HPC) au cours de la tache.
Comme avec les neurones DA nous avons procédé en trois étapes i) hors environnement

ii) en phase déterministe et iii) en phase probabiliste.

Dans un premier temps, il nous est apparu essentiel de controler I'impact des sti-
mulations du MFB dans un environnement controlé dit familier (cage d’hébergement),

c’est-a-dire en absence d’exploration sous incertitude.

Afin de pouvoir visualiser sur des temps courts les modifications spectrales des EFP
au cours du temps, nous avons réalisé des transformées en ondelette de type Morlet
des EFP (c.f méthode). Ces transformées sont centrées autour de la stimulation (fenétre
de -0.5s a +1s). Pour chaque animal, une carte temps-fréquences moyennes est calculée
puis normalisée (Z-score) sur la période de pré-stimulation. Les cartes temps-fréquences

individuelles obtenues sont ensuite moyennées sur ’ensemble des animaux (n = 8).

L’analyse des cartes temps-fréquences (figure 5.6), dans la condition controle, met en
évidence plusieurs éléments. Tout d’abord on note que les variations de puissances de
valeurs SD au niveau des basses fréquences (1-5Hz), et comprises entre 0 et 200 ms, ré-
sultent de la stimulation intracranienne. Cet artefact de stimulation, semble se poursuivre

pendant plusieurs centaines de millisecondes dans le PAR.

Les variations de puissances au cours du temps, aprés stimulation et de valeurs SD
positifs (encerclé en pointillé noir), reflétent une réponse comportementale (ex : scanning).
Les variations de puissances au cours du temps et de valeurs SD négatives (encerclées en
pointillé blanc), peuvent refléter différentes formes de perceptions mais également des
réductions comportementales (immobilité, pause, arrét), consécutives a la stimulation

intracranienne.
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Familiar environement

FIGURE 5.6 — Stimulation intracranienne du MFB en condition controle.
A- Exemple de signaux EFP recueillis simultanément chez le méme animal en environnement familier
dans chacune des structures; OFC : cortex orbitofrontal, PFC : cortex préfrontal, PAR : cortex pariétal
et HPC : hippocampe dorsal. Les signaux EFP bruts sont représentés en gris et les signaux EFP filtrés
sur la gamme 6 (6-12Hz) sont représentés en noir. On remarque une grande similarité entre les EFP
hippocampiques et les EFP pariétaux B- Schéma de I’environnement familier et de petite taille. Nous
avons réalisé ces enregistrements pour chacune des souris dans leurs propres cages d’hébergement. C-
Cartes temps-fréquences, pour chaque structure, comprises entre 1 et 20Hz, centré sur -500ms et +1s
autour de la stimulation. Les traits verticaux en noirs pointillés délimitent les stimulations intracraniennes.
Les variations de puissances normalisées sont comprises entre -2 écarts-type et 2 écarts-types (SD :
standard deviation). On constate dans 'HPC une forte activité comprise en 6 et 12 Hz, avant la stimulation

intracranienne, correspondant au 6 locomoteur (entre deux traits blancs en pointillés).

Cadre déterministe dans la tache 3 points

Nous avons ensuite tenté de décrypter les variations de puissance en fin de condition-
nement déterministe. La figure 5.7 illustre la comparaison de la dynamique des cortex en
condition certaine avec (Figure 5.7A) et sans (Figure 5.7.B) récompense. Ces omissions

de récompense proviennent de la premiére session de phase probabiliste, o 'animal n’a
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FIGURE 5.7 — Reéaction corticale en condition contréle

pas encore compris que les récompenses ne sont plus certaines. En effet, dans ces deux
cas de figures, la souris se déplace de cible en cible afin d’obtenir une récompense. Trois

points essentiels émergent :

i- On observe dans ’'HPC et dans le PAR une désynchronisation 6 (5-10 Hz) avant,
pendant et aprés a la délivrance de I'ICSS. Cette désynchronisation est présente indé-
pendamment d’une stimulation (cercle blanc, Figure 5.7A et B, HPC). Elle est corrélée
avec le ralentissement de la souris, au moment d’arriver sur la cible et son immobilisation
quelques temps aprés la stimulation (cf. profil de vitesse Figure 5.3.D). Cela expliquerait
la plus forte désynchronisation du rythme 6 par rapport aux autres gammes de fréquence,
ce rythme dans 'HPC étant directement lié a la locomotion. Aux alentours de 500 ms
aprés la fin de la stimulation, I'animal a redémarré vers sa prochaine cible et on observe

un rythme 6 clair dans 'HPC.

ii- En condition controéle, quand ’animal n’a pas pas produit I'action qui a amené a
une récompense, 'ICSS ne produit que peu d’effet sur I'activité de 'OFC (Figure 5.5.C).

Aprés apprentissage 'activité se structure et une forte synchronisation dans la gamme
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(5-15 Hz) apparait aprés la délivrance ou non de la stimulation (cercle pointillé noire,
Figure 5.7A et B, OFC). L’OFC étant impliqué dans la prédiction de la valeur de I’action
et dans 'apprentissage de la valeur des actions réalisées, cette synchronisation pourrait
refléter le traitement de I'information relatif & la conséquence de ’action.

iii- Enfin, la comparaison des cartes temps fréquence avec et sans récompense suggére
I'apparition d’activité synchrone dans 'OFC et le PFC (cercle pointillé rouge, Figure
5.7A et B, OFC et PFC) au moment de la récompense "attendue". Cette synchronisation
observée lorsque la récompense attendue n’est pas obtenue pourrait refléter la détection

d’un "mismatch" entre une prédiction et son éventuelle réalisation dans ’environnement.

Cadre probabiliste dans la tache 3 points

Dans le cadre probabiliste, les cartes temps-fréquences sont calculées a partir des tra-
jectoires entre une cible (n — 1) quelconque et une cible (n) correspondant respectivement
a 25%, 50% et 100% (Figure 5.8 de gauche a droite). Ces cartes sont centrées sur la cible
n-1, pour étudier comment seraient encodées les prédictions de valeur et d’incertitude que
I’animal fait & propos de la cible n. Trois aspects particuliers émergent :

i- Dans le cadre incertain, la synchronisation qui encoderait la prise de récompense est
conservée au niveau du PFC et de 'OFC (Figure 5.8; OFC, PFC, cercle rouge compris
dans le temps de stimulation). Cette courte synchronisation semble étre corrélée en in-
tensité, aux nombres de stimulations que 'animal a pu recevoir (A) 75%, de stimulation
intracranienne B) 62.5%, de stimulation intracranienne C) 37.5%, de stimulation intra-
cranienne) de fagon opposée entre les deux structures. En effet, dans 'OFC l'intensité de
cette synchronisation va dans le méme sens que le nombre de stimulations regues (valeur
de I'action), mais dans un sens opposé dans le PFC. Enfin de fagon intéressante, on ob-
serve dans ’OFC un “réplica” temporel de ce court phénomeéne peu de temps aprés la fin
de la stimulation intracranienne qui varie en intensité dans le méme sens que la synchro-
nisation signalant la récompense. Ce “replica”’ temporel semble provenir de la subdivision
d’une bouffée observable en condition déterministe.

ii- Comme nous avons pu le constater dans le cadre déterministe, les cartes temps-
fréequences de I’'OFC présentent une forte synchronisation dans la gamme 5-15 Hz (Pour
comparaison, Figure 5.6 A et B premiére ligne). Néanmoins, on peut distinguer, dans

le cadre ou la délivrance des stimulations intracraniennes est devenue probabiliste, une
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dichotomie dans cette bouffée (Figure 5.8, OFC). Chaque subdivision semble étre indé-
pendante I'une de 'autre et suivre un profil opposé. iii- Dans le cadre incertain, ’activité
au niveau du PFC est caractérisée par ’apparition d’une phase de synchronisation 100 ms
apres la fin de la stimulation. et dans les gammes de fréquence (15-20 Hz) (cercles poin-
tillés bleu, Figure 5.8, PFC). L’intensité de cette synchronisation de courte durée, semble
proportionnelle & I'incertitude associée a la cible visée, c’est a dire maximale pour 50% et
nulle pour 100%. On observe également une synchronisation dans POFC dont I'intensité

est proportionnelle aux degrés d’incertitudes, qui survient plus tardivement.

FIGURE 5.8 — Marqueurs électrophysiologiques en condition probabiliste
A,B,C- Haut : Schéma qui illustre la cible ou I’animal se dirige (A, 25%; B, 50% et C,100%) ; Bas : Carte

temps-fréquences de chacune des structures centré sur la stimulation intracranienne. Les traits verticaux
en noirs pointillés délimitent les stimulations intracraniennes préalablement recues, A : 50% ou 100%
(soit 75%), B : 100% ou 25% (soit 62.5%) et C : 50% ou 25% (soit 37.6%). ANOVA mesure répétée pour
les statistiques suivante PFC : cercle bleu F(2) = 6.4; p = 0.011; OFC cercle noir F(2) = 3.97; p = 0.04,
cercle en rouge F(2) = 4.05; p = 0.041
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5.3 Discussion

La rédaction de ces résultats n’est encore que I’ébauche d’un article scientifique. L’ob-
jectif de cette étude est d’expliquer, de confirmer, les mécanismes sous-tendant les prises
de décision et de progresser dans la compréhension, par une approche intégrée.

L’activité des neurones DA est classiquement décrite a 'aide de deux paramétres : la
fréquence de décharge et les bouffées qui sont quantifiées par le pourcentage de potentiels
d’action au sein de ces bouffées. Actuellement, en dehors des activités phasiques prédic-
tives d’une récompense, ou des modifications plus ou moins permanentes des patrons de
décharge consécutifs, par exemple a I'exposition & une drogue [Marinelli et al., 2003, Caille
et al., 2009] ou & un stress |Barik et al., 2013], trés peu de choses sont connues sur la dyna-
mique de ces neurones mais également et sur les variations de leurs activités en fonctions
des conditions et des environnements dans lesquels I'individu évolue. De plus, il existe au
sein des neurones DA une forte hétérogénéité dans leurs patrons de décharge (activités
de base) et la modulation de leur expression. Certains neurones DA voient leurs activités
modifiées en fonction de la vitesse de I’animal [Wang and Tsien, 2011], au début et a
la fin de mouvements volontaires [Wang and Tsien, 2011] et d’autres selon les rythmes
circadiens jours/nuits [Sidor et al., 2015].

Nous nous sommes intéressés aux modifications de 'activité des neurones DA en fonc-
tion de trois conditions : une boite de repos, un open-field avec ou sans stimulation
intracranienne. Globalement on constate trés peu de variation sur ’activité moyenne des
neurones dans ces trois conditions. Seule une légére augmentation des bouffées est obser-
vée par rapport au repos. Cette apparente stabilité « moyenne » masque cependant des
réorganisations des patrons de décharge. Tout d’abord, lorsque le mouvement en open-
field est décomposé en se basant sur la vitesse de 'animal en phases active et inactive
on observe une fréquence de décharge plus importante lors des phases inactives. Cette
augmentation ne serait pas due a une activité phasique des neurones DA mais plutdt a
un effet sur I'activité tonique. De plus, aprés 'apprentissage de la décision on observe une
réorganisation des décharges avec une activité phasique forte, localisée avant que 1’ani-
mal ne quitte une cible pour une suivante. En passant par des cadres comportementaux
de plus en plus controlés, o plusieurs paramétres (anxiété, nouveauté...) ont été réduits,
nous constatons que les neurones DA au travers de leurs modes de décharge se spécialisent

dans ce type de contexte. Ainsi, les fluctuations observées dans les patrons de décharge en
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situation de repos seraient le reflet d’une activité « autonome », fondamentale et I'ajout
de stimuli extérieurs focaliseraient les bouffés sur des moments précis, sans qu’il n’y ait

nécessairement de répercussion sur la fréquence moyenne du neurone.

