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RESUME

Le sommeil est un état de vigilance présent chez la plupart des espéces animales et
supportant de nombreuses fonctions. Une des fonctions du sommeil les plus discutées est
son réle dans la régulation des émotions. Le sommeil paradoxal (SP), un des deux stades de
sommeil chez les mammiferes, a été étroitement associé a cette régulation. Il a été proposé
gue cette régulation dépende de la consolidation de la mémoire émotionnelle, et d'un
processus associé de diminution du tonus émotionnel. Dans ce contexte, la thése s'intéresse
au role des premiéres heures de SP post-apprentissage dans la consolidation a trés long
terme de la mémoire de peur. Pour cela, nous avons effectué un conditionnement de peur
contextuel chez la souris suivi de 6h de privation spécifique de SP, et testé la mémoire
récente (24 heures) et ancienne (30 jours) des animaux. Notre analyse du comportement
révele une atteinte spécifique des performances mnésiques des animaux privés de SP lors du
rappel de la mémoire ancienne, pointant pour la premiére fois un réle du SP post-

apprentissage dans la consolidation a trés long terme de la mémoire.

Nous avons également réalisé une étude immunohistochimique visant a évaluer l'activité
cérébrale des animaux lors du rappel. Pour cela, nous avons analysé |'expression du géne
d'expression précoce Egrl (zif268) dans de nombreuses régions cérébrales impliquées dans
ce type de mémoire. Nos résultats révelent une importance majeure du SP post-
apprentissage dans la mise en place du processus de réorganisation systémique observé lors

de la consolidation a trés long terme.

Nous avons ainsi montré que les premiéres heures de SP post-apprentissage peuvent étre
cruciales dans la régulation a trés long terme d'une mémoire de la peur. Nous avons
également montré que le SP contribuerait a une induction précoce de la réorganisation a
long terme des réseaux mnésiques, et notamment dans la diminution d'activité des régions
cérébrales en charge de I'expression des émotions. Ces résultats aménent a proposer un
modele selon lequel le SP pourrait jouer un réle majeur dans la régulation émotionnelle dans

les mécanismes pathophysiologiques d’atteintes de I’humeur comme la dépression majeure.



ABSTRACT

Sleep is a vigilance state observed in most of animal species, and the support of many
functions. One identified function of sleep is its role in emotions regulation. Paradoxical
sleep (PS, or Rapid Eye Movement Sleep), one of the two sleep stages, has been more closely
linked to emotion regulation. It has been proposed that PS plays a key role in emotional
memory consolidation, notably by reducing the emotional tone associated to memory. In
this thesis, we tested this PS role by focusing on the first few hours of post-learning PS in the
remote consolidation of fear memory in mice. We performed a contextual fear conditioning
followed by 6 hours of PS deprivation, and evaluated the memory of the animals at recent
(24 hours) and remote (30 days) delays. Our behavioral analysis reveals a specific alteration
of memory performances when animals were tested at remote delays, revealing for the first

time a role of post-learning PS in remote memory consolidation.

We then performed an immunohistochemistry analysis of brain activation during memory
recall by measuring the expression of the immediate early gene zif268 in numerous
structures involved in emotional memory processing. Our results reveal a major role of post-
learning PS in initializing systemic reorganization processes taking place during remote

memory consolidation.

Thus we showed that the first few hours of post-learning PS can be crucial in the remote
regulation of fear memory. We also showed that this function of PS would be due to an early
induction of remote reorganization of memory networks, notably by the reduction of
neuronal activity in brain regions involved in the expression of emotions. These results
suggest a model by which PS could play a major role in emotion regulation and in

pathophysiological mechanisms of mood disorder such as major depression.
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INTRODUCTION GENERALE

"Les hommes se trompent quand ils se croient libres ; cette opinion consiste en cela seul
qu'ils sont conscients de leurs actions et ignorants des causes par lesquelles ils sont
déterminés."

Baruch Spinoza

" [...] la tristesse peut protéger dans les bonnes circonstances, par exemple, quand elle aide
a s'adapter a la perte de quelgu'un. A long terme, toutefois, elle est néfaste par cumul et
peut dans ce cas devenir un cancer de |'ame."

Antonio Damasio

Etre en mesure d'exercer un contréle conscient sur nos émotions est une tache
extrémement difficile que peu d'entre nous parviennent a réaliser, et pour cause : les
émotions sont des processus inconscients guidant les comportements dans un objectif de
survie. Comme le faisait justement remarquer Baruch Spinoza, nous sommes bien souvent
ignorants de ces processus inconscients qui nous guident. Nous avons une perception
consciente de notre état émotionnel, mais les causes externes et internes de nos joies, de
nos peurs ou de nos coleres nous sont bien souvent inaccessibles. Comme beaucoup de
phénomeénes biologiques, le caractére bénéfique des émotions est dépendant de leur juste
mesure : pas assez de peur et vous ne vous soucierez pas du camion roulant vers vous a
toute vitesse. Trop de peur et vous resterez immobilisés méme lorsqu'il est a l'arrét. Une
juste mesure est nécessaire a un comportement adapté, et toute juste mesure est issue
d'une régulation qui permet l'adaptation. Chez les mammiféeres, il semblerait que les
phénomeénes régulateurs des émotions soient liés au sommeil. C'est une expérience qui a pu
arriver a chacun d'entre nous au moins une fois : un manque de sommeil peut entrainer des
réactions émotionnelles disproportionnées. Cette régulation peut également s'observer au
niveau cérébral : un manque de sommeil semble entrainer une augmentation d’activité dans
les aires cérébrales en charge de I'expression des émotions (Yoo et al., 2007). Cependant, le
sommeil n'est pas un phénoméne uniforme. On peut ainsi distinguer deux phases de
sommeil chez les mammiferes : le sommeil lent et le sommeil paradoxal (SP, Saper et al.,
2010). Le sommeil lent est caractérisé par une activité cérébrale dominée par des oscillations

de faible fréquence observables a I'électroencéphalogramme associées a un faible tonus



musculaire. Le SP est lui caractérisé par des oscillations de plus haute fréquence associées a
une atonie musculaire totale. Les caractéristiques différentes de ces deux stades de sommeil
suggerent des fonctions également différentes, et la régulation des émotions a en ce sens
plus étroitement été reliée au SP. L'hypothése d'un lien entre émotions et SP implique que
des troubles de SP seraient observés de maniere concomitante avec des troubles
émotionnels. C'est de maniére intéressante ce qui est observé dans de nombreux troubles
psychiatriques tels que la dépression majeure. Ainsi, |I'étude de ces maladies, et notamment
des causes de leur développement, pourrait grandement améliorer la compréhension des
liens entre SP et émotions. Ce lien entre régulation des émotions et SP provient également
d'études s'intéressant a un aspect particulier des émotions : la consolidation des mémoires
émotionnelles. La mémoire est un ensemble de processus permettant le stockage des
informations en vue de leur utilisation future. Cet aspect de stockage des informations
implique l'intervention de processus visant a stabiliser dans le temps les supports
biologiques de la mémoire, regroupés sous le terme de "processus de consolidation". Si les
émotions jouent un role fondamental au moment de I'acquisition d'une mémoire en
renforgant I'apprentissage, il semblerait que la réponse émotionnelle corporelle diminue
avec le temps, ce qui permet de ne pas ressentir intensément la tristesse associée a un
évenement plusieurs années aprés. Ce phénomeéne éviterait a long terme le cumul
d'émotions négatives que Damasio décrit comme "un cancer de I'ame" dans son livre
Spinoza avait raison. Une réorganisation des réseaux cérébraux supportant la mémoire est
observée au cours du temps. Ce phénomeéne, appelé "réorganisation systémique", a été
proposé comme étant le substrat biologique de la transformation a long terme de la
mémoire, impliquant par exemple la perte de précision des souvenirs. Le sommeil, et en
particulier le SP, aurait alors une double fonction : d'une part renforcer la mémoire par des
processus de consolidation, et d'autre part diminuer le tonus émotionnel associé a
I'évenement. Cette hypothése a notamment été formulée sous l|'appellation "Sleep to

Forget, Sleep to Remember" (Goldstein and Walker, 2014; Walker and van der Helm, 2009).

Objectifs de la these



Jusqu’a présent, il n'y a pas eu d’étude chez I'animal sur le role du sommeil dans la
consolidation a long terme, et donc de la "réorganisation systémique", des informations en
mémoire. Des études s'intéressant au réle du sommeil sur la consolidation mnésique a court
terme (ne dépassant pas 24h, voire quelques jours) ont été réalisées, mais aucune ne se sont
réellement intéressées au role du sommeil sur le devenir de la trace mnésique a tres long
terme (généralement testé vers 30 jours chez I'animal). La premiére partie de cette thése
s'est intéressée a cette question autour des trois premiers objectifs présentés ici. Par
ailleurs, un corolaire de I'hypothése Sleep to Forget Sleep to Remember est que des troubles
du SP seraient observés de maniére conjointe a des troubles des émotions, comme observé
dans la dépression majeure. Cette hypothése propose notamment que la dépression
majeure pourrait étre liée a une mauvaise consolidation de la mémoire émotionnelle au
cours du SP (Goldstein and Walker, 2014). Une hypothése émergente concernant les
mécanismes neurobiologiques de la dépression majeure est que celle-ci pourrait étre due a
une altération de la transmission glutamatergique, notamment dans le cortex préfrontal
médian (CPFm). Ces deux hypothéses sont intéressantes a mettre en relation car le CPFm est
impliqué dans la consolidation de la mémoire émotionnelle, notamment au cours du SP
(Genzel et al., 2015). Le quatrieme objectif de cette these était par conséquent d'identifier
les liens potentiels entre SP, dépression et transmission glutamatergique dans le CPFm. Nous
avons débuté I'approche de cette question en étudiant la transmission glutamatergique dans

le CPFm d'un modele murin de dépression.

OBJECTIF 1 : Déterminer si une privation courte et non stressante du SP post-
apprentissage entraine un déficit lors du rappel d’'une mémoire ancienne de
peur contextuelle chez la souris.

Plusieurs études suggerent un rble important du SP post-apprentissage (entre 4h et 6h)
dans la consolidation d’une mémoire de la peur contextuelle testée 24h aprés le
conditionnement (Boyce et al., 2016; Popa et al., 2010; Ravassard et al., 2016). Peu d’études
se sont intéressées au role du sommeil dans la consolidation a tres long terme de la
mémoire, et celles qui ont été publiées ont caractérisé le role du sommeil total (Sterpenich
et al., 2009). Nous proposons donc ici d’étudier I'effet d’'une privation spécifique de SP

pendant les 6 heures suivant un conditionnement contextuel a la peur lors de rappels a 24
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heures ou a 30 jours. L'utilisation d’'une méthode de privation automatique et non
stressante développée au laboratoire permet d’éliminer I'effet d’un stress potentiel

engendré par la méthode de privation.

OBJECTIF 2 : Déterminer I’effet d’une privation courte et non stressante de SP
post-apprentissage sur la réorganisation systémique observée lors du rappel
d’une mémoire ancienne de peur contextuelle.

De nombreuses études révelent une réorganisation sur le long terme des réseaux neuronaux
responsables du rappel de la mémoire de la peur (Frankland et al., 2004; Goshen et al., 2011;
Kim and Fanselow, 1992; Wheeler et al., 2013). Une seule étude chez 'Homme suggere que
le sommeil total aurait une fonction dans cette modification des réseaux (Sterpenich et al.,
2009). Si beaucoup d’hypothéses existent sur les mécanismes responsables de cette
réorganisation systémique, aucune étude n’a testé chez I'animal le réle que le sommeil, et a
plus forte raison le SP, pourrait avoir. Nous avons testé ici I'effet d’une privation spécifique
de SP pendant les 6 heures suivant un CPc sur I'activité de nombreuses régions cérébrales
lors du rappel a 24h ou a 30 jours, évaluée au travers de la quantification de I'expression du

géne d’expression précoce egrl (zif268).

OBJECTIF 3 : Déterminer si les premiéres heures de SP aprés un apprentissage
émotionnel jouent un réle dans la diminution a long terme de l'activité du
réseau émotionnel : test de ’hypotheése Sleep to Forget, Sleep to Remember.

Bien que séduisante et possédant de nombreux arguments en sa faveur, I'hypothése Sleep to
Forget, Sleep to Remember a pour le moment été trés peu testée. Les résultats des rares
études qui ont testé cette hypothese sont contradictoires, allant parfois dans le sens de
I’hypothése (van der Helm et al., 2011), ou a I'opposé (Deliens et al., 2013). Cette disparité
des résultats provient certainement de la diversité des protocoles et d'un role du SP
probablement plus complexe qu’énoncé dans I'hypothése Sleep to Forget Sleep to
Remember, dépendant notamment de l'intensité de I’émotion ainsi que du contexte
d’apprentissage émotionnel. De nombreuses études utilisant des protocoles différents sont

donc nécessaires pour affiner notre compréhension des liens entre SP et composante
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émotionnelle de la mémoire. Nous avons testé |'influence d’une privation courte du SP post-
apprentissage sur l'anxiété des animaux par des tests comportementaux réalisés
immédiatement aprés le rappel a 30 jours d'une mémoire de peur contextuelle chez la

souris.

OBJECTIF 4: Mise en évidence de modifications de Ila transmission
glutamatergique dans le cortex préfrontal médian (CPFm) du modeéle murin
de dépression H/Rouen.

L'hypothese d'un déficit de transmission glutamatergique dans le CPFm de patients
dépressifs a émergé récemment, notamment suite a I'observation de I'effet antidépresseur
de I'anesthésique kétamine (Duman and Aghajanian, 2012). Cet effet antidépresseur est
remarquable car il est d’action rapide a l'inverse de celui des antidépresseurs classiques qui
ont une action retardée de 2-3 semaines. Nous disposons dans notre laboratoire d'un
modele murin génétique de la dépression qui présente des troubles du SP similaires a ceux
observés chez I'Homme (El Yacoubi et al., 2003; Popa et al., 2006), et constitue ainsi un outil
adapté dans l'étude des liens entre SP et dépression. Nous avons étudié l'activité
glutamatergigue du CPFm des souris H/Rouen par des enregistrements
électrophysiologiques in vitro en Patch-Clamp de neurones pyramidaux. Faute de temps, les
résultats obtenus n'ont malheureusement pas pu étre mis en lien avec les altérations du SP
observées chez ces souris, theme central de cette thése. Néanmoins, étant donné le lien
étroit existant entre dépression et mémoire émotionnelle, je tenais a présenter les résultats

de cette étude dans ce manuscrit.
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RAPPELS BIBLIOGRAPHIQUES

I. Lesommeil

Le sommeil est un état récurrent caractérisé notamment par une perte de
conscience, une diminution de la réactivité sensorielle aux stimuli externes et une
diminution du tonus musculaire et de la température corporelle. Il est généralement défini
en opposition a I'état d'éveil, caractérisé par I'attention, la contemplation ou l'action. On
retrouve cet état de sommeil chez la quasi-totalité des espéces animales, des insectes aux
mammiféres (Campbell and Tobler, 1984). Bien qu’on ait longtemps pensé que le sommeil
représentait un état quiescent durant lequel le cerveau aurait été inactif, il est désormais
reconnu que cet état de vigilance représente bien un processus actif impliquant la totalité du

corps, différent d'une espéece a une autre.