L’activité prédictive des neurones DA (I'erreur de prédiction) a principalement été
mise en évidence et analysée lors de taches pavloviennes ou lors de taches instrumentales
telles que des appuis sur levier, mais dans lesquelles I’animal ne choisit pas activement
entre plusieurs alternatives. Ces travaux, indépendamment de leur qualité, ne permettent
pas de déterminer si 'erreur de prédiction dépend ou non du choix de I’animal et de
son exécution. En d’autre terme ces études ne montrent pas si la dopamine encode le
choix de I'animal. Si tel est le cas, au moment du choix, I'activité DA et 'amplitude
de cette activité devrait refléter la valeur de 'option choisie avant que celle-ci ne soit
exécutée. A notre connaissance, deux études ont enregistré l'activité des neurones DA
dans de telles taches. Dans la premiére [Roesch et al., 2007|, les auteurs montrent que
lorsque les rats ont le choix entre deux options associées a des valeurs différentes, ’activité
des neurones DA reflétent 'option la plus haute, méme si celle-ci n’est pas par la suite
sélectionnée. Dans la seconde |[Morris et al., 2006], '’animal (un singe) doit choisir, a
chaque stimulus, entre des options associées a différentes probabilités de récompense.
Les auteurs montrent que 'activité des neurones DA est dépendante de la probabilité
associée au choix de ’animal. Par contre, malgré 'incertitude associée aux récompenses,
aucune rampe d’activité entre le stimulus et la récompense n’est mise en évidence. Nos
expériences apportent de nouveaux éléments. A la fin de la condition probabiliste, en
accord avec ce qui a été observé par Morris et al, I'activité phasique des neurones DA
observée au départ de ’action vers une nouvelle cible et donc au moment de la prise de
décision de ’animal, est proportionnelle & 'option choisie. Par contre ’activité tonique
des neurones DA montre une rampe lorsque 'alternative avec une incertitude maximale
(P = 50%) est choisie. Cette rampe apparait bien aprés que la prise de décision ait eu lieu.
Elle doit donc étre le reflet d’'une "computation" mais & priori ne peut pas étre causale
dans la prise de décision. Ces mesures (tonique, phasique), faites dans un cadre opérant,

sont donc concordantes avec celles réalisées dans un cadre opérant passif.

On notera néanmoins, que dans ce cadre opérant, nous n’avons pas pu observer d’er-
reurs de prédiction de récompense négatives lors des omissions. Cette absence pourrait

étre due : i- soit a ’absence de stimulus prédicteur (son), ii- soit au cadre actif de la téche,
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pendant laquelle I'animal se déplace pour aller chercher sa récompense, iii- soit a 'acti-
vité motrice qui masquerait cet événement, iv- soit a un événement non observable chez
la souris (uniquement chez le primate). De plus, on peut observer que cette baisse reste

relativement trés faible dans un cadre pavlovien avec la présence d’un stimulus prédicteur.

Il est enfin clair que les neurones DA font partie d’un réseau qui encode la valeur
d’une récompense et l'incertitude associée a cette récompense. Pour analyser l'activité de
ces réseaux nous avons enregistré les activités de champ (EFP) au niveau de différentes
structures corticales. Les résultats que nous avons obtenu mettent en évidence des mo-
difications dans le contenu fréquentiel de ces EFP. Ces modifications et les séquences de
synchronisation dépendent de la condition expérimentale : ICSS imprédictibles dans la
boite de repos, ICSS complétement prédictibles en phase déterministe ou enfin ICSS pré-
dictibles mais avec incertitude en phase probabiliste. Différentes synchronisations, parfois
au sein d’'une méme structure, émergent dans ces conditions suggérant qu’elles portent
des informations particuliéres, ou semblent impliquées dans des opérations spécifiques. Ces
modifications dans la dynamique des EFP sont corrélées avec la valeur et I'incertitude as-
sociées a une récompense. Le PFC et 'OFC en particulier participeraient au codage de la
valeur d’une action. Le PFC encoderait l'incertitude de récompense et 'OFC l'erreur de
prédiction de récompense. Il serait intéressant d’analyser les corrélations spectrales croi-
sées (cohérence d’ondelette par exemple) entre ces structures. En effet, ¢’est probablement
I'interaction de ces structures qui fait émerger la prise de décision a partir de différents

processus.

Nos analyses suggérent une série de processus (figure 5.8) avec dans le cas de la sé-
lection de Iaction (i.e le choix), des séquences de synchronisation entre le PFC et L’OFC

qui pourraient déclencher ou étre déclenchés par ’activation phasique des neurones DA.

Au vue de nos résultats, nous pouvons émettre une hypothése d’interaction PFC-
VTA-OFC dans ce cadre d’exploration sous incertitude (figure 5.9). Comme il a été décrit
dans la littérature, nous observons une forte synchronisation entre le PFC et 'OFC au
moment de la prise de récompense (cercles rouges indiqués par une fléche blanche) [Bach
and Dolan, 2012|. Cette activation corticale est suivie juste aprés la fin de la stimulation
ICSS, d’une activité phasique des neurones DA et d’une synchronisation du PFC et dont
I’amplitude est proportionnelle a la probabilité de recevoir une récompense. Ces réponses

simultanées sont indépendantes de l'activité locomotrice (i.e les souris n’ont pas encore
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commencé a se déplacer) et traduirait vraisemblablement I’évaluation de la récompense
du futur déplacement.

Lorsqu’on s’intéresse aux signatures électrophysiologiques qui encoderaient le niveau
d’incertitude, nos données expérimentales laissent suggérer que la VTA, le PFC, 'OFC
seraient sollicités sur cet aspect. Le role de chacun dans ce contexte incertain est décrit
dans la littérature de la fagon suivante : La VTA et le PFC traduirait le degré d’incertitude
tandis que 'OFC serait sollicité dans les conséquences de cette derniére (figure 5.9).

Ces conclusions ne sont que hypothétiques dans notre cas et afin de vérifier ce lien
PFC-VTA-OFC, il serait intéressant de compléter ces expériences par plusieurs aspects

qui seront abordés dans la discussion générale.

Reward Uncertainty
OFC vIia
Action fonique | Outcome of
A selection uncertainty
VTA
phasique
A prc | .—>[OFC

-
Y
Reward expected
PFC evaluation Reward

FIGURE 5.9 — Schéma illustrant notre hypothése sur la communication du cortex pré-
frontal, de ’aire tegmentale ventrale et du cortex orbitofrontal lors de ’exploration

sous incertitude
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O | Article stress et vieillissement

6.1 Introduction

Durant les prochaines années, on observera un accroissement démographique des per-
sonnes agées de plus de 60 ans. Ce nombre triplera en 2050 [Hoiseth et al., 2013|. L’Homme,
comme les autres mammiféres, est soumis au déclin cognitif di a 1’age, indépendam-
ment des maladies neuro-dégénératives. Il est donc primordial d’élucider les liens entre
changements physiologiques dus au vieillissement cérébral et I’émergence de phénotypes

comportementaux distincts [Burke and Barnes, 2006].

Il est frappant de constater une vulnérabilité différentielle des capacités cognitives hu-
maines lors du vieillissement. Cela suggéere des effets distincts sur les différents systémes
neuronaux. Des processus cognitifs spécifiques sont exécutés par I'hippocampe (HPC) et
le cortex préfrontal (PFC). Par conséquent, le déclin cognitif lié a 1’age est souvent associé
a des altérations de ces structures, qui restent a élucider. La compréhension des relations
entre la neurobiologie du PFC et de 'HPC et les processus cognitifs est particuliére-
ment difficile, en raison des nombreux niveaux d’organisation intermédiaires (moléculaire,
cellulaire, réseaux de neurones). La mémoire déclarative (explicite), plus particuliére-
ment la mémoire épisodique, semble étre principalement touchée lors du vieillissement.
La mémoire épisodique est une forme de mémoire a long terme qui sous-tend le souvenir
conscient des expériences personnellement vécues, dans leur contexte spatio-temporel et
affectif. L'HPC est impliqué dans la formation initiale de cette mémoire. Il se désengage
progressivement au profit du PFC dans son maintien et sa consolidation. La formation de
la mémoire dépend du renforcement des connexions synaptiques entre neurones, appelé
plasticité synaptique [Hebb, 1949]. Elle s’exprime par la capacité du cerveau a créer, dé-
faire ou réorganiser les réseaux de neurones ainsi que leurs connections synaptiques. De
nombreux travaux suggerent que les troubles de la mémoire observés chez les individus
agés seraient sous-tendus par des dysfonctionnements synaptiques. Ce déficit déstabi-
lise 'encodage, le maintien, le rappel de souvenirs récemment acquis [Walsh and Selkoe,

2004] mais également la vitesse a laquelle ces nouvelles informations peuvent étre trai-
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tées |[Hedden and Gabrieli, 2004]. Ces défauts de mémorisations sont davantage corrélés
a la diminution de la densité synaptique dans les cortex associatifs et 'HPC qu’a une

neuro-dégénérescence [Burke and Barnes, 2006].

La gestion du stress se trouve étre extrémement perturbée chez les individus ayant un
age avancé, entrainant des comportements parfois aberrants, dénués de sens. Le stress est,
en biologie, I’ensemble des mécanismes physiologiques de réponse d’un organisme soumis
a des pressions ou contraintes par de son environnement. Ces réponses physiologiques
dépendent presque toujours de la perception qu’a l'individu des pressions qu’il ressent.
La régulation du stress implique plusieurs régions du cerveau dont le PFC et ’'HPC. Les
capacités homéostatiques se retrouvent étre amoindries chez les individus agés rendant le
cerveau plus sensible aux événements extérieurs qui constituent une menace a son envi-
ronnement interne. Cette vulnérabilité due au vieillissement perturbant les mécanismes
de stress entraine un ensemble de dysfonctionnements, notamment : sommeil perturbé,

isolement social, perte d’appétit, agoraphobie.

Comprendre les changements cognitifs provoqués par ’avancement de ’age est un défi
complexe et délicat pour plusieurs raisons. Premiérement, ’age ne peut pas étre manipulé
expérimentalement. Deuxiémement, estimer des capacités cognitives (par exemple, la mé-
moire déclarative) chez les personnes dgées, sans avoir pu les évaluer au préalable a 1'age
adulte, rend délicat toute conclusion clinique sur un éventuel déclin. Il existe néanmoins
quelques études longitudinales (suivi d’une population dans le temps) qui ont pu examiner
ces changements de maniére continue, de 1’adolescence a 'age adulte. Elles démontrent
que les premiers signes de déclin interviennent en moyenne vers 1’age de 60 ans. Ce type
d’étude reste peu répandu de par sa complexité et les recherches dans ce domaine sont
majoritairement des études comparatives entre deux groupes d’ages différents. Enfin, il
est trés difficile de séparer les effets d’un vieillissement normal, de ceux liés a des proces-
sus pathologiques. Les personnes agées en bonne santé sont soumises a des changements
neuronaux qui peuvent également survenir par la forte occurrence de maladies associées
au vieillissement telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie de Parkinson, le diabéte,
I’hypertension et l'artériosclérose. Par conséquent, il est nécessaire, dans une approche
expérimentale, de contréler les facteurs pathologiques afin de distinguer leurs effets de

ceux du vieillissement physiologique.

A partir de ces constats, on peut conclure qu'une étude des mécanismes neurobiolo-
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giques du vieillissement cognitif nécessite une approche expérimentale comparative, avec
des outils permettant d’étudier les niveaux intermédiaires d’organisation du systéme ner-
veux central, en s’intéressant aux effets différentiels de pathologies liées au vieillissement.

Au cours de ce travail de thése, j’ai donc essayé de mesurer les effets que pouvaient
engendrer une situation stressante sur le PFC et 'HPC en fonction de I’age. L’étude des
dynamiques neuronales associées aux processus de stress peut étre abordée par I'analyse
de Tactivité électrique de populations neuronales présentes dans les deux cortex. Cette
caractérisation couplant comportements exploratoires et électrophysiologie a été réalisée
chez le rongeur éveillé. Les principaux résultats obtenus sont présentés et discutés dans
I’article ci-joint.

En résumé cette étude montre que des activités électriques de fortes amplitudes se-
raient corrélées a 1’état des animaux. De plus, leurs variations en termes de nombres sont
opposées en fonction de 'dge et du contexte (repos, stress). L’injection de Diazépam sys-
témique atténue l'occurrence de ces activités électriques et désigne potentiellement les

récepteurs GABA,, comme responsables de cette différence.

127



OXFORD

UNIVERSITY PRESS

Cerebral Cortex

Cerebral Cortex

Acute Stress promotes hippocampal Mu burst activity in an

age-dependent manner.

Journal:

Cerebral Cortex

Manuscript ID

CerCor-2016-00464

Manuscript Type:

Original Articles

Date Submitted by the Author:

11-Apr-2016

Complete List of Authors:

Takillah, Samir; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMC), CNRS, INSERM, U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS),
UMR 8246 Neuroscience Paris Seine (NPS), Team Neurophysiology and
Behavior, Paris France; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie
Curie (UPMC), CNRS, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS), UMR 8256
Biological adaptation and ageing (B2A), Team Brain Development, Repair
and Ageing, Paris France.; APHP Hopital Charles Foix, DHU Fast, Institut de
la Longévité, 94205, Ivry-Sur-Seine, France

Naudé, Jérémie; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMC), CNRS, INSERM, U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS),
UMR 8246 Neuroscience Paris Seine (NPS), Team Neurophysiology and
Behavior, Paris France

Didienne, Steve; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMC), CNRS, INSERM, U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS),
UMR 8246 Neuroscience Paris Seine (NPS), Team Neurophysiology and
Behavior, Paris France

Decros, Brigitte; APHP Hopital Charles Foix, DHU Fast, Institut de la
Longévité, 94205, Ivry-Sur-Seine, France

Spedding, Michael; Spedding Research Solutions SARL, Head

Schenker , Esther; Institut de Recherches Servier, NA

Sebban, Claude; APHP Hopital Charles Foix, DHU Fast, Institut de la
Longévité, 94205, Ivry-Sur-Seine, France

Mourot, Alexandre; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMC), CNRS, INSERM, U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS),
UMR 8246 Neuroscience Paris Seine (NPS), Team Neurophysiology and
Behavior, Paris France

Mariani, Jean; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMC), CNRS, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS), UMR 8256 Biological
adaptation and ageing (B2A), Team Brain Development, Repair and
Ageing, Paris France.; APHP Hopital Charles Foix, DHU Fast, Institut de la
Longévité, 94205, Ivry-Sur-Seine, France

Faure, Philippe; Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie
(UPMCQC), CNRS, INSERM, U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS),
UMR 8246 Neuroscience Paris Seine (NPS), Team Neurophysiology and
Behavior, Paris France

Keywords:

Ageing, Stress, Hippocampus, Mu-rhythm, Synchronized oscillation




Page 1 of 47 Cerebral Cortex

ARONI

©Coo~NOO~WNER



©Coo~NOO~WNER

Cerebral Cortex Page 2 of 47

Acute Stress promotes hippocampal Mu burst activity in an

age-dependent manner.

Samir Takillah'**°, Jérémie Naudé'®, Steve Didienne'®, Brigitte Decros™,
Michael Spedding4, Esther Schenker’, Claude Sebban’, Alexandre Mourot', Jean
Mariani>>’& Philippe Faure'’

! Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie (UPMC), CNRS, INSERM,
U1130, Institut de Biologie Paris Seine (IBPS), UMR 8246 Neuroscience Paris Seine
(NPS), Team Neurophysiology and Behavior, Paris France.

? Sorbonne Universités, Université Pierre et Marie Curie (UPMC), CNRS, Institut de
Biologie Paris Seine (IBPS), UMR 8256 Biological adaptation and ageing (B2A),

Team Brain Development, Repair and Ageing, Paris France.

3 Neuroscience Drug Discovery Unit, Institut de Recherches Servier, Croissy s/Seine,

France.

4 Spedding Research Solutions SARL, Le Vésinet, France.

> APHP Hopital, DHU Fast, Institut de la Longévité, 94205, Ivry-Sur-Seine, France.
® These authors contributed equally to this work

" These authors jointly directed this work

Corresponding author:

Philippe Faure: phfaure@gmail.com Phone : +33 144 27 39 40

Short Title: Stress-induced Mu rhythms in the hippocampus.

Keywords: Stress, Extracellular field potentials, Mu rhythms, Prefrontal cortex,

Hippocampus, ageing.



Page 3 of 47

©Coo~NOO~WNER

Cerebral Cortex

Takillah et al. 10f32

ABSTRACT

Anxiolytic drugs are widely used in the elderly, a population particularly sensitive to stress.
Stress, ageing and anxiolytics all affect theta-frequency (4-12 Hz) oscillations in the
hippocampus and prefrontal cortex independently, but the interactions between these factors
remain unclear. A potential source of confusion comes from locomotion-related theta
oscillations, which may overshadow the direct effects of anxiety on arousal-related theta

activity.

Here, we compared the effects of stress (elevated platform) and anxiolytics (diazepam) on
extracellular field potentials in the prefrontal cortex and hippocampus (dorsal and ventral
parts) of adult (8 months) and aged (18 months) Wistar rats. Rats were restrained to isolate the

direct effects of stress from theta oscillations related to stress-induced locomotion.

We identified transient, high-amplitude oscillations in the Mu range (7-12Hz) that increased
with acute stress in adults. These Mu-bursts were observed both in the prefrontal cortex and in
the dorsal hippocampus. Aged rats displayed more Mu-bursts than adults at rest, which were
decreased by stress. Diazepam decreased stress-induced Mu-bursts and hippocampal-

prefrontal coherence in both groups.

We suggest a link between stress-induced increase in immobility-related “type II” theta, and
Mu-rhythms related to arousal. This provides a framework to study the impact of stress and

diazepam on age.

Keywords: Ageing, Stress, Hippocampus, Mu-rhythm, Synchronized oscillation.
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1 INTRODUCTION

Stress is a set of psychosomatic responses triggered by an aversive situation (Kim and
Diamond 2002). It is generally associated with anxiety (Pégo et al. 2008; Bessa et al. 2009;
Tan et al. 2011), a state characterized by “hypervigilance” (i.e. a high level of arousal),
sustained alertness for potential threats, (Sylvers et al. 2011; Adhikari 2014; Tovote et al.
2015). Stress promotes avoidance and is often associated with fear generalization (Duvarci et
al. 2009; Davis et al. 2010). Reaction to stress depends on age. Elderly people endure stressful
situations more frequently and react to pressure differently (Descamps et al. 2014). The
alterations resulting from stress and age appear strikingly similar: both are associated with
alterations of neuronal plasticity and increased risk of brain disorders (Prenderville et al.
2015). Chronic stress increases the activity of cortisol in humans and corticosterone in rodents
(de Quervain et al. 1998; de Kloet et al. 2005), which impairs memory performance (Luine et
al. 1994; Diamond et al. 1999; Kim and Diamond 2002). Likewise, deleterious manifestations
of ageing range from learning and memory deficits (Barrientos et al. 2012; Callaghan et al.
2012; Zamzow et al. 2013) to sustained anxiety (Wikinski et al. 2001; Leite-Almeida et al.
2009; Pietrelli et al. 2012). These similarities suggest that age itself may act as a stressor
(Béracochéa et al. 2011).

A proper understanding of the interactions between age and stress is crucial when
considering the wide use of anxiolytic drugs such as benzodiazepines in the elderly (Gleason
et al. 1987; Kirby et al. 1999). Benzodiazepines like diazepam (DZP) have a number of
clinically approved uses (to reduce sleep latency, anxiolysis...) but also have unwanted side
effects such as anterograde amnesia, dependence and addiction (Tan et al. 2011). Anxiolytics
influence both behavioral activity and neural oscillation of cortical circuits. Diazepam is a
positive allosteric modulator of the GABAAa receptor that acts by potentiating the natural

ligand GABA (Tan et al. 2011). At the synaptic level, DZP enhances the amplitude and
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duration of inhibitory postsynaptic events, and thus increases phasic inhibition (Scheffziik et
al. 2013). At the network level, this potentiation of inhibition results in characteristic
alterations of rhythmic activity patterns (Dimpfel et al. 1988; van Lier et al. 2004; Botta et al.
2015).

We addressed the effects of stress and DZP on network dynamics, in adult and aged
rats. Prefrontal cortices (PFC) and the hippocampus (HPC) are involved in the processing of
stress-related physiological and emotional pathologies in humans (van Lier et al. 2004;
Buckholtz et al. 2015) and in rodents (Oliveira et al. 2013; Stujenske et al. 2014; Botta et al.
2015). Interactions between the PFC and HPC, characterized by oscillations in the theta (4-12
Hz) range under chronic stress (Lee et al. 2011; Oliveira et al. 2013), are implicated in the
active avoidance of anxiogenic environments (Adhikari et al. 2010, 2011) and are identified
as a major “weak link” in psychiatric disorders (Godsil et al. 2013). In rodents, the 7-12 Hz
cortical rhythm, sometimes called Mu-rhythm by analogy with humans (Gastaut et al. 1965;
Buzsaki et al. 1988), has been proposed to reflect a “hyper alert” state of vigilance (Wiest and
Nicolelis 2003) or withdrawal state (Fontanini and Katz 2005). This rhythm is associated with
whisker twitching, during which rats stand still and twitch their whiskers in small-amplitude
movements, inducing an increase of detection for weak sensory signals (Nicolelis et al. 1995;
Fanselow et al. 2001). However, it remains unknown whether stressful situations can switch
the vigilance state towards such quiet alertness, reflected by an increased occurrence of the 7-
12 Hz oscillations.

In this study, we recorded extracellular field potentials in the HPC and PFC in adult
and aged rats, under control and on an elevated platform, with systemic injections of saline or
DZP, in order to assess the interactions between stress, age and anxiolytics on alertness-
related cortical rhythms. We show that stress increased the 7-12 Hz “theta” or “Mu” rhythms

of the PFC and HPC in adult rats but that, inversely, it decreased these rhythms in aged rats.
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Furthermore, we reveal an interaction between DZP, age and stress that has important

implications for the anxiolytic effects of DZP in the elderly.

2  METHODS AND MATERIALS

2.1 ANIMALS

All experiments were conducted in agreement with institutional guidelines and in compliance
with national (Ministére de I’enseignement supérieur et de la recherche (France), Comité
d’éthique  CAPSUD/N°26) and European laws and policies (Projetc no. 01272.01).
Experiments were performed on 17 adult (8 months) and 10 aged (18 months) male Wistar
rats from Janvier Laboratories. The animals were singly housed, in a 12 h light/dark cycle and

temperature-controlled room (22 + 2 °C) with food and water available ad libitum.

2.2 IN VIVO ELECTROPHYSIOLOGICAL RECORDINGS

Rats were anesthetized with inhalation of a mixture of isoflurane 3% and oxygen in a
stereotaxic frame. Bipolar stainless steel electrodes were chronically implanted bilaterally in
each rat into the PFC, the CA1l dorsal hippocampus and the CAl ventral hippocampus.
Monopolar ground electrodes were laid over the cortical layer of the cerebellum and the
olfactory bulb. Electrodes were connected to an electrode interface board (QuickClip Connect
EIB-16-QC-H, Neuralynx) and dental acrylic was used to fix them to the skull during the
surgery. For bipolar electrodes, the recording tips were located in the deep layers and the local
reference tips at the surface of the corresponding cortices. Bipolar electrodes (the distance
between the recording tips and the reference tips were 0.7mm for the PFC and 0.5mm for the
HPC) were implanted through burr holes targeting the following coordinates from Bregma:

depth 3.8 mm, AP +3 mm, ML £ 0.8 mm for PFC; depth 2.8 mm, AP — 3.6 mm, ML + 2.2
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mm for dHPC; depth 5.3 mm, AP — 6.3 mm, ML £ 5.6 mm for vHPC (Paxinos and Watson
2006).

After surgery, an antiseptic (Povidone-iodine solution) and a local anesthetic (lidocaine
ointment) were applied in all areas where the scalp had been incised. Animals were permitted
to recover until regaining pre-surgery body weight.

To minimize EFP modulations induced by spontaneous locomotors activity, rats were
restrained at rest. Rats were gradually accustomed to the recording setup and to the recording
procedure. Recordings were carried out by placing the restrained rat into a large, electrically
and acoustically insulated chamber. A cold light source at 100 lux was applied at a distance of
10 cm in front of the rat's nose to keep the animal with wide open eyes and the head held up
(Sebban, Millan, et al. 1999; Sebban, Zhang, et al. 1999). Throughout all the recording period,
rats showed quick reactions when probed by slight sound stimulation, by turning their head
toward the sound. 60 min baseline of EFP recordings were obtained while the animal
remained relatively still. Recordings were made using a Digital lynx SX (Neuralynx). The
effect of stress was evaluated one day later by placing rats on an elevated platform (EP) of
small size (Xu et al. 1998; Rocher 2004). To avoid any bias linked to circadian variation of
EFP (Sebban et al. 2002) both recording sessions took place exactly at the same hour of the
day. No attempts to escape or notable stress reactions were observed (i.e. defecation,

urination, freezing) at rest, contrarily to stress condition.