A. Les différentes phases de sommeil et leur caractérisation

Comme nous lI"avons dit, le sommeil n'est pas un état homogéne et on distingue chez
les mammiféres deux phases de sommeil qui different dans leur caractéristiques
physiologiques et biochimiques : le sommeil lent (SL) et le sommeil paradoxal (SP ou Rapid
Eye Movement Sleep (REM sleep)). Chez 'Homme, le SL se subdivise en trois ou quatre
stades que I'on peut regrouper en deux sous-catégories. Le sommeil lent léger (stades | et Il)
est caractérisé par une activité cérébrale dominée par des oscillations de basse fréquence
ainsi que par des fuseaux de plus haute fréquence et de courte durée (spindles ; 10-14 Hz),
et la présence de complexes K, des évenements brefs de grande amplitude détectables a
I’électroencéphalogramme (EEG). Le sommeil lent profond (stade Ill) ou sommeil a ondes
lentes est caractérisé par une activité cérébrale dominée par des oscillations de faible
fréquence de la bande delta (0,5-4Hz). Durant cette phase de sommeil, des évenements
transitoires appelés « sharp wave-ripples » (SW-R) peuvent étre détectés au niveau de
I'hippocampe, qui sont des pointes-ondes de 40 a 120 ms associées a des oscillations de

haute fréquence (100-250 Hz). Chez le rongeur, modele utilisé lors de cette thése, un seul
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stade de SL est généralement décrit, caractérisé par un faible tonus musculaire a
I'électromyogramme (EMG) et une dominance des oscillations de basse fréquence de la
bande delta associées a des spindles et des SW-R (figure 1B). Cependant, il existe une
modulation de I'amplitude de ces oscillations lentes et de la présence des fuseaux qui laisse
supposer que cet état n’est pas homogene chez le rongeur (Fernandez et al., 2016). Le SP
tire son appellation francaise de I'association paradoxale d'une activité cérébrale similaire a
celle de I'éveil et d'une atonie musculaire totale, exceptée au niveau de la face sur laquelle
des légers spasmes musculaires (twitches) ainsi que des mouvements oculaires rapides sont
détectables. L'activité cérébrale est dominée par des oscillations de faible amplitude et de
plus haute fréquence de la bande théta (4-10 Hz) parfois accompagnées d'oscillations de
rythme gamma (40-100 Hz). On détecte également au cours du SP des évenements
phasiques de grande amplitude détectables en potentiel de champ local appelés vagues
ponto-géniculo-occipitales (PGO). Ces PGO partent du tronc cérébral pour arriver au corps
géniculé latéral du thalamus puis au cortex occipital. Enfin, un sommeil intermédiaire ou de
transition (ST) peut étre défini chez le rongeur, qui est caractérisé par la concomitance
d’ondes appartenant aux bandes delta (plutét caractéristique du SL) et théta (plut6t
caractéristique du SP). La succession de ces différents stades de sommeil suit trois regles : 1)
aprés un épisode d'éveil (Ev) survient obligatoirement du SL, mais jamais du ST ou du SP
(sauf cas pathologique), 2) un épisode de ST est obligatoirement suivi de SP ou d'Ev, et 3) un
épisode de SP est obligatoirement suivi d'un épisode d’Ev, méme si celui-ci est minime
(« micro-éveils »). Ces régles amenent a quatre patterns possibles de succession des états de
vigilance (figure 1A). De plus, I'occurrence des différentes phases de sommeil suit un rythme
circadien qui répartit les quantités de sommeil de maniere hétérogene, rendant par exemple
chez 'Homme le début de nuit riche en SL profond et la fin de nuit riche en SP. Les rongeurs
sont des animaux nocturnes et par conséquent dorment majoritairement durant la phase
claire. On considére que les souris passent 60% et 6% de la phase claire respectivement en
SL et SP, tandis que ces états de vigilance représentent respectivement 20% et 1% de la
phase sombre (Yasenkov and Deboer, 2012). Les différents stades de sommeil peuvent
également se différencier par leurs caractéristiques neuromodulatoires. En effet, le SL est
caractérisé par une diminution du taux d'acétylcholine et de cortisol libérés, tandis que le SP

est caractérisé par une augmentation de la concentration de ces neuromodulateurs,
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accompagnée par une diminution des tonus adrénergique et sérotoninergique (Diekelmann

and Born, 2010 ; figure 1D).

1. SL wb Ev 2. SL wmp ST Ev 3. SL wmp STump SPump Ev 4. SL = SP = Ev

EMG

EEG

3000
< 2000
-1

1000

D
0 5 10 15 20 25 30
Fréquence (Hz)

|
0 5 10 15 20 25 30
Fréquence (Hz)

0 5 10 15 20 25 30
Fréquence (Hz)

Wr‘-{lf““‘l f-1/'\./11”uh\h-‘”um\\ﬂ'|‘|\u’

N e

ACETYLCHOLINE l

ACETYLCHOLINE t

NORADRENALINE/SEROTONINE “ NORADRENALINE/SEROTONINE ‘

CORTISOL ‘ (CORTISOL t

Figure 1 : Les différents stades de sommeil chez le rongeur. A. Possibilités de succession des
états de vigilance chez le rongeur. Le sommeil paradoxal (SP) est obligatoirement suivi d'un
éveil (Ev) et peut survenir apres un épisode de sommeil lent (SL) ou de sommeil de transition
(ST). B. Exemple de tracé électromyographique (EMG) et électroencéphalograhique (EEG)
enregistré chez la souris (haut) et spectre de fréquence correspondant (bas). On observe
I'apparition progressive des ondes théta (environ 7 Hz) qui commencent a apparaitre au
cours du ST, ainsi que la disparition du tonus musculaire et des ondes delta (environ 4 Hz)
lors du SP. C. Caractéristiques électrophysiologiques des trois stades de sommeil. D.
Caractéristiques neuromodulatoires des trois stades de sommeil. Certains éléments sont
repris de Diekelmann and Born, 2010, Nature Reviews Neuroscience.
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Les quantités de sommeil sont soumises a une importante régulation homéostatique et la
diminution des quantités de sommeil, par exemple lors de procédures de privation, est

rapidement compensée par une augmentation subséquente des quantités de sommeil
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appelée « rebond », qui permet une récupération de la dette de sommeil. Les mécanismes
responsables de cette régulation du sommeil et de la transition d’'un état de vigilance a un
autre ont été le sujet de nombreuses recherches depuis la découverte du SP par Michel

Jouvet et William Dement au milieu du XXéme siecle (Dement, 1958; Jouvet et al., 1959).

A. Mécanismes a l'origine des différents états de vigilance et
de leur alternance

Le sommeil fait I'objet d’une régulation fine que ce soit chez I’homme ou le rongeur
(méme si chez ce dernier le sommeil est extrémement fragmenté) (Saper et al., 2010). En
effet, des altérations dans les mécanismes en charge de l'alternance des états de vigilance
peuvent conduire a des troubles tels que la narcolepsie, I'apnée du sommeil ou encore les
troubles comportementaux liés au sommeil paradoxal (REM sleep Behavior Disorder ou
RBD). Cette alternance entre les états de vigilance est principalement assurée par les
systemes neuromodulatoires. L’éveil (Ev) est un état hautement dynamique maintenu par
I'intervention de six systémes neuromodulateurs : 1) le systéme noradrénergique issue des
neurones du locus cceruleus, 2) le systeme sérotoninergique en provenance du noyau du
raphé dorsal, 3) le systéme cholinergique des neurones des noyaux pédonculopontin et du
tegmentum latéro-dorsal, 4) le systéme orexinergique de I'"hypothalamus postérieur, 5) le
systeme dopaminergique de la substance grise périagueducales (PAG), et enfin 6) le systeme
histaminergique en provenance des noyaux tubéro-mamillaires (Saper et al., 2010). Le
passage de I'Ev au SL serait initié par I'action du noyau préoptique ventro-latéral de
I’hypothalamus (VLPO ; Economo, 1930) dont les neurones GABAergiques entraineraient
I'inhibition de I'ensemble des centres responsables du maintien de I'Ev (Gallopin et al.,
2000). L'activité du VLPO est elle dépendante de plusieurs facteurs, et notamment du
rythme circadien. Comme nous I'avons évoqué plus t6t, I'occurrence des différents états de
vigilance est fortement dépendante du rythme circadien, et des privations de début ou de
fin de nuit chez I’'Homme privent majoritairement soit de sommeil a ondes lentes (début de
nuit), soit de SP (fin de nuit). Ainsi le noyau suprachiasmatique, une région fondamentale
dans la régulation du rythme circadien, semble exercer un fort contrdle inhibiteur tonique

sur le VLPO. La levée de cette inhibition pourrait étre déterminante dans l'initiation des
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épisodes de SL (Saint-Mleux et al., 2007). Un autre facteur important du déclenchement du
SL pourrait étre I'adénosine. En effet, il a été montré non seulement que I'adénosine inhibe
les systemes d’Ev (Huang et al., 2011), mais pourrait également stimuler les neurones du
VLPO (Scharbarg et al., 2016). Cette importance de l'adénosine dans les systéemes de
sommeil pourrait étre a I'origine de |'effet éveillant de la caféine, qui a été identifiée comme
un antagoniste des récepteurs a I'adénosine (Fredholm et al., 1999). D’autres régions que le
VLPO sont probablement impliquées dans la genése du SL, puisque des rats ayant subi une
lésion du VLPO continuent a dormir (méme si leur quantité de sommeil est réduite de
moitié). Des lésions du striatum ou du globus pallidus entrainent par exemple une
augmentation de la quantité d’éveil accompagnée d’une fragmentation des épisodes de SL
(Saper et al., 2010). Il faut noter également que plusieurs travaux chez les rongeurs et
I'Homme montrent une organisation plus complexe de |'alternance Ev — SL. Ces travaux ont
récemment souligné l'importance des sommeils locaux dans les aires corticales, qui
semblent indépendants de ces noyaux profonds, et sont caractérisés par des ondes lentes et

une alternance de silence et d’activité corticale (Huber et al., 2004; Krueger et al., 2008).

Il existe une différence importante entre SL et SP, avec le retour d’un fort tonus
cholinergique au cours du SP. Des résultats suggérent que I'acétylcholine (ACh) contribue a
I’apparition du rythme théta ainsi qu’a la disparition des ondes lentes pendant le SP (Buzsaki,
2002). Cependant I’ACh semble occuper une fonction modulatoire et non initiatrice du SP, et
la transition du SL au SP pourrait dépendre des activités glutamatergique et GABAergique du
noyau sublatérodorsal (SLD; Luppi et al., 2006). En effet, I'injection dans le SLD d’un
antagoniste aux récepteurs GABA semble induire du SP (Boissard et al., 2003). Il a été
proposé que le SLD est maintenu silencieux par une inhibition tonique de neurones
GABAergiques en son sein, mais également par ceux présents dans la substance grise
périaqueducale ventro-latérale (vIPAG) ainsi que dans le tegmentum pontique latéral
(Boissard et al., 2003; Saper et al., 2010). La levée de cette inhibition entrainerait I'activation
des neurones glutamatergiques du SLD. L’activation de ces neurones serait a la source d’une
part 1) de l'activation corticale observée durant cet état de sommeil, par leurs projections
ascendantes vers le prosencéphale basal, et d’autre part 2) de I'atonie musculaire par leurs

projections descendantes vers des interneurones inhibiteurs dans la medulla, dont
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I’activation inhibe les motoneurones de la moelle épiniere. Les mécanismes impliqués dans

les transitions de I'Ev au SL et du SL au SP sont résumés sur la figure 2.
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Figure 2 : Représentation schématique des mécanismes responsables de |'alternance des
états de vigilance chez le rongeur. A. Mécanismes de controle du sommeil lent. (1) L'éveil
est maintenu par I'action conjointe des systéemes neuromodulateurs cholinergique (noyaux
pédonculopontin (PPT) et du tegmentum latéro-dorsal (LDT)), adrénergique (locus cceruleus,
LC), sérotoninergique (raphé dorsal (DR)), dopaminergique (substance grise périagueducale
(vPAG)), histaminergique (noyau tuberomamillaire (TMN)) et orexinergique (hypothalamus
latéral). (2) L'activation de l'aire pré-optique ventrolatérale (VLPO) inhibe ces régions,
provoquant l'entrée en sommeil lent. (3) Les systemes d'éveil ont également une action
inhibitrice sur le VLPO. Cette inhibition réciproque permet des transitions rapides d'éveil a
sommeil lent et inversement. B. Mécanismes de contréle du sommeil paradoxal. (1) Les
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neurones GABAergiques de la partie ventrolatérale de la substance grise périagueducale
(VIPAG) et du tegmentum pontique latéral (LPT) actifs durant le sommeil lent inhibent le
noyau sublatérodorsal (SLD), empéchant ainsi I'entrée en sommeil paradoxal (SP). Les
neurones GABAergiques du SLD actifs durant le SP les inhibent en retour. (2) Les neurones
noradrénergiques du LC et sérotoninergiques du DR empéchent I'entrée en SP en activant
les neurones SP-off (VIPAG, LPT) et en inhibant les neurones SP-on du SLD. A l'inverse, les
neurones cholinergiques (LDT/PPT) promeuvent le SP par leur action opposée sur les méme
cibles (inhibition des neurones SP-off (vIPAG, LPT) et activation des neurones SP-on du SLD).
Les neurones a orexine inhibent également I'entrée en SP par leur action excitatrice sur les
neurones SP-off (VIPAG, LPT), tandis que les neurones du VLPO induisent I'entrée en SP en
inhibant ces neurones SP-off (3) Au cours du SP, les neurones glutamatergiques du SLD
entrainent l'atonie musculaire par des voies descendantes activant les interneurones
spinaux. D'autre part, ils entrainent la désynchronisation corticale ainsi que le rythme théta
de I'hippocampe par des voies ascendantes activant le prosencéphale basal (PB). Les lignes
pointillées symbolisent les voies inactives au cours du SP. Adapté de Saper et al., 2010,
Neuron.

La compréhension des mécanismes responsables de la régulation des états de vigilance a
beaucoup évolué depuis la découverte du SP, méme si de nombreux processus restent
encore incompris. Les mécanismes présentés ici concernent majoritairement le rongeur, et
dans une moindre mesure I'ensemble des mammiféeres. Le sommeil se retrouve chez la
majorité des especes animales, et |I'étude des points communs entre des espéces éloignées
sur le buisson phylogénétique pourrait permettre une meilleure compréhension des
mécanismes responsables du sommeil, mais également des fonctions du sommeil. En effet,
le sommeil se caractérise notamment par une augmentation du seuil de réponse aux stimuli
environnementaux. Cela implique donc que cet état de vigilance conduit I'organisme a étre
exposé de maniere plus importante aux dangers de |’environnement. Ainsi le sommeil
pourrait sembler néfaste, mais sa présence dans la vaste majorité des espéeces animales
implique un avantage évolutionniste dans la survie de l'individu et suggere notamment une
fonction primordiale dans les régulations métaboliques et de dépense énergétique (Schmidt,
2014). Une des fonctions importantes attribuées au sommeil pourrait étre son réle dans la

régulation des émotions.
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II. Les émotions