2.3  STATISTICAL ANALYSIS

For statistical comparison, three bands of the power spectral density (PSD) were analyzed:
0.1-6 Hz (Delta), 7-12 Hz (Mu/theta) and 12-30 Hz (Beta). All datasets were tested for
normality using the Shapiro-Wilk and Lilliefors tests. Paired sample T-tests (for normally-
distributed data) or non-paramaretric Wilcoxon’s signed rank test were used to compare PSD

and coherence estimates from the same animals, across conditions. Two sample T-tests (for
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normally-distributed data) or nonparametric Wilcoxon’s rank sum test were used to compare
PSD and coherence estimates between adult and aged groups. Results are expressed as mean
+ standard error of the mean (SEM). SEM intervals were calculated through a jackknife
method (Bokil et al. 2010). For multiple paired comparisons (n>2), we used a repeated
measure ANOVA. The level of statistical significance was set at 5% for all tests (two-sided).

Post-hoc pairwise comparisons were performed using Holm-Bonferroni’s correction.

3  RESULTS

3.1 ELECTROPHYSIOLOGICAL SIGNATURES OF STRESS

We obtained stable recordings in a state of quiet wakefulness at rest, or in a stressful
condition when animals were placed on an elevated platform (EP) of small size (figure 1A).
Moreover, restraining rats allowed to avoid theta oscillations related to locomotion (especially
in the dorsal hippocampus) and thus to evaluate, without contamination by locomotor theta,
the impact of acute stress on “cognitive theta” or “Mu-rhythms”.

Electrophysiological signatures of stress-induced activities in the PFC and HPC were
first evaluated by comparing power spectrum densities (PSD) of extracellular field potentials
(EFPs) obtained at rest (figure 1B) and in stress condition. We focused our analysis on delta
(0.1-6 Hz), Mu or theta (7-12 Hz), and beta (12-30 Hz) frequency ranges (inserts in figure
1C). Under an acute stressful situation, there were no differences in the PFC EFP of adult rats
(n=13) whatever the band (figure 1C left). In contrast, we observed a significant increase in
the Mu/theta and Beta ranges of the dHPC EFP (n=13) (**Pmu-theta = 0.0012, *Pbeta =
0.0144, figure 1C middle), while the delta oscillations were unchanged (figure 1C middle).
Finally, the PSD of vHPC (n=12) was globally reduced following the stress procedure, in
particular in the delta and theta-mu ranges (*Pdelta = 0.0140, **Pmu-theta = 4.8828e-4 and

*Pbeta = 0.0425, figure. 1C right). This result obtained in restrained rats contrasts with
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studies showing an increase of the VHPC Mu/theta amplitude in freely-moving animals
(Adhikari et al. 2010), which corresponds to a stress-induced increased locomotion. The
desynchronization of the vHPC we observed might rather indicate an increase in arousal
(Jacinto et al. 2013; Bannerman et al. 2014).

In a second step, and in order to evaluate the impact of stress on functional
connectivity between brain areas, we calculated the coherence among the PFC, dHPC and
vHPC. Coherence is useful measures of the correlation between structures in one frequency
domain (i.e., their co-modulation in amplitude and the stability of their phase shift, figure 1D).
At rest, coherence in the delta/theta-Mu ranges was relatively higher between the vHPC and
dHPC compared to mPFC-vHPC and PFC-dHPC (figure 1D right). In adult rats, the stress
protocol induced a net increase in the Mu-theta coherence between all structures (mPFC-
dHPC: *Pmu-theta = 0.0041,*Pbeta = 0.0085, figure 1D left, dHPC-vHPC: **Pmu-theta =
0.0029, figure 1D right, PFC-vHPC: **Pmu-theta = 0.0030, figure 1D middle). Overall, these
results indicate that, in restrained rats, where the theta activity related to locomotion is absent,
stress increased both the amplitude of the Mu-theta rhythm in the dHPC and its coherence

with vHPC and mPFC.

3.2  STRESS-INDUCED MODIFICATIONS OF MU RHYTHMS ARE COMPOSED OF MU-BURSTS
OF OSCILLATIONS, ASSOCIATED WITH WHISKER TWITCHING AND ALERTNESS

We next investigated whether the stress-induced increase in the dHPC Mu-theta rhythm was
related to an alert state of the animals and thus could reflect an effect of stress on vigilance.
Indeed, the time-dependent spectrogram of the dHPC EFP revealed transient bursts of
oscillations in the Mu range (figure 2A), thereafter called Mu-bursts, which were observed in
every rat on at least one occasion. While they rarely occurred in adult rats at rest (figure 2A
left), their occurrence increased under stress condition (figure 2A right). Mu-bursts were

almost systematically associated with an exploratory behavior of “whisker twitching” (figure
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2B), i.e. an alert state where rats are still, eyes open, and twitch their whiskers in rhythmic,
small-amplitude movements (Fanselow et al. 2001; Sobolewski et al. 2011). This contrasted
with the usual behavioral pattern at rest, where rats moved their head left and right, without
rhythmic whisker movements. A sedulous examination of the time-resolved power (of dHPC
EFP) obtained from the Morlet wavelet transforms revealed that Mu-bursts were composed of
two main frequency contents, one between 7 and 12 Hz, and one at higher frequencies
possibly reflecting a “biological harmonic” (figure 2C). PSD obtained from wavelets
transforms of the dHPC EFP in the 7-12Hz range followed a log-normal time distribution
(figure 2D), as commonly found throughout cortices (Buzsaki and Mizuseki 2014). This type
of distribution indicates that synchronous events, i.e. high-amplitude oscillations, were
irregularly interspersed with smaller-sized events. Nevertheless, in the stressful situation, a
tail appeared in this log-normal distribution for large value of the PSD, while the rest of the
distribution was unchanged (figure 2D, blue). Hence Mu-bursts did not reflect an overall
increase in oscillation amplitude, which would have resulted in a rightward shift of the
distribution. Rather, they constituted discrete events that were clearly distinct from baseline
oscillations and that co-occured with whisker twitching. Furthermore, analysis of the area
under the curve of the wavelet PSD confirmed an increase of the 7-12 Hz oscillations under
stress condition (p = Se-4, figure 2E). Overall the increased number of Mu-bursts seemed to
recapitulate the increase in dHPC mu-theta power induced by stress. Since rats were
restrained, increases in the mu/theta range cannot be attributed to locomotion. Hence our
results also suggest a link between “cognitive theta” related to anxiety processing, “type II
theta” related to immobile sensory processing, and Mu-bursts of oscillations related to

whisker-twitching and alertness.

3.3  STRESS-INDUCED MU-BURSTS CO-OCCUR IN THE DHPC AND PFC
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We next assessed whether the Mu-bursts observed in the HPC were correlated with similar
activity in the PFC. Mu-burst were indeed detected both in the PFC (figure 3A left) and in the
parietal cortex (Supplementary fig 1), but not in the ventral part of the HPC. Coherence
between dHPC and PFC was maximal during the Mu-bursts (figure 3A right), which may
explain the stress-induced increase in coherence. Individual detection of Mu-bursts (see
Methods, figure 3B) indicated that they occurred more often in the PFC than in the dHPC,
both at rest and under stress conditions (figure 3C). At rest, whereas half (56%=+16, mean +
s.e.m) of the dHPC bursts appeared simultaneously in the PFC, one fourth (26%=+10, mean +
s.e.m) of the PFC Mu-burst were simultaneously detected in the dHPC (figure 3C left).
Hence, Mu-bursts could occur independently in these two structures. Under stress condition,
the total number of Mu-bursts increased (figure 3C right) statistically in the dHPC (*p =
0.0156) and not in the PFC (p = 0.8389). Moreover, co-occuring Mu-bursts were detected in
the PFC first and then in the dHPC, both at rest and under stress (**p = 0.0016 and ***p = 8e-
15, respectively), with a median delay that is shorter at rest (0.20 s, figure 3D left) than under
stress (0.32s, figure 3D right). Hence, stress increased the occurrence of dHPC Mu-bursts,
especially after a PFC Mu-burst.

At a finer time scale (figure 3E top), phase shifts (from wavelet transform) among
simultaneous bursts appeared nearly constant during Mu-bursts (figure 3E bottom), consistent
with near-one coherence. The PSD and the phase-locking value between the PFC and dHPC
remained relatively low in the absence of Mu-bursts, regardless of the stress or rest condition
(figure 3F). By contrast, both measurements increased strikingly during co-occurring Mu-
bursts (figure 3F), whatever the context. More intriguingly, phase-locking was also higher
during Mu-bursts occurring only in a single structure than in non-bursting episode, suggesting
synchronization processes between the PFC and dHPC even with “subthreshold” oscillations

in the mu/theta-range. These results indicate that Mu-bursts can be generated independently in
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the PFC and dHPC, while being highly synchronized, and that stress affects the occurrence of
Mu-bursts rather than the fine temporal relations between them. Acute stress increases the
occurrence of Mu-bursts in both the PFC and dHPC, but impacted the total PSD in the dHPC
only. Hence the generation of Mu-bursts can be affected independently from background

oscillations.

3.4  INTERACTIONS OF AGE AND STRESS ON PFC AND HPC OSCILLATIONS.

We then used the characterization of Mu-bursts to assess the modification of the spectral
properties of EFP upon ageing (18 months, n= 10 aged rats). First, aged rats exhibited Mu-
bursts in the PFC and in the dHPC at rest (figure 4A, see below for analysis), reminiscent of
the Mu-bursts induced by stress in adults (figure 2). However, no differences were observed
between the average spectral properties of adult and aged rats at rest, whatever the structure
and frequency range (figure 4B).

Stress in aged animal significantly decreased the power spectral density in the dHPC
at all frequency ranges (figure 4B insert middle up **Pdelta = 0.0032, *Pmu-theta = 0.0128,
*Pbeta = 0.0164), but had no effect on vHPC and PFC oscillations (figure 4B insert left-right
up). In aged rats, stress in adult rats, stress induced a global PSD decrease in all structures,
whereas it was only observed in the VHPC in adult rats (figure 4B insert up right). In
particular, there was a decrease in mu-theta power, unlike what is observed in adults. This
might indicate an increased reactivity of the vigilance state to stress in aged rats compared to
adults.

Hippocampal-prefrontal synchrony at rest was significantly different between aged
and adult rats, only in the beta ranges between the dHPC and the vHPC (figure 4C down-
right, *Pbeta = 0.0114). Finally, stress decreased PFC-dHPC coherence of aged rats in all
frequency ranges (taken separately), but this decrease was not significant after correction.

This clearly contrasted with the stress-induced increase in coherence observed in adult rats,
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and adds evidence that stress impacts cortical activity of aged and adult rats in opposite
directions.

We thus analyzed the effect of stress on Mu-bursts synchronization in aged rats. Both
at rest and under stress, the vast majority of Mu-bursts co-occurred in the two structures (PFC
and dHPC (figure 4D). However at rest there was, on average, no significant delay between
the PFC and dHPC bursts, while under stress, bursts were detected in the dHPC first (figure
4D bottom). Hence temporal relations between Mu-bursts in the dHPC and PFC were
reversed in adult and aged rats under stress. At rest time-dependent spectrograms analysis
suggested a high occurrence of Mu-bursts in aged rats in dHPC like in adult rats under stress.
The wavelet analysis confirmed a reduction under stress of Mu-bursts in aged (figure 4F right,
**Paged = 0.0057). A similar decrease was observed in dHPC-PFC coherence (figure 4G
right, **Paged = 0.0075).

Overall, both the occurrence of Mu-bursts in the PFC and dHPC and the synchrony
between these structures were higher at rest in aged rats when compared to adults, and were
differentially affected by stress (i.e. increased in adult and decreased in aged rats). These
results appear fully consistent with the notions that ageing may be considered as a stress
factor by itself (Morrison and Baxter 2012; Lindenberger 2014; Prenderville et al. 2015), and
that aged individuals differently cope with stressful situations (Barrientos et al. 2012; Buechel

etal. 2014).

3.5 EFFECT OF THE ANXIOLYTIC DIAZEPAM ON PFC AND HPC OSCILLATIONS.

Finally, we assessed how Diazepam a widely-used anxiolytic, affects stress- and age-related
changes in PFC and dHPC oscillations (145 min, n = 5 for each group; figure 5A). DZP
decreased the coherence between the PFC and dHPC in the mu-range in stress condition

(figure 5 B: left, Adults *Pmu = 0.0204, right, Aged ***Pmu = 0.0009). We determined
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whether the absence of PSD modifications (sup 1) was associated with a diminution of Mu-
bursts, as suggested by time dependent spectrograms (figure 5C). In adults, the occurrence
and amplitude of Mu-bursts (estimated by dHPC wavelet PSD in the 7-12 Hz range, see
method), was similar whatever the condition, i.e rest-vehicle, stress-vehicle and stress-
diazepam (figure 5D, left). Nevertheless, dHPC PSD coherence with PFC (figure 5D, right)
confirmed that diazepam partially abolished the effects of stress on Mu-bursts in adults.

In the dHPC of aged rats, the occurrence and the amplitude of Mu-bursts were reduced
in the stress-DZP condition compared to the stress-vehicle condition and rest-vehicle
condition (F(2/8) = 13.66 ,**P = 0.0026, figure 5E, left). We found the same effect in the
coherence (F(2/8) = 22.52, ***P = (0.0005, figure 5E, right). Overall, these results suggest an

additive effect of diazepam and stress in aged rats.

4  DISCUSSION

4.1 ELECTROPHYSIOLOGICAL MARKERS OF STRESS IN IMMOBILE RATS

There is an ongoing debate on the implication of the different parts of the hippocampus in
response to stress (Fanselow and Dong 2010a; Bannerman et al. 2014). While the ventral
hippocampus (VHPC) is directly implicated in anxiety-related processes through direct
connections with the amygdala and bed nucleus of stria terminalis (Adhikari 2014; Adhikari
et al. 2015; Padilla-Coreano et al. 2016), the dorsal part of the hippocampus (dHPC) is
believed to exert a role in contextual fear learning (Bannerman et al. 2004; Fanselow and
Dong 2010b). Here we show that dHPC rhythms were modified by acute stress. In most
studies, analysis of hippocampal EFPs focus on theta (4-12 Hz) oscillations, which in the
dorsal part reveal prominent stress-modulated, movement-dependent theta-rhythms (Buzséaki
2002). However, theta rhythms in the dHPC are of two types: type I theta, which is related to

movement and is generated by the entorhinal cortex; and type II theta, which relates to alert
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immobility, arousal and anxiety, and is generated by the medial septum and diagonal band of
Broca (Vanderwolf 1969; Kramis et al. 1975; Wells et al. 2013). Here we have devised a
setup where rats could not move, enabling us to record type II theta while avoiding
contamination by type I theta. In contrast to other studies where animals were moving -in an
elevated plus maze or an open field (Adhikari et al. 2010; Jacinto et al. 2013)- we provide the
first report that the dHPC PSD was significantly increased in the 7-12Hz band and that the
PFC PSD was unchanged. This novel finding may be due to animals being immobile (no theta
I) or being restrained (no escape possible). In addition, we have observed that the vHPC PSD
was globally desynchronized, consistent with previous results (Jacinto et al. 2013).

We found that, at rest, coherence in the 7-12Hz range was very high between the two
parts of the hippocampus (VHPC and dHPC). Coherence was also high between the PFC and
the hippocampus but, unexpectedly, significantly higher with the dHPC than with the vHPC.
All these synchronizations were significantly increased by stress. Our results are consistent
with the known role for the vHPC and PFC in anxiety (Adhikari et al. 2010) and with the
monosynaptic connections that exist between the two structures (Verwer et al. 1997; Parent et
al. 2010). But our study also unveils a strong degree of coherence between the PFC and the
dorsal part of the HPC, both at rest and under stress. Such coherence was not observed in
previous studies, possibly because animals were not immobile, or because the stress protocol
was different (Adhikari et al. 2010). Nevertheless, strong coherence between the PFC and the
dHPC is consistent with anatomical relationship, which include not only polysynaptic
connections but also monosynaptic drive from the dorsal anterior cingulate cortex to

CA1/CA3 subfield (Rajasethupathy et al. 2015).

4.2 MODULATION OF MU-BURSTS BY AGE, STRESS AND BENZODIAZEPINE

We have observed in the PFC and dHPC (but not the vHPC) transient bursts of activity

consisting of large amplitude oscillations in the 7-12 Hz frequency range, which we called
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Mu-bursts, that were most of the time associated with whisker twitching. These events were
strongly modulated in the dHPC by multiple factors, including age, stress and
benzodiazepines. At rest, we observed a striking effect of the animal’s age, with more Mu-
bursts in aged rats compared to adults, which is in agreement with previous studies (Buzsaki
et al. 1988; Ambrosini et al. 1997). An important finding is that the 7-12 Hz rhythm of the
dHPC was the frequency range the most impacted by stress, which suggests these events may
be used as a biomarker for stress. Yet, stress acted on Mu-bursts in opposite fashion, i.e.
increase VS. decrease, in adult and aged animals, respectively. This paradoxical result may be
explained by the fact that, at rest, animals already exhibited different levels of Mu-burst

activity.

In addition, we show that diazepam (DZP) decreased the occurrence of Mu-bursts, as well as
their co-occurrence, across all age and stress conditions. This is consistent with the fact that
DZP is a positive allosteric modulator of GABAa receptors, which globally potentiates
inhibition and has anxiolytic effects. In adult rats, DZP reverted the effects of stress, as seen
by the decrease in Mu-bursts occurrence and coherence. In aged rats however, DZP amplified
the effect of stress on Mu-bursts and coherence, further decreasing them. We also observed
that DZP alone increased PSD in the beta frequency range, in particular in the PFC, as already

observed (van Lier et al. 2004).

4.3 INTERPRETATION OF THE MU-BURST EVENTS.

Mu-bursts, like spindles, have been traditionally observed in the neocortex and associated
with bursting of thalamic neurons (Fanselow et al. 2001). Here we have recorded Mu-bursts
in the PFC and dHPC, but we believe these oscillations were not due to volume conduction
for several reasons. First, we used a local reference (bipolar electrode) that minimizes

electrical transfer, and provides the “intrinsic”” EFP of the structure. Second, these bursts were
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found in adult rats in different combinations: only in the PFC, only in the dHPC, or in both
structures. It is thus unlikely that the dHPC bursts originate from the neocortex. Third, we
also recorded from the parietal cortex, in the adult group, and found that Mu-bursts could also
be observed independently in the two neighboring structures (parietal and dHPC sup 4).
Therefore, our work together with a previous study in the cerebellum (Hartmann and Bower
1998) suggest that a much larger network of somatosensory structures may be involved in this

oscillatory activity.

The functional nature of Mu-bursts is still a subject of debate in the literature: it has
been hypothesized to reflect either a pathological (e.g. absence non-convulsive epilepsy)
(Inoue et al. 1990; Shaw 2004, 2007) or physiological state (e.g. alertness or idling)
(Fanselow and Nicolelis 1999; Fontanini and Katz 2005). Even though we cannot definitely
discard the hypothesis of an epileptic phenomenon, we believe that the effects of stress, age,
and anxiolytic we have observed on the 7-12 Hz bursts are of physiological background. First,
similar “mu rhythms” occur in 10-30% of normal human subjects at rest (Nicolelis et al.
1995; Fontanini and Katz 2005; Sakata et al. 2005; Tort et al. 2010) and have also been
observed in cats (Guido and Weyand 1995; Reinagel et al. 1999), guinea pigs (Edeline et al.
2000), rabbits (Swadlow and Gusev 2002) and monkeys during periods of sensory processing
(Ramcharan et al. 2000), suggesting it is a functionally important, conserved physiological
phenomenon. Second, we and others have observed that rats respond rapidly to stimuli during
periods where Mu-bursts are detected (Fanselow et al. 2001) and these prominent oscillatory
activities are invariably suppressed by movement, but not affected by eye opening (Buzsaki et
al. 1988). This suggests that Mu-bursts do not reflect an epileptic state, which would be
associated with an impaired sensory detection, but rather a “hyper alert” state of vigilance
(Fanselow and Nicolelis 1999) or, alternatively, an idling state during quiet immobility

(Fontanini and Katz 2005; Sobolewski et al. 2011). Given that a high occurrence of Mu
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rhythms has been observed in humans during mind wandering (Braboszcz and Delorme 2011;
Kerr et al. 2013), we think Mu-bursts in rats could correspond to a similar state of internal
attention (Corballis 2013a, 2013b). Mind-wandering is a common experience characterized by
states of disengagement from goal-oriented transactions with the external environment,
wherein attention is directed inwardly to self-generated, stimulus-independent, and task
unrelated thoughts. It is plausible that stress and age may favor this mind state together with a
disengagement from the environment (Killingsworth and Gilbert 2010; Forster et al. 2015).
Nonetheless, our study puts forward that stress-induced theta in the HPC and PFC is
composed of Mu-bursts related to arousal. This provides a new electrophysiological

framework to study the neurobiology of anxiety and anxiolytics, especially in the elderly.
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A) Stress protocol : 60 min at rest, followed one day later by 60 min under stress on an elevated
platform. A cold light source (100 lux) was applied at a distance of 10 cm in front of the rat’s nose to
keep the eyes of the animal wide open and its head held up. B)) Representative traces of the Z-scored
EFP simultaneously recorded from the same animal in the prefrontal cortex (PFC), dorsal hippocampus
(dHPC) and ventral hippocampus (vVHPC) at rest. Raw traces are plotted in gray and filtered (7-12Hz
range) traces are overlaid in black. C) Spectral analysis of the EFP recorded at rest for each structure
(black) and under acute stress (red : PFC n=13, blue : dHPC n=13, purple : vHPC n=12). The top right
insert represents the averaged relative change, expressed in percentage of variation. Horizontal dashed
line at zero indicates no change. Shaded area indicates s.e.m. Significant differences were found on dHPC
in the 6/u (**p = 0.0012 Wilcoxon’s signed-rank tests) and S bands (*p = 0.0144, paired sample T-test)
but not in the § band (p = 0.1143, paired sample T-test with Holm-Bonferroni’s correction middle). The
PSD of vHPC was globally reduced in the § (*p = 0.0140, paired sample T-test), 6/u (**p= 4.8828e-
04) and § bands (*p = 0.0425, Wilcoxon’s signed-rank tests with Holm-Bonferroni’s correction right).
No significant changes were found in the PFC in the § (p = 0.5417), 8/u (p = 0.1909) and 3 bands
(p = 0.0681, Wilcoxon’s signed-rank test left) D) Coherence for PFC-dHPC, PFC-vHPC and dHPC-
vHPC at rest (black) and under stress (orange). In top right insert, averaged relative change expressed in
percentage of variation. Horizontal dashed line at zero indicates no change. Shaded area indicates s.e.m.
Significant difference was found for PFC-dHPC coherence in the 6/p (*p =0.0041, paired sample t-test)
and (3 bands (*p = 0.0085 Wilcoxon’s signed-rank test) but not in the § band (p = 0.0691 Paired sample
T-test with Holm-Bonferroni’s correction left) ; for PFC-vHPC coherence in the /u band (**p = 0.0030,
paired sample T-test ) but neither in the § (p = 0.0465) nor in the 5 bands (p = 0.1388, paired sample
T-test with Holm-Bonferroni’s correction middle) and finally on the dHPC-vHPC coherence in the 6/u
band (**p = 0.0029 Wilcoxon’s signed-rank tests) but neither in the § (p = 0.084, paired sample T-test

) nor in the 5 band (p = 0.1388 Wilcoxon signed rank test with Holm-Bonferroni’s correction right).
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FIGURE 6.2 — Figure 2