A. L'iceberg des émotions : quelle est la part du conscient et
de l'inconscient ?

1. L’ours dans la forét

L’émotion est un phénoméne particulierement difficile a définir. En effet, théories
cognitives et non-cognitives s’opposent encore a ce sujet. Nous proposons la définition
suivante qui sera progressivement explicitée dans les paragraphes qui suivent : I'émotion
serait une réponse comportementale et physiologique bréve et intense qui refléte le vécu de
celui qui est affecté par un événement interne ou externe (adaptée de J Cottraux, psychiatre
lyonnais). Les émotions sont des phénomeénes affectifs permettant de guider le
comportement d’un individu en fonction des situations environnementales, favorisant ainsi
sa survie. Dans « L’expression des émotions chez les hommes et les animaux », Darwin
souligne que les émotions sont universelles et adaptatives. Elles seraient la carotte et le
baton héritées de nos ancétres qui nous permettraient d’éviter les situations dangereuses et
de favoriser les situations profitables. D’'un point de vue évolutionniste, il est tout a fait
logique que les expressions émotionnelles aient été conservées dans la vaste majorité des
especes animales. En effet, les especes actuelles sont les héritieres des survivants de la
sélection naturelle, qui étaient celles adoptant le comportement le plus favorable a la survie
grace aux émotions. Mais quels sont exactement ces phénomenes ? Lorsque nous parlons
d’émotions dans la vie courante, nous faisons référence a la perception que nous avons de
I’état mental et corporel dans lequel nous sommes. Cela peut étre la joie, la peur, la
tristesse, la colere ou la honte que nous ressentons de maniére consciente. Certaines
émotions universelles sont dites primaires et sont peut étre codées génétiquement.
Différents théoriciens ont proposé leur liste des émotions primaires, suivant différents
critéres. Le psychologue Paul Ekman a proposé une liste de six émotions primaires basées
sur les expressions faciales : peur, colere, dégo(t, joie, tristesse et surprise (Ekman, 1992).
Un autre psychologue, Robert Plutchik, considérait que les expressions faciales n’étant pas
similaires entre les espéces, d’autres critéres étaient nécessaires pour définir les émotions
primaires (Plutchik, 1980). Il proposa une liste incluant les six émotions primaires d’Ekman

en y ajoutant I'acceptation et I'anticipation. Selon lui, les émotions « secondaires » telles que
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I’anxiété sont le résultat d’'une association de deux émotions primaires formant ce qu’il
appelle une dyade. Il faut distinguer les émotions primaires des émotions reliées aux besoins
et motivations des individus (enthousiasme, malaise...) et des émotions sociales (sympathie,
honte...). Mais en psychologie le terme d’émotion fait référence a d’autres processus que les
seuls sentiments dont nous sommes conscients. En effet, entre la perception de la source de
I’émotion et le sentiment éprouvé se déroulent une séquence de processus que nous
pouvons classer ainsi: stimulus, réponse et émotion ressentie ou sentiment. Prenons
I'exemple de I'ours donné par le psychologue et philosophe William James dans son article
What is an emotion publié dans le journal Mind en 1884 : lors d’une balade en forét, vous
apercevez un ours avancant vers vous (stimulus) et vous mettez a courir (réponse), apeuré
(sentiment). De manieére instinctive, comme on le pensait avant James, nous croyons que
notre réponse de fuite vient en conséquence du sentiment de peur. Mais James propose
I'inverse : c’est parce que nous nous mettons a courir que nous éprouvons de la peur. En
d’autres termes, non seulement la réponse précéderait le sentiment, mais elle en serait la
cause. Cette proposition se base sur I'observation que les sentiments s"accompagnent de
réponses corporelles (accélération des rythmes cardiaque et respiratoire, sudation,
dilatation des vaisseaux sanguins,...), et ’hypothése que ces réponses sont spécifiques de
chaque émotion. Il introduit alors le concept de rétroaction de ces réponses corporelles : la
vue de I'ours provoque I'ensemble de réponses engendrant la course, et la rétroaction de
ces réponses sur le cerveau lui fait reconnaitre les réponses caractéristiques de la peur,
provoquant ainsi le sentiment conscient de peur. Dans ce cadre, le terme d’émotion désigne
I’ensemble des réponses corporelles, tandis que le sentiment de peur n’est que la perception
consciente de cette émotion. Il y a ici une dissociation entre cognition et émotion : le
sentiment est une pensée au sujet de I'’émotion, tandis que I'émotion en elle-méme est un
ensemble de processus inconscients. Dans ce cas, I'’émotion est uniqguement ce qui permet
une réponse immédiate nécessaire a la survie. Comme le dit Antonio Damasio dans son livre
« L’Erreur de Descartes » : I'émotion est ce qui nous permet d’agir intelligemment sans avoir

a penser intelligemment.

2. Le modele de I’évaluation cognitive ou appraisal
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Cette théorie « non cognitive » des émotions proposée par James et Lange (qui I'ont
découverte simultanément) fut par la suite remise en cause, tout d’abord par Walter Cannon
dans les années 1920 (Cannon, 1929). Cannon observa en effet que les réponses corporelles
émotionnelles issues de |'activité de la branche sympathique (adrénergique) du systéme
nerveux autonome (SNA), sont les mémes quelle que soit la raison de I'activation du SNA. ||
observa de plus que la cinétique d’activation du SNA était trop lente pour étre la cause du
sentiment. Enfin, une étude de Bard publiée quelques années plus tard montra que des
chats privés de cortex présentaient un comportement agressif inapproprié, qui fut appelé
« rage factice » (Bard and Rioch, 1937). Pour Bard et Cannon, si les émotions étaient
identiques a la perception par le cerveau des réponses corporelles, la Iésion des cortex
sensoriels et moteurs aurait dii empécher tout comportement émotionnel, ce qui ne fut pas
leur observation. Ainsi, la rétroaction des réponses ne pouvait étre la seule cause de
I’émotion ressentie. En 1962, Schachter et Singer (Schachter and Singer, 1962) testerent
I’hypothese selon laquelle Iactivation du SNA induirait seulement un « éveil cognitif », et
que I'émotion ressentie serait due au traitement des indices contextuels. Pour cela, ils
injectéerent de l'adrénaline a des sujets humains qui a pour effet d’activer la branche
sympathique du SNA. Certains sujets étaient avertis des effets que causeraient I'injection et
d’autres non. lls étaient ensuite exposés a une situation agréable ou désagréable. Leur
prédiction était qu’en cas d’absence d’explication de I'effet de I'adrénaline, les sujets allaient
s’appuyer sur le contexte de leur situation pour identifier 'émotion ressentie. Les résultats
de Schachter et Singer montrérent en effet qu’au sein des sujets n’ayant pas recu
d’explications, ceux exposés a une situation agréable ressentaient une émotion positive
(joie), tandis que ceux exposés a une situation désagréable ressentaient une émotion
négative (colére) (Schachter and Singer, 1962). Les sujets ayant été au préalable informés de
I'effet de injection ne ressentaient pas d’émotion particuliere. lls ressentaient les effets de
I’adrénaline (augmentation du rythme cardiaque par exemple) mais ne 'associaient pas a
une émotion, car ils étaient conscients d’étre sous I'emprise de l'injection d’adrénaline. Ces
résultats de cette étude essentielle montrent que ce n’est ni la réponse corporelle seule, ni
les stimuli externes seuls qui forment les sentiments, mais bien I'association d’une cause
externe a un état interne. Cette étude montre que la place des sensations corporelles dans
le codage de I’'émotion est ambigué et que l'interprétation donnée par le sujet quant a la

valeur de I’émotion dépend du contexte établi par I'expérimentateur. L'émotion ressentie,
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ou sentiment, est donc une construction mentale. Cette idée de I'importance du traitement
du contexte physique et social dans la genése des sentiments fut théorisée dans les années
1960 par Magda Arnold qui proposa le modele de I'évaluation cognitive (traduction
d’ « appraisal ») (Arnlod, 1960). Pour elle, le modele de James présente une lacune majeure :
aucun processus permettant de choisir la réponse adaptée (fuir face a un ours) n’est décrit.
Or, de tels processus permettant d’informer le sujet sur la signification ou la valeur de
certains évenements (perception d’'un danger imminent) existent. lls permettent d’adapter
la réponse aux stimuli, ou méme de déclencher une réponse. Arnold définit alors le
processus d’évaluation comme étant un traitement cognitif des stimuli engendrant une
tendance a fuir ou, au contraire, a approcher la situation. Selon elle, c’est cette tendance a
I'action qui va ensuite déterminer la réponse, puis I'émotion. Ce modele de I'évaluation est
intéressant car il permet d’expliquer I'apparition d’une réponse émotionnelle suite a un
stimulus, ce qui était laissé de coté par James et Cannon. Cependant, les études examinant
le modele de I'évaluation cognitive se basent sur les rapports des sujets a la premiere
personne et donc sur les processus dont ils sont conscients et auxquels ils ont accés par
I'introspection. Or, comme nous allons le voir, les émotions sont fortement dépendantes

également de mécanismes inconscients.