A)Spectrogram of dHPC at rest (left panel) and under stress (right panel). Note the emergence of
intermittent oscillations in the 6/ range (u-bursts) in stress condition. B) Raw trace of the dHPC and its
behavioral correlate. Note the prominent increase in the raw signal. Most of the p-bursts were associated
with two distinct (onset and ending of the p-bursts) the whisker twitching (WT). C) )EFP Z-scored
trace and time-resolved PSD (using a complex Morlet wavelet transform) during a p-burst. p-bursts
correspond to an oscillation with a dominant frequency peak around 7-12Hz, together with one to several
biological harmonics. D) Distribution of 7-12 Hz power across time at rest (black) and under stress (blue).
The Gaussian shape of the distribution after a log transform reveals a lognormal distribution. Note the
tail appearing under stress, with the rest of the distribution unchanged, corresponding to the p-bursts
associated with whisker twitching. E) Area under the curve (AUC) computed from the Morlet wavelet
transform (averaged over the 7-12Hz range) that reflects the overall amplitude of y-bursts. The p-bursts

AUC increased significantly in stress condition (***p = 5e-4, Wilcoxon’s signed rank test n=13).
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A)Typical examples of p-bursts in Z-scored EFP traces (top) and corresponding time-resolved PSD
(bottom) in both the PFC (left) and dHPC (middle), as well as the superposition of these traces (top right)
and the time-resolved coherence between the PFC and dHPC (bottom right). These p-bursts consisted
in oscillations at the same frequencies (7-12Hz). B) Extraction of discrete p-bursts : i) raw EFP (red :
PFC; blue : dHPC) was wavelet-transformed in the 7-12Hz range, averaged over frequency and smoothed
across time (Kalman filter), resulting in the black trace. u-bursts starts and stops were determined using a
double threshold, one for the onset (blue line) and another for the completion (red line), also constrained
by a burst duration greater than 3s. C) Venn diagram illustrating the average occurrence of p-bursts in
each structure and their co-occurrence. Under stress condition, the total number of p-bursts increased
statistically in the dHPC (*p = 0.0156, Wilcoxon signed rank test) but not in the PFC (p = 0.8389,
Wilcoxon signed rank test). D)Distribution of time lags between p-bursts onsets, from dHPC relative to
PFC. Red line corresponds to zero-lag and purple line represents the median lag (Left : 0.20s median
delay, Wilcoxon signed rank test **p = 0.0016; Right : 0.32s median delay, Wilcoxon signed rank test

**p = 8e-15). E) Top : superimposed EFP (red : PFC; blue : dHPC) showing both epochs of p-bursts
and of baseline oscillations. Middle : time-resolved coherence between the PFC and dHPC. Coherence is
maximal during p-bursts. Bottom : difference in instantaneous phases from the wavelet transforms (phase-
shift) of dHPC and PFC, indicating phase-locking during p-bursts. F) Top : square of the absolute value

of the wavelet transform. Bottom : Phase-locking value at baseline when no p-bursts occur (« No ),
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when p-bursts occur in both the PFC and dHPC (« both ») or only in one of the two structures (« only
PFC »and « only dHPC ») n=13.
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A)Representative traces of the Z-scored EFP simultaneously recorded from the same animal in the
prefrontal cortex (PFC), dorsal hippocampus (dHPC) and ventral hippocampus (vVHPC) at rest. Raw
traces are plotted in gray and filtered (6/u range) traces are overlaid in black. Note that p-bursts remi-
niscent of what was observed in stressed adults were found in the PFC and dHPC. B) Spectral analysis
of the EFP recorded at rest for each structure and each group (dashed line : Adults; solid line : Aged;
red : PFC n=10, blue : dHPC n=9, purple : vHPC n=>5) indicates no age-related differences, regardless
the brain area (PFC : § band p = 0.2857, two-sample t-test and 6/u band p = 0.4025, 8 band p =
0.1003, Wilcoxon rank sum test; dHPC : § band p = 0.4680, 6/u band p = 0.1778 and 8 band p =
0.4458, two-sample t-test ; vVHPC : ¢ band p = 0.4002 and 8 band = 0.6993, two-sample t-test and 6/u
band p = 0.4421, Wilcoxon rank sum test). Inserts : average relative changes under stress, expressed in
percentage of variation. Horizontal dashed line at zero indicates no change. Shaded area indicates s.e.m.
Significant differences were found in the dHPC (¢ band **p = 0.0032, /1 band *p = 0.0128, 8 band *p
= 0.0164, paired sample T-tests with Holm-Bonferroni’s correction). Stress had no effect neither on the
PFC (paired sample T-test 6 band p = 0.0237, 8 band p = 0.1141 and Wilcoxon signed rank test 6/u
band p = 0.2324 with Holm-Bonferroni’s correction) nor on the vHPC (Paired sample T-test 6 band p =
0.0630, 6/ band p = 0.1294, 5 band p = 0.1510.C) Coherence for PFC-dHPC, PFC-vHPC and dHPC-
vHPC at rest for each group (dashed line : Adults; solid line : Aged ; PFC-dHPC n=10, PFC-vHPC n=5,
purple : dHPC-vHPC n=5) indicates an age-related significant difference in dHPC-vHPC coherence in
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the 8 band (*p = 0.0114) but not in the d (p = 0.1827) and 6/u bands (p = 0.0607, two-sample t-tests
with Holm-Bonferroni’s corrections). Overall, PFC-dHPC, but not PFC-vHPC coherence, was higher in
aged rats when compared to adults, but were not significantly different after correction (PFC-HPCd : §
band p = 0.0658, 6/1 band p = 0.0533, 8 band *p = 0.0327, two-sample t test with Holm-Bonferroni’s
corrections, PFC-HPCv : ¢ band p = 0.6287, 6/u band p = 0.9343, 8 band *p = 0.8007, two-sample t
test with Holm-Bonferroni’s corrections). Top-right insert : relative change after stress, expressed in per-
centage of variation. Horizontal dashed line at zero indicates no change. Shaded area indicated s.e.m.. No
significant differences were found after correction for PFC-dHPC (6 band p = 0.0198, 8 band p = 0.0235,
0/u band p = 0.0195, paired T-tests with Holm-Bonferroni’s correction). D) Venn diagram illustrating
the average occurrence of p-bursts in each structure and their co-occurrence (top) and distribution of
time lags between p-bursts onsets, from dHPC relative to PFC (bottom). Red line corresponds to the
zero-lag and the purple line represents the median lag. Under stress condition, the total number of u-
bursts decreased in the dHPC (*p = 0.0298, Wilcoxon signed rank test) and in the PFC (*p = 0.0298,
paired sample T-test). At rest there was on average no significant delay (median delay -0.0156s) between
PFC and dHPC bursts (Wilcoxon signed rank test, p=0.9077), while under stress, bursts were detected
first in the dHPC (median delay -0.1055s, Wilcoxon signed rank test, p=2e-10). E) Spectrogram of dHPC
at rest (left panel) and under stress (right panel). Note the decrease of p-bursts under stress condition.
F-G) Area under the curve (AUC) computed from the wavelet transform (left) and the wavelet coherence
(right) from the 7-12Hz range. In aged group both decreased significantly under stress (black : rest ; color :
stress). Significant differences were found for AUC (Wilcoxson signed rank test n= 13***Padults= 5e-4
and paired sample T-test n=9 **Paged = 0.0057) and for coherence (paired sample T-test **Padults=
0.0053 and **Paged = 0.0075).
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6 6.2. CONFLICT OF INTEREST

A)Stress protocol (same as figure 1) with an acute i.p injection of Diazepam (1mg/kg) versus vehicle,
in adult rats (n = 5) and aged rats (n = 5). B) Coherence for PFC-dHPC in stress condition, under vehicle
(orange) and under diazepam (orange red). Top right insert : averaged relative change in coherence,
expressed in percentage of variation. Horizontal dashed line at zero indicates no change. Shaded area
indicates s.e.m.. A significant decrease was found in the mu band both for adult (left panel) and aged
rats (right panel) (*, 8/u band pAdults = 0.0204 ; ***, /1 band pAged = 0.0009, paired sample T-test).
C) Spectrogram of dHPC under stress for each group after a vehicle or diazepam injection. Note the
decrease of Mu-bursts under stress condition after an i.p injection of diazepam. D-E) Area under the
curve (AUC) and PFC-dHPC coherence computed from the wavelet transform in the Mu range in 3
conditions (RV : rest vehicle, SV : stress vehicle; SD : Stress Diazepam (1mg/kg)). Significant difference
was found in aged group for AUC (Repeated measures ANOVA F(2,8) = 13.66 ,**P = 0.0026, followed
by a paired sample T-test with Holm-Bonferroni’s correction ; stress-vehicle vs stress-diazepam *P —
0.0499, rest-vehicle vs stress-vehicle *P = 0.0036, rest-vehicle vs stress-diazepam *P = 0.0105 and for
coherence : repeated-measures ANOVA F(2,8) = 22.52, ***P = (0.0005, followed by a paired sample
T-test with Holm-Bonferroni’s correction ; stress-vehicle vs stress-diazepam *P = 0.0146, rest-vehicle vs
stress-vehicle *P = 0.0102 rest-vehicle vs stress-diazepam *P = 0.0071). In adults, the amplitude of the
p-burst in dHPC was similar in all conditions (repeated measures ANOVA F(2,8) = 0.1791). Coherence
between the PFC and dHPC confirmed that diazepam partially abolished the effect on stress on p-burst
(repeated-measures ANOVA F(2,8) = 0.057).
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1  SUPPLEMENTAL INFORMATION

1.1 NEUROPHYSIOLOGICAL DATA ANALYSIS

Data were analysed with Matlab custom-written codes (all codes are available upon request).
All EFPs 1) were filtered between 0.1 and 256 Hz ii) detrended (locdetrend chronux function:
windows size 1s, overlap 0.5s) to remove slow drifts using local linear regression and iii)
notch-filtered (iirnotch function), with the notch located at S0Hz to remove any possible
power line noise. EFP signal was expressed in z-score units, relative to baseline (entire rest
session) across electrodes. Multitaper spectrogram method from the Chronux toolbox (Bokil
et al. 2010) with time-bandwidth product of 5 and 10 slepian sequences of orthogonal data
tapers was used to calculate PSD of the EFP data, using a window size of 5 s, with 2s overlap.
PSD was averaged over two similar brain region (right and left hemisphere) in each animal,
for each frequency and time bin. The multitaper coherogram method with time-bandwidth
product of 30 and 60 slepian sequences of orthogonal data tapers was used to calculate the
coherence, using a windows size of 30s without overlap.

Instantaneous amplitude and phase from the EFP were obtained using a continuous Morlet’s
wavelets transform, with a 0.6 center frequency and a 2 bandwidth, for the 0.1-30Hz range.
Wavelet coherence was computed by smoothing the product of the two relevant wavelet
transforms over time (length of smoothing in time = 0.6s), then over scales (length of
smoothing in scale = 3Hz).

From the wavelet coherence (Lachaux et al. 2002), we measured the distribution of the
stability of the phase shifts between EFP in the PFC and dHPC by a phase locking value,
which is the mean phase coherence of an angular distribution. This measurement is a

normalized index of the degree of phase locking value which varies between 0 (random



distribution, no phase synchrony) and 1 (perfect phase synchrony locking) (Le Van Quyen et
al. 2001).

From the result of the convolution with the 7-12 Hz complex Morlet wavelet, we have used
the area under the curve using the Matlab’s trapz function to measure the change in this range.
Finally, Mu-bursts were extracted by i) smoothing the power of 7-12Hz wavelet transform
with a Kalman filter, ii) using a double threshold (for the beginning and stop of a burst) and a
persistence greater than 3s, i.e. Mu-burst started when the EFP was above the upper
thresholds, if the signal stayed higher than this threshold for more than 3s, and ended after

switching below the lower threshold if the signal stayed below for more than 3s.

1.2 DRUGS PREPARATION AND PHARMACOLOGICAL PROTOCOL

Diazepam (DZP, Sigma-Aldrich), a standard anxiolytic known to treat the anxiety (van Lier et
al. 2004; Scheffziik et al. 2013), was prepared in a 10% 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin
solution and saline. The same solvent was used as vehicle in control experiments. DZP was
injected intra-peritoneally in a single dose of 1 mg/kg. The effect of DZP versus vehicle
administration was evaluated in the two conditions, i.e. at rest and under stress (in the EP), for
145min. Moreover, to avoid the bias linked to circadian variation of EFP, both recording
sessions took place exactly at the same hour. The rats were randomly assigned to a given
treatment according to a within-subject "Latin square". A free week was imposed between

two interventions.
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FIGURE 6.6 — supplementary Figure 1 : PSD Diazepam under stress

a)Power spectrum density (left) of PEFC EFP recorded under stress (corresponding to the data pre-
sented in Figure 5) with an acute i.p injection of vehicle (black) versus diazepam (1mg.kg, red for PFC,
blue for HPC), and the percentage of the averaged relative change due to DZP (right). b) Same as a) for
dHPC EFP. c-d) Same as a-b) for aged rats. DZP did not affect mu-band PSD of stressed rats, neither
in adults (PFC, 6/u band p = 0.1706 ; dHPC, 0/u band p = 0.0530, paired sample T-test) nor in aged
rats (PFC 6/ band p = 0.0558 ; dHPC, 0 /1 band p = 0.0598, Paired sample T-test), with a decreasing
tendency that was observed in both groups in dHPC, and in the PFC only in aged rats.
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FIGURE 6.7 — supplementary Figure 2 : Diazepam at rest

a)Power spectrum density (left) of PFC EFP recorded at rest with an acute i.p injection of vehicle
(black) versus diazepam (1lmg.kg, red for PFC, blue for HPC), and the averaged relative change due to
DZP (right ). No significant change was observed in this condition, in both age groups. b) Same as a) for
dHPC EFP. c-d) Same as a-b) for aged rats. Note decreasing tendency that was observed in both groups
in dHPC, and in the PFC only in aged rats.
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FIGURE 6.8 — supplementary Figure 3 : Recording in the parietal cortex

a)Top : representative trace of the Z-scored EFP in the Parietal cortex (PAR) of adult rats at rest,
recorded simultaneously with the data presented in the main text and figures. The raw trace is plotted
in gray with filtered (7-12Hz) trace overlaid in black. Bottom : spectrograms of PAR at rest (middle)
and under stress (bottom). b) Same as) for aged rats. Like the dHPC, the PAR exhibited intermittent
oscillations in the 7-12 Hz range with an increased occurrence under stress condition in the adult group
and, and a decreased occurrence under stress in the aged condition. ¢) PSD (left) of the PAR EFP
recorded at rest (black) and under acute stress (brown) and PSD relative change under stress (right),
expressed in percentage of variation. Horizontal dashed line at zero indicates no change. Shaded area
indicates s.e.m. A non-significant PSD increase was found in the 7-12Hz range in the adult group. A

significant PSD decrease was found in aged group (Paired sample T-test ***p =5e-4).
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FIGURE 6.9 — supplementary Figure 4 : Mu-bursts in the parietal cortex PFC-dHPC

a-b) Top : Venn diagram illustrating the average occurrence of Mu-bursts in PAR and in dHPC
and their co-occurrence. In adult groups, under stress condition the total number increased in both
structure. Note that all Mu-bursts detected in PAR co-occurred in the dHPC. Note that the Mu-burst
are observed independently in the two neighboring structures. In contrast, in aged group, under stress
condition the average occurrence in each structure and also the co-occurrence of Mu-bursts decreased.
Bottom : Distribution of time lags between Mu-burst onsets, from dHPC relative to PAR. Red line Red
line corresponds to zero-lag and purple line represents the median lag. For adult groups (left) : (rest :
0.53s median delay, paired sample T-test (5e-6); stress : 0.48s median delay, Wilcoxon signed rank test
(1e-8)). For aged groups : (rest : -0.03s median delay, Wilcoxon signed rank test (0.0103) ; stress : 0.08s
median delay, Wilcoxon signed rank test (0.1602)).
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a) b)
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FIGURE 6.10 — supplementary Figure 5 : Coherograms

a) Coherogram (PFC-dHPC coherence over time) in four conditions (rest, vehicle; stress, vehicle;
rest, diazepam ; stress, diazepam) for adult rats. Stress enhanced synchronization between PFC-dHPC in
7-12Hz in the adult group compared to rest (as presented in the main text). Acute diazepam injection
reduced this synchrony at rest and under stress. b) In aged rats, a global decrease (all frequency ranges)
was observed under acute stress, but was less pronounced in the 7-12Hz range (as presented in the main
text). Conversely, diazepam decreased the coherence mainly in the 7-12Hz. The combination of diazepam

and stress nearly abolished PFC-dHPC coherence for all frequency ranges.
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Les principaux résultats de nos études sont discutés dans les différentes conclusions des
chapitres résultats. Ici, j’essaierai de discuter de facon synthétique et avec une perspective

plus vaste les sujets traités ainsi que les stratégies employées.

7.1 Méthodologie expérimentale

Les travaux que j’ai réalisés se placent dans un cadre conceptuel selon lequel les mé-
canismes de mémorisation d’une situation stressante d’une part et les prises de décision
sous incertitude d’autre part, feraient intervenir des “motifs” oscillatoires issus des activi-
tés électriques de populations de neurones. Je me suis intéressé a ces EFP (reflet de ces
activités électriques) issus de certaines régions du néocortex, de I'hippocampe et de laire

tegmentale ventrale dans deux cadres expérimentaux “controlés”.

7.1.1 Effet de ’anxiété et de I’age sur les EFPs de profondeur

Cette étude voit sa genése dans le cadre d’un partenariat université-industrie. Cette
collaboration avait pour objectif d’évaluer 'impact d’agents pharmacologiques sur les
rythmes corticaux. Plusieurs questions étaient posées : i) quels sont les effets d’un stress
aigué sur les rythmes corticaux? ii) les effets du stress au niveau du PFC et 'HPC
sont-ils différents en fonction de ’age ? et finalement iii) comment les benzodiazépines
(Diazépam) affectent-elles les oscillations neuronales induites par un stress aigué? Cette
évaluation n’est pas un probléme si trivial. Pour évaluer 'impact d’une drogue il faut chez
le méme animal pouvoir enregistrer, dans des conditions stables, les EFP avant et apres
injections du produit et comparer cet effet a celui obtenu dans les mémes conditions par
une injection de solution saline. C’est un protocole classique en pharmacologie mais qui est
rendu compliqué par la variabilité des EFP obtenus en fonction de I’état de ’animal. Toute
la difficulté est d’obtenir un état dans lequel les EFP enregistrés sont stationnaires sur de
longues périodes et reproductibles d’un jour sur I’autre pour pouvoir tester successivement

différents produits. Nous avons donc choisi un protocole particulier [Sebban et al., 2002],
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a méme de répondre aux contraintes de ce type d’expérience :

1. Pour assurer la stabilité de I’enregistrement, il est nécessaire de maintenir les ani-
maux immobiles et ainsi d’éviter les fluctuations des rythmes consécutives aux di-
vers comportements de 'animal (déplacement, toilettage, exploration...). Pour cela
les animaux sont habitués progressivement, par des sessions de durée croissante, a

étre maintenus en contention.

2. Pour parfaire cet état d’immobilité et améliorer la reproductibilité des enregistre-
ments, nous avons utilisé une lumiére blanche (100 lux) située a environ 10 cm
des animaux. Celle-ci, de maniére surprenante, permet de maintenir les animaux
éveillés et calme, la téte haute dans un état “semi-hypnotique” permettant d’enre-
gistrer les EFP durant plusieurs heures. Ce protocole nous a permis ainsi de réaliser
des enregistrements sur de longue durée (3H) afin d’observer les effets de la drogue

au cours du temps.

3. De plus, afin d’éviter les biais liés aux rythmes nycthéméraux, tous les enregistre-

ments ont été réalisés a la méme heure.

4. Enfin, nous avons utilisé des électrodes bipolaires. Dans ce type d’électrode, la
distance entre 1’électrode de référence et I'électrode d’enregistrement est faible. Ceci
fait que les électrodes bipolaires réduisent I'enregistrement des potentiels issus des
structures voisines et transmis par conduction volumique. Elles permettent donc

de recueillir un signal local.

Grace a ces précautions, nous pouvons considérer que les variations observées dans le
signal EFP aprés injection d’un agent pharmacologique sont la conséquence, non pas des
modifications du comportement de I'animal (indépendamment de l'injection) ou méme
I’effet sur un comportement du produit, mais bien de I’action de ce dernier sur les circuits,
marquant ainsi la nature du produit sur les enregistrements.

L’analyse de ces EFP a été menée sur deux échelles de temps. Les approches phar-
macologiques quantifient généralement les EFP en utilisant des transformés de Fourrier
(cf par exemple [Dimpfel, 2009]). Une des hypothéses sous-tendant ce travail était que les
caractéristiques des spectres obtenus constituent la signature des effets du produit, son
empreinte. L’apport combiné de deux fonctions de décomposition, que sont, la transformée
de Fourier et la transformée en ondelette de type Morlet, nous a permis de dépasser ce

cadre et de réaliser une observation sur deux niveaux temporels, allant de la minute-heure
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pour la premiére (Spectre de puissance) et de la milliseconde-seconde pour la deuxiéme
(Ondelette). I nous a semblé crucial d’agir ainsi afin de déceler dans le signal le dé-
but et la fin d’événements transitoires dits tout en ayant une vue d’ensemble. L’idée est
d’expliquer les modifications principales du spectre par la survenue d’événements tran-
sitoires interprétables en termes d’événements physiologiques (synchronisation, rythmes

particuliers...).

Nous avons ainsi pu mettre en évidence des rythmes compris entre 7-12Hz et de fortes
amplitudes, que nous avons nommés Mu-bursts. Ces Mu-bursts sont principalement pré-
sents chez les rats agés en conditions de repos (diminuent en plateforme surélevée) et
adultes en condition de stress (moins importants en condition de repos). A 'exception de
I"'HPCyv, ils sont retrouvés sur toutes les structures explorées (PFC, 'HPCd, 'HPCv et le
PAR). En combinaison des mesures spectrales effectuées, nous nous sommes ensuite servis
de cet événement comme élément de comparaisons multiples entre condition (stress, ad-
ministrations pharmacologiques, ages). Le versant dorsal de 'HPC se trouve étre la seule
structure dont les Mu-bursts sont modulés lors d’'un changement de contexte (i.e. stress)
ainsi que sous Diazépam. Enfin on notera que la distribution de ces événements ainsi que
le contenu fréquentiel global du signal diverge entre les deux groupes d’ages. Cette diver-
gence peut s’expliquer par un état de base différent qui sous-tend des processus neuronaux

de plasticité synaptique dissemblables [Burke and Barnes, 2006].

Une attention particuliére a été portée a la cohérence (Fourier et Morlet) entre le PFC-
HPCd. Cette cohérence mesure la co-modulation en amplitude et la stabilité du déphasage
des activités oscillatoires synchronisées. La cohérence issue des transformées de Fourier
dévoile, dans un premier temps, une augmentation dans la gamme 7-12Hz chez les rats
adultes en condition de stress. La cohérence en ondelette quant a elle, incrimine cette
augmentation exclusivement aux Mu-bursts synchrones. De plus, lorsque nous observons
ces bouffées synchrones en condition de stress, on constate que les Mu-bursts issus du PFC
précédent de maniére significative les Mu-bursts provenant de 'HPCd. Paradoxalement,
nous retrouvons une temporalité inversée dans ’émergence des Mu-bursts (i.e. HPCd
précéde PFC) chez les rats 4gés mais également une diminution de Mu-bursts synchrones
en condition de stress. Cette différence pourrait s’expliquer par le niveau de Mu-bursts

différent induit par notre protocole en condition de base.

Dans la derniére partie de ’étude, nous avons opté pour une approche pharmacologique
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en injectant du Diazépam en condition de stress (mais également au repos). Le Diazépam
par son action sur les récepteurs GABA, diminue les Mu-bursts dans les deux groupes en
condition de stress. Les rats adultes reviennent a leur niveau de base, contrairement aux
rats agés. Cela pourrait sous-entendre que cette différence en condition de repos et cette
réponse opposée en condition de stress proviendraient d’une modification des récepteurs
GABA, entre les deux groupes, comme cela a pu étre décrit par d’autres équipes [Ruano

et al., 1991].