3. La part de I'inconscient en émotion et cognition

Le modeéle de I'évaluation cognitive et I'importance du traitement conscient des
stimuli dans la genése des émotions fut par la suite remise en cause, notamment par les
travaux de Zajonc dans les années 1980 (Zajonc, 1980). Dans certaines de ses expériences, il
utilisait « I'effet de simple exposition » qui consiste chez le sujet a préférer des objets déja
observés une premiére fois a des objets nouveaux. Afin de tester I'importance du traitement
inconscient du stimulus dans la genese des émotions, il examina l'effet d’'une simple
exposition, mais en présentant le stimulus de maniére subliminaire, c’est-a-dire trop rapide
pour accéder a la conscience. Il constata alors que cet effet restait observable, montrant
ainsi que la perception consciente du stimulus n’est pas nécessaire au développement du
sentiment de préférence. De maniére intéressante, I'effet était méme plus prononcé dans le

cas d’une présentation inconsciente que dans le cas d’'une présentation consciente. Dans
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une autre étude, Richard Lazarus, tenant majeur de la théorie de I'évaluation cognitive, avait
associé chez des sujets la présentation d’une lettre avec un choc électrique (Lazarus and
McCleary, 1951). Ce type de conditionnement aversif, que nous décrirons en détail plus tard,
engendre par la suite une réponse du SNA a la seule présentation du stimulus conditionné
(ici la lettre). Lazarus observa que la réponse du SNA se déclenchait méme en cas de
présentation subliminale donc inconsciente de la lettre. Il existe donc bien des mécanismes
inconscients de toute premiere importance dans la genese des émotions, et des cas ou les
émotions semblent indépendantes de la cognition. Si certaines causes de nos états
émotionnels peuvent étre percues consciemment et mises a jour par l'introspection, il est
désormais admis, en psychologie et en neurosciences, que cet aspect n’est que la partie

émergée de l'iceberg des émotions.

Au cours de ces rappels, nous avons fait une distinction entre émotion et cognition,
entre inconscient et conscient, qui mérite d’étre précisée. En effet, tout processus
émotionnel n’est pas inconscient et tout processus cognitif n’est pas conscient, et au cours
de I'histoire de I'étude des émotions, la frontiére entre cognition et émotion, si elle existe, a
toujours été difficile a établir. D’apres le dictionnaire d’Oxford, la cognition est « I'action ou
processus mental d’acquisition et de compréhension du savoir au travers de la pensée, de
I’expérience et des sens ». Elle englobe des processus tels que la mémoire, I'attention, la
prise de décision ou le langage. Au sein de la cognition, il est possible de faire la distinction
entre processus inconscients et contenu conscient. Dans la forét de James par exemple,
I'ensemble des mécanismes cérébraux permettant la perception de I'environnement (sons,
odeur, vue d’un ours, etc) sont les processus inconscients permettant la formation du
contenu conscient d’étre dans une forét a proximité d’'un ours. Le psychologue John
Kihlstrom défend l'idée selon laquelle processus conscients et inconscients peuvent
dépendre des mémes structures cérébrales, et que des processus inconscients peuvent
fortement influencer le comportement et la prise de décision (Kihlstrom, 1987). Dans une
étude de David Balota (Balota, 1983) une tache d’amorcage était utilisée, dans laquelle les
sujets devaient identifier si un mot « cible », présenté immédiatement aprés un mot
« amorce », avait un sens. Dans ce paradigme, le jugement est facilité (latence de réponse
plus courte) si I'amorce est « lexicalement » reliée au mot cible (exemple : grappe et raisin).

Balota remarqua que cet effet facilitateur était également présent lorsque I'amorce était
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présentée de maniére subliminaire. Ce résultat met en évidence I'existence de processus
inconscients méme lors d’une tache cognitive de haut niveau impliquant la compréhension

du sens d’un mot.

L’existence de mémoires dites implicites met également en évidence |'existence de
processus cognitifs inconscients. On peut définir la mémoire implicite comme une
augmentation des performances lors d’'une tache sans rappel conscient de I'apprentissage,
en opposition a la mémoire explicite dans laquelle I'augmentation des performances
nécessite un rappel conscient (Schacter and Graf, 1986). Certains patients présentant des
Iésions bilatérales du lobe temporal médian et du diencéphale, sont capables d’apprendre et
se remémorer ultérieurement des réponses a des questions, sans se rappeler du contexte
d’apprentissage, un phénomeéne connu sous le nom d’ « amnésie de la source » (Evans and
Thorn, 1966). Ce phénomeéne permet de mettre en évidence une dissociation entre
augmentation des performances (mémoire implicite) et mémoire consciente de la cause de
cette augmentation (mémoire explicite). L'ensemble de ces processus cognitifs inconscients,
entre autres, forment selon Kihlstrom l'inconscient cognitif, qui se définit alors comme
I’'ensemble des travaux routiniers effectués par le cerveau qui se font sans atteindre la
conscience. Si les traitements émotionnels et cognitifs sont majoritairement inconscients,
comment déterminer alors si I'émotion n’est pas simplement une forme de cognition ?
Méme si la réponse a cette question peut étre débattue, nous considererons dans cette
these les processus émotionnels et cognitifs séparément, bien qu’ils soient inévitablement
reliés. En effet, certaines lésions cérébrales peuvent altérer la capacité a attribuer une valeur
émotionnelle sans que la perception ou la mémoire ne soient touchées, comme nous allons
le voir plus tard (Downer, 1961; Kliiver and Bucy, 1936). Il arrive dans certains cas que la
valence émotionnelle soit attribuée avant que les traitements perceptifs ne soient terminés
et donc que l'objet ne soit entierement identifié. C’'est ce qui arrive par exemple lorsque
nous esquivons ou nous nous protégeons par reflexe d’un objet arrivant dans notre
direction, avant de I'avoir complétement identifié. Il faut noter également que les systémes
émotionnels sont beaucoup plus couplés avec les systemes commandant les réponses
corporelles que les systemes cognitifs. Ce couplage important engendre obligatoirement une
réponse corporelle lors de I'activation des systemes émotionnels, ce qui n’est pas toujours le

cas des systémes cognitifs.
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Par conséquent, nous nous intéresserons seulement a la partie inconsciente des
processus émotionnels, pour plusieurs raisons. Tout d’abord, I'étude des sentiments
conscients se fait chez I’humain principalement au travers du langage, qui permet au sujet
de décrire a I'expérimentateur les émotions qu’il ressent. Il est bien évidemment impossible
d’utiliser ce moyen d’étude chez les autres especes, et les études sur I'animal se basent ainsi
sur I'analyse des comportements et des marqueurs biologiques observables des émotions,
tels que l'activation d’un réseau neuronal ou la libération d’hormones, qui eux ne
permettent pas de conclure sur I'émotion percue consciemment par I’animal (ou sentiment).
Cependant ces processus émotionnels sont les mieux conservés au cours de |'évolution.
Ainsi, si la partie consciente des émotions (sentiments) est probablement propre a chaque
espéce, I'étude des processus inconscients, qui sont trés conservés au cours de |I’évolution,
et par conséquent tres similaires et maintenus au cours de celle-ci, permettra de mieux
comprendre les émotions humaines. En effet, les sentiments conscients, accessibles par le
langage et l'introspection, dépendent de structures apparues trés récemment sur 'arbre
phylogénétique. lls ne peuvent donc étre partagés par toutes les especes. Néanmoins, nous
pouvons nous poser la question de savoir quels sont les marqueurs biologiques des

émotions et comment les étudier ?

B. Biologie des émotions

Il existe trois approches complémentaires pour déterminer |'état émotionnel d'un
animal : 1) I'étude de l'expression comportementale de son ou ses émotions (arrét
comportemental ou vocalisations par exemple), 2) celle des marqueurs physiologiques
périphériques (concentration plasmatique d'hormones de stress, augmentation et variabilité
du rythme cardiaque et de la pression sanguine, réponse électrodermale, etc) et 3) I'étude
de son activité cérébrale (activation des réseaux/structures corticales et sous-corticales dans

le traitement des émotions).