Il faut noter que nos analyses se sont focalisées sur des rythmes compris entre 1
et 30Hz car aucune modification de fréquence portant sur les oscillations gamma (30-
120Hz) n’a été observée. L’ajout des activités unitaires, combiné a ces EFP, permettrait
d’affiner notre approche. Les oscillations synchronisées EFP vont permettre d’augmenter
le seuil d’excitabilité des neurones de fagon périodique et de filtrer ainsi les informations
afférentes en fonction de la fenétre temporelle pendant laquelle elles arrivent (chapitre 2).
Les rythmes 7-12Hz synchronisés du PFC et de 'HPC pourraient, tout comme le rythme

theta en période d’excitabilité, permettre I’émergence de trains de décharge de PA.

Dans nos prochains protocoles, nous ajouterons cet aspect multi-unitaire au niveau
du PFC et/ou de 'HPCd afin d’observer : i) si des STDP apparaissent, ii) si les PA vont
prendre une phase préférentielle sur les phases des oscillations en condition de stress, iii) la
place de neurones pyramidaux ou interneurones dans ces Mu-burst. Une autre éventualité
serait de recueillir 'activité multi-unitaire des neurones thalamo-corticaux et corréler leur

décharge tonique/phasique avec ces Mu-bursts.

Pour conclure cette partie, il faut rappeler que nous avons essayé d’appliquer cette
méme méthode (et donc ce protocole) a la souris (résultats non présentés ici). De maniére
générale, les résultats obtenus chez ce rongeur se sont révélés moins satisfaisants que chez
le rat. Les signaux étaient beaucoup moins stationnaires et treés hétérogénes d’un animal
a un autre. Ces différences peuvent s’expliquer de différentes fagons. Un des éléments qui
nous semble essentiel et qui renforce le point évoqué plus haut sur la difficulté d’analyser
des signaux EFP dans des conditions non stationnaires, est que les souris ne semblent
pas sensibles a la lumiére blanche. Elles I'ignorent et ne montre donc pas cet état quasi
hypnotique observé chez le rat. Elles expriment alors un large éventail de comportements
(sommeil, éveil, anxiété, mouvements désordonnés...) qui altérent la stabilité du signal. De

plus, la phase d’habituation a la contention est plus délicate a réaliser chez la souris. Une
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partie d’entre elles a montré tout au long du protocole de 'agressivité et une résistance
au contexte. Enfin, il faut noter que les administrations en i.p. de saline et de drogues ont
montré une énorme variabilité dans les réponses, nécessitant donc de grands contingents
d’animaux. Cette variabilité trouve certainement sa source en grande partie dans les

fluctuations de I’état de ’animal.

7.1.2 Prises de décision sous incertitude

Ce projet visait & déterminer, chez la souris, ’encodage des décisions sous incertitude
sur un réseau cérébral étendu engageant les propriétés de décharge des neurones DA et les
activités oscillatoires du PFC, de 'OFC, de 'HPCd, et du PAR. Comme nous I’avons vu,
la plupart des études sur 'activité des neurones DA dans des taches de prise de décision
ont été réalisées lors de taches pavloviennes. Dans le cas ou des taches instrumentales
sont utilisées, I’animal ne choisit pas activement entre plusieurs alternatives. Il existe
donc trés peu d’études réalisées chez la souris dans un cadre opérant actif ou ’animal
choisit entre deux options. Au-dela de cette caractéristique théorique en terme de nature
du comportement enregistré, ce protocole nous a permis de répondre également a une série
d’exigences qui se sont avérées difficiles a réunir. Il s’agissait, non seulement de réaliser
des enregistrements simultanés de l'action sélectionnée, de 'exécution de I'action et de
lactivité électrique en plusieurs points du cerveau (VTA et EFP corticaux), mais en plus
de pouvoir obtenir des signaux LFP exploitables. Comme nous ’avons vu précédemment,
une des difficultés de I'analyse des signaux LFPs est leur dépendance a 1’état de ’animal.
Dans ce cadre notre approche a été de mettre en place des temps précis et facilement
identifiables (la délivrance des ICSS) et des comportements dissociables en séquences
comportementales reproductibles (la séquence comportementale entre deux ICSS). Si nous
faisons I’hypothése que des états cognitifs sont sous-tendus par des modes d’interactions
spécifiques entre les différents systémes cérébraux (un espace de travail, cf plus bas), on
distingue deux espaces de travail correspondant aux prises de décision en environnement
certain (condition déterministe) et un espace de travail incertain (condition probabiliste).
La répétition (60-80 choix en 5 minutes) et les découpages précis permettent de dresser
une carte, méme moyenne, des interactions entre les différents systémes.

Nous avons observé I'activation de régions clés (PFC, OFC et VTA) connues pour étre

impliquées dans I'estimation de la valeur des options. Les oscillations du PAR et 'HPCd
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n’ont montré que des désynchronisations liées a ’activité locomotrice. Cette observation
est concordante avec 'activité de 'THPC. Néanmoins, plusieurs articles scientifiques [Huet-
tel et al., 2005, Symmonds et al., 2011] impliquent le cortex pariétal dans 'estimation de
Iincertitude. On aurait pu donc s’attendre & un role plus important de ce dernier. Le cor-
tex pariétal est une région sensorielle associative, qui en absence de stimuli prédicteurs,
semblerait moins impliquée. Le cortex pariétal pourrait donc avoir un role dans les prises
de décisions perceptives plutot que dans celles basées sur la valeur. Le PFC et 'OFC
sont impliqués dans la détection et I’évaluation des résultats d’une action. Ces régions ont
été décrites comme étant actives lors de la détection des performances négatives et posi-
tives modulées par de nombreux parameétres informatifs portant sur la valeur de ’action.
L’OFC et le PFC sembleraient coder un feedback donné en fonction de l'incertitude et
du cotit associé a ’action. Une précédente étude a montré que ’activité unitaire et 'EFP
(gamma) du PFC (cortex cingulaire antérieur) chez le singe décrivaient un codage lorsque
I'indication sur la performance (stimulus) devenait pertinente [Quilodran et al., 2008].
Nos résultats semblent montrer qu’il existe également un codage semblable dans le PFC
et ’'OFC tout en soulignant une activation importante de ce réseau lors de I'exploration

sous incertitude.

Il s’agit d’un travail encore en cours, et un grand nombre d’analyses et d’enregistre-
ments supplémentaires sont encore a réaliser. Afin de confirmer notre hypothése selon
laquelle 'activation dun large réseau frontal au cours de ’exploration sous incertitude,
s’accompagne d’une variation DA, des analyses de corrélation (cohérence, cohérence de
phase, verrouillage de phase) sont a envisager. De plus, des enregistrements unitaires se-
ront réalisés. Une attention particuliére sera également apportée aux EFP dans la bande

gamma, du PFC et de 'OFC.

7.2 Prédiction et causalité

Un des objectifs de ce travail a aussi été de développer des approches permettant une
meilleure compréhension du comportement animal et de certains processus cognitifs. De
trés nombreuses données suggérent que les EFP peuvent fournir des informations per-
tinentes et importantes sur les processus et leur dynamique sous-tendant des fonctions

cognitives spécifiques. Trois principaux roles fonctionnels des oscillations enregistrées dans
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le systéme nerveux ont été proposés : i) le codage d’informations spécifiques, ii) la modula-
tion des états attentionnels du cerveau, mais aussi iii) la création d’assemblées dynamiques
et d’espaces de travail [da Silva and Costa, 2012|. Ce dernier point est crucial. La ques-
tion n’est, en effet, pas seulement de localiser des fonctions cognitives en identifiant des
sites particuliers, mais plutot d’identifier les modes d’interaction entre les différents sys-
témes cérébraux sous-tendant un processus cognitif. Cette perspective sur les fonctions
du cerveau est beaucoup plus dynamique et distribué que “localisationniste”. C’est cette
approche qui a motivé nos études et, dans le cadre de la tache des trois points, le décou-
page des événements enregistrés dans différents sites (PFC, OFC, HPCd, PAR et VTA).
L’étude de la cohérence entre les différents sites enregistrés dans cette expérience apporte

une information essentielle qui est en cours d’analyse.

Les techniques que nous avons utilisées sont cependant principalement descriptives
et permettent uniquement d’établir des liens de corrélation entre un événement électro-
physiologique et un comportement. En aucun cas nos approches ne sont causales. Au-
jourd’hui, pour montrer qu'une activité électrophysiologique est causalement responsable
d’un comportement, on considére qu’il est nécessaire i) de montrer I'activation (ou un
rythme particulier) de ces populations lors de 'exécution d’un comportement spécifique,
ii) de bloquer cette activation pour bloquer le comportement et enfin iii) d’activer cette

population pour déclencher le comportement.

Cette approche, qui est tres réductrice d’un certain coté et “localisationniste”, bénéficie
aujourd’hui du développement des méthodes optogénétiques pour déclencher ou inhiber
I’activité de populations neuronales spécifiques. Dans nos expériences, 'apport de ces
techniques serait un plus. Diverses expériences ont déja été menées en ce sens dans la
littérature et au laboratoire. On sait déja que, de la méme fagon que la stimulation du
MFB renforce un comportement, stimuler les neurones DA et reproduire une stimulation
phasique est suffisant pour produire le renforcement du comportement [Tsai et al., 2009].
Nous avons réalisé ce type d’approche dans la tache trois points afin de renforcer les

séquences d'un point vers un autre (Naudé, Unpublished data).

L’activation des neurones DA au moment de du démarrage de 'action s’avére plus
complexe. La dopamine pourrait guider le comportement en signalant a chaque instant
la différence entre la récompense obtenue et celle qui était attendue. Il est nécessaire que

cette activation se déroule lors du comportement dans un contexte suffisamment maitrisé.
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En effet, ce contexte est essentiel pour que l'activité DA correspondant a une “prédiction
de récompense" et déclenche de maniére spécifique un comportement adapté menant
a la récompense. La “simulation” d’une erreur de récompense de différentes amplitudes
pourraient étre une stratégie pour déterminer si l'intensité de I'activité Da déclenche ou
refléte le choix, malgré les difficultés techniques qu'un tel protocole engendrerait.

On peut également imaginer, d’'une maniére similaire a ce qui a été réalisé dans le
cas du freezing |Karalis et al., 2016, qu’induire une oscillation spécifique dans le PFC
(ou tout autre région) puisse déclencher un comportement approprié selon le contexte
auquel il s’associe. Enfin, de maniére plus simple, les approches optogénétiques peuvent
nous indiquer quel va étre l'effet des stimulations des systémes DA sur les EFP enregis-
trés au niveau cortical. Ceci permettrait peut-étre de distinguer une "signature" d’une
activité phasique DA, voire de comprendre comment cette signature dépend du contexte
environnemental (incertitude) ou de I’état interne (stress) de I'animal.

On voit donc donc une ambivalence dans ces approches basées sur une approche
“globale” des EFP. Il faut d’un coté extraire des comportements trés spécifiques (états,
contexte...) pour essayer d’obtenir des EFP distribués sur plusieurs structures et repro-
ductibles, mais ces approches restent principalement descriptives. De 'autre coté, pour
définir si les structures observées sont causalement reliées a la fonction suggérée, il est
“nécessaire de perturber”. Néanmoins cette perturbation reste locale et n’est pas exempte
de problémes. Une alternative dans nos projets est de se diriger vers la prédiction du
comportement avec un détail de plus en plus poussé. Comme évoqué dans 'introduction
générale, les EFP sont apparus essentiels dans la mise en place de systémes de rétro-action
permettant le développement d’interface “cerveau-machine”. Les EFP tels qu’ils sont me-
surés dans nos expériences, offrent une image large de 'activité de plusieurs circuits. Sans
lier causalement activités électrophysiologiques et comportements, les EFP peuvent alors
étre utilisés pour prédire le comportement de I’animal.

Sans perturber ce systéme, des approches statistiques via des classificateurs linéaires
(Machine & vecteur de support) et probabiliste de type binomiale (classification naive
bayésienne) peuvent déterminer s’il y a suffisamment d’informations dans le signal pour
prévoir le comportement de ’animal et dans notre cas sa décision ultérieure. La causalité

n’est plus démontrée mais le systéme est suffisamment “décrypté” pour pouvoir agir.
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