1. Ala découverte du cerveau des émotions: évolution des modeéles
a) Lesyndrome de Kliiver-Bucy
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Une des premiéres approches pour étudier les mécanismes cérébraux responsables
de la gestion des émotions fut l'approche lésionnelle chez I'Homme et I'animal. Le
raisonnement est le suivant : si la lésion d’une région du cerveau supprime I'aptitude du
sujet ou de I'animal a exprimer normalement ses émotions, c’est que cette région occupe un
role fondamental dans la gestion des émotions. Ce type d’approche a permis de mettre en
évidence une distinction entre les réseaux cérébraux responsables de la perception et de Ia
mémoire, et ceux responsables des émotions. Les premiers a observer cette distinction
expérimentalement furent Heinrich Kliver et Paul Bucy (Kliver and Bucy, 1936). lls
constatérent des comportements anormaux chez des macaques ayant subi une lésion
bilatérale du lobe temporal. Ces animaux semblaient d’emblée « apprivoisés »; ils ne
présentaient jamais de réaction de colére ou de peur et s’approchaient sans hésiter de tout
ce qui les entouraient (vivants ou non, mobiles ou non). De plus, ils exploraient
spontanément avec la bouche plutét qu’avec les mains. Toutes ces observations mettaient
en évidence un manque de prudence, comportement normalement dicté par la peur de
I'inconnu. De maniere intéressante, ces animaux ne présentaient pas de déficit sensoriel ou
moteur, ce qui révélait une dissociation entre les réseaux gérant ces facultés et le ou les
réseaux encodant les émotions. lls nommerent I'effet observé « aveuglement psychique »,
aujourd’hui appelé également syndrome de Kliiver-Bucy. Une étude plus tardive a alors
montré qu’une lésion unilatérale de I'amygdale chez des macaques entrainait un syndrome
de Kluver-Bucy (Downer, 1961). Dans cette étude, les singes avaient subi une lésion du corps
calleux, faisceau de fibres qui permet la communication entre les deux hémispheres. Ainsi,
les informations traitées par un hémisphére ne pouvaient plus étre accessibles a I'autre. Une
image de serpent visible uniquement par un seul ceil était par la suite présentée, activant
ainsi spécifiquement les structures visuelles d’un seul hémisphere. Si I'image était visible par
I'hémisphere dont I'amygdale était intacte, le singe présentait normalement une réaction de
peur. A l'inverse, si 'image était présentée a I'hémisphere dont I'amygdale était lésée, les
singes voyaient bien I'image mais ne présentaient pas de réaction de peur. Des études plus
récentes chez I’humain montrent des cas de syndrome de Kllver-Bucy, complet ou partiel en
cas de dommage unilatéral du lobe temporal (qui contient 'amygdale) (Bates and Sturman,

1995; Ghika-Schmid et al., 1995).
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b) Identification du réseau des émotions: circuit de Papez et
systeme limbique

Quelques temps avant les travaux de Kllver et Bucy, la stratégie Iésionnelle a permis
a Bard et Cannon d’identifier chez le chat I’hypothalamus comme une région clef dans les
émotions, plus particulierement dans I’émotion de rage (Bard, 1929). lls constaterent qu’en
I'absence d’hypothalamus, des chats ne présentaient de réaction émotionnelle qu’en cas de
stimulus tres intense. lls proposérent que I’hypothalamus envoie I'information émotionnelle
au cortex via des fibres ascendantes, et simultanément au SNA par des fibres descendantes.
Ainsi, la ou James propose que ces voies sont activées en série et que 'activation des voies
ascendantes est une conséquence de celle des voies descendantes, Bard et Cannon pensent
gue les deux processus ont lieu en paralléle. Selon eux, nous fuyons I'ours et nous sentons
effrayé de maniére indépendante. En 1937, James Papez réalisa une méta-analyse des
connaissances sur les réseaux cérébraux responsables des émotions, et proposa le célebre
« circuit de Papez » comme réseau cérébral responsable des émotions. Il reprend I'idée de
Bard et Cannon selon laquelle I'information émotionnelle est envoyée en parallele depuis
I’hypothalamus vers le cortex et vers le SNA, mais integre d’autres structures dans son
réseau, qui a pour point de départ le thalamus et possede deux voies : la voie de la pensée,
responsable de la partie consciente des émotions allant directement du thalamus vers le
cortex, et la voie des émotions, responsable de la partie inconsciente, du thalamus vers
I’hypothalamus (figure 3). La voie de la pensée inclut les cortex sensoriels puis le cortex
cingulaire, région du cortex préfrontal médian. La partie médiane du cortex, également
appelée rhinencéphale ou cortex limbique, est selon I'anatomiste C. Judson Herrick plus
ancienne d’un point de vue phylogénétique que les régions latérales. Son role important
dans les processus olfactifs, et le fait que les espéces plus anciennes sur le plan
phylogénétique dépendent beaucoup de leur odorat pour les comportements émotionnels
tels que l'alimentation ou la reproduction, amena Herrick a lui donner un role important
dans les processus émotionnels (Herrick, 1933). Une autre évidence d’un r6le du cortex
préfrontal dans les émotions est le cas de Phineas Gage, un contremaitre des chemins de fer
aux Etats-Unis. En 1848, lors de la construction d’une ligne, une barre de fer lui perfore le

crane, causant de graves dommages principalement localisés au lobe frontal gauche (Ratiu
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and Talos, 2004). Il survécut a la blessure mais son comportement émotionnel
changea dramatiquement : de nature calme, stable et sociable, P. Gage devint irascible et
changeant, ne pouvant pas garder un travail plus de quelques mois. Dans le circuit de Papez,
sa lésion correspondrait a une lésion du cortex cingulaire, entrainant une altération du
sentiment conscient et un déficit de controle de ses émotions par la voie descendante.
Papez inclut également I'hippocampe (HPC) dans son réseau comme un relai entre le cortex
cingulaire et I'"hypothalamus. L'HPC a par la suite été montré comme primordial dans
certains processus mnésiques et la navigation spatiale, réles que nous développerons dans la

suite de cette these.
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Figure 3 : Le circuit de Papez. L'information sensorielle d’'un stimulus émotionnel est traitée
par le thalamus, a partir duquel deux voies se détachent. La voie responsable de la réponse
émotionnelle corporelle passe par I'hypothalamus et est appelée « voie de I'émotion ». La
voie responsable de la perception consciente de I'’émotion (sentiment), passe par des
structures corticales. L'expérience émotionnelle se produit lorsque les informations
sensorielles provenant des cortex sensoriels et I'information émotionnelle provenant de

Hypothalamus
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I’hypothalamus sont intégrées dans le cortex cingulaire. On remarque également dans ce
circuit la possibilité d’agir consciemment sur la réponse corporelle émotionnelle par la voie
cortex cingulaire-hippocampe-hypothalamus. Repris de « Le cerveau des émotions »
(LeDoux ; éditions Odile Jacob ; 2005).

Dans ce circuit apparait le thalamus, structure que nous n’avons pas évoquée jusqu’a
présent et qui est aujourd’hui mieux connue. Chez le rongeur, le thalamus peut étre divisé
en trois régions majeures : les noyaux sensori-moteur dans les régions latérales du thalamus,
les noyaux limbiques et des noyaux intermédiaires faisant le lien entre les deux groupes de
noyaux (Vertes et al., 2015). Le thalamus limbique, associé aux émotions, est composé des
noyaux antérieur et médian. La partie dorsale du thalamus médian est composée des noyaux
paraventriculaire (PVT) et médiodorsal (MD). Ces noyaux sont fortement connectés avec des
structures impliquées dans le traitement des émotions telles que I'amygdale (Vertes and
Hoover, 2008) ou le noyau accumbens, et sont par conséquent trés impliqués dans les
comportements émotionnels comme I'anxiété, la récompense ou la recherche de nourriture
(Kirouac, 2015; Matzeu et al., 2014). Il a de plus été montré qu'ils jouent un réle crucial dans
I'expression d'une mémoire de la peur (Do-Monte et al., 2015; Li et al., 2014; Penzo et al.,
2015). Les noyaux reuniens (Re) et rhomboide forment la partie ventrale du thalamus
médian. Il s’agit de noyaux associatifs qui forment la source d’afférences sous-corticales
principale du cortex préfrontal médian (CPFm). Méme si aucun lien direct entre thalamus et
HPC n’apparait dans le circuit de Papez, des travaux plus récents montrent qu’ils sont
fortement connectés (Cavdar et al., 2008; Dolleman-Van der Weel et al., 1997; McKenna and
Vertes, 2004; Su and Bentivoglio, 1990). Le thalamus serait ainsi le principal relai
anatomique et fonctionnel entre I’'HPC et le CPFm, notamment via le Re, dans lequel les
méme neurones recoivent des afférences de I’'HPC et projettent vers le CPFm (Eleore et al.,
2011; Varela et al., 2014). Bien que les connaissances aient progressé en de nombreux points
sur le sujet, notamment sur le détail des réseaux cérébraux impliqués, ce circuit de Papez
reste aujourd’hui encore une base importante dans notre compréhension des émotions.
MaclLean a repris les travaux de ses prédécesseurs et proposa en 1952 le concept de
« cerveau limbigque » comme cerveau des émotions, concept encore trés présent de nos
jours (Maclean, 1952). Pour MacLean, les régions olfactives, et notamment le rhinencéphale,

sont primordiales dans le traitement des émotions. Il constate que chez les animaux plus

30



primitifs, le rhinencéphale est également une région motrice, expliquant la dominance de
comportements affectifs. Au fil de I'évolution, les fonctions motrices sont devenues de plus
en plus dépendantes des structures néocorticales, permettant ainsi un contréle conscient
sur les actions, pouvant aller a I'encontre de ce qui est dicté par le rhinencéphale. Un autre
argument en faveur de l'implication de ce cortex dans les émotions est l'importance de
I'association entre sensations du monde extérieur et sensations viscérales dans la genese
des sentiments. Etant donné ses connexions avec le néocortex ou avec les structures
viscérales telles que I'hypothalamus, le rhinencéphale est un bon candidat pour cette
fonction, comme nous pouvons |'observer dans le circuit de Papez, qui proposait le cortex
cingulaire comme structure associative entre informations viscérales et extérieures. Les
résultats des travaux de Kliver et Bucy qui sont intégrés par MaclLean dans son modéle
suggerent que le lobe temporal est la piéce maitresse des émotions. Dans ce modele,
I’"hippocampe (HPC) est la structure centrale d'association du systeme limbique (figure 4).
L'HPC y apparait comme une sorte de clavier émotionnel en raison de |'organisation tres
ordonnée de ses cellules pyramidales (MacLean, 1949). MaclLean avait en commun avec
James l'idée que l|'expérience émotionnelle était le fruit de [linteraction entre les
informations corporelles et extérieures. L'HPC était pour lui l'interface permettant cette
interaction. Son hypothése était que I'organisation cytoarchitectonique simple de I’'HPC ne
lui permet pas de traiter les informations complexes telles que le langage, mais « pourrait
avoir la capacité de participer a un type de symbolisme non verbal ». Il serait donc une
structure associative des informations viscérales et sensorielles, informations qu'il
transmettrait ensuite au néocortex pour permettre une analyse de plus haut niveau formant
I'expérience émotionnelle consciente, disponible a l'introspection (figure 4). Le cerveau
limbique de Maclean (originellement baptisé cerveau viscéral) comprend également les
structures du circuit de Papez, auxquelles s’ajoutent le cortex préfrontal (CPF), le septum et

I'amygdale (Amy).
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Figure 4 : Le r6le central de I'hippocampe dans le systeme limbique de MacLean. La piece
maitresse du systéme limbique de Maclean est I'hippocampe, symbolisé ici par un
hippocampe marin. Les informations externes (sensorielles) et internes (viscérales) y sont
intégrées pour former I'expérience émotionnelle. L'information issue de cette intégration
est ensuite transmise au néocortex pour des traitements de plus haut niveau. HYP:
hypothalamus (Reproduit de MacLean, 1949, Psychosomatic Medicine)

Par la suite, MacLean introduisit le concept de cerveau triunique, prolongement de la
théorie du cerveau limbique. Pour lui, le cerveau serait évolutivement divisé en trois parties :
la premiére, plus ancienne d’un point de vue évolutif, serait le cerveau reptilien (striatum et
ganglions de la base) responsable des émotions primitives telles que la peur et I'agressivité.
La deuxiéme serait le cerveau paléomammalien, correspondant au systeme limbique. Enfin,
le cerveau mammalien composé majoritairement du néocortex, serait plus étroitement relié

a la cognition.

Malgré son importance dans |'histoire de la science des émotions et les perspectives
de recherche qu'il a ouvertes, le systéme limbique de Maclean possede des défauts qui le
rendent aujourd'hui obsolete. Premierement, il a été montré que des structures
structurellement et fonctionnellement analogues au néocortex sont présentes dans les
espéces qu'il qualifiait de primitives (Glenn Northcutt and Kaas, 1995). D'autre part,
certaines structures du systeme limbique, telles que I'HPC, semblent impliquées dans des
taches cognitives de plus haut niveau, comme notamment de nombreuses formes de

mémoire (Squire, 1992; Squire et al., 2004). Enfin, I’hypothése du systeme limbique, ainsi
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gue I'ensemble des théories présentées plus haut cherchaient a identifier un réseau unique
responsable de I'ensemble des émotions. Or, s'il est possible de rassembler
conceptuellement les différents comportements émotionnels, il est trés possible que

différents réseaux soient impliqués dans différentes émotions.

c¢) Plusieurs systéemes émotionnels ?

Une méta-analyse récente des données d'IRM fonctionnelle chez I'Homme suggere
des patterns d'activité différents en fonction de I'émotion ressentie (Kragel and LaBar, 2016).
Dans cette étude, les auteurs ont utilisé une méthode d'inférence inverse (multivoxel
pattern analysis ou MVPA) décrite précédemment, qui permet de prédire ['état
physiologique du sujet en fonction de |'activité cérébrale (Yarkoni et al., 2011). Grace a cette
méthode appliquée sur plus de 600 études, les auteurs ont identifié les patterns d'activité
amygdalienne (intensité des voxels observés en signal BOLD (Blood Oxygen Level
Dependant)) permettant de prédire les états de peur, d'excitation ou de déplaisir chez des
sujets humains (figure 5). Leurs résultats montrent que si certains voxels sont activés dans
les trois états, la carte d'activation globale de I'amygdale différe selon I'état (figure 5A). De
plus, l'intensité des voxels impliqués dans les trois types d'émotion n'est pas corrélée d'un
état a l'autre, suggérant également une différence de pattern d'activation en fonction de
I'état émotionnel, au sein méme des régions communes aux différents états étudiés (figure
5B). L'activation de ces régions communes aux trois émotions ne serait donc pas un

marqueur de systeme commun.
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Figure 5 : Les différents profils d'activation de I'amygdale en cas de peur, d'excitation ou
de déplaisir. A. Cartes d'activation de la région amygdalienne chez I'Homme issues d'une
méta-analyse utilisant la méthode de multivoxel pattern analysis (MVPA) en fonction de
I'état émotionnel de peur, d'excitation ou de déplaisir. Les couleurs représentent les z-scores
en fonction de I'état et sont additives. Le blanc représente les voxels activés dans les 3 états.
Malgré des régions communes activées, on remarque une carte d'activation différente pour
chaque état. B. Corrélations de l'intensité d'activation des voxels blancs (activés dans les 3
états) d'un état a l'autre. Aucune corrélation significative n'est observée, suggérant un
pattern d'activité de ces régions différent en fonction de I'état. Repris de Kragel et LaBar,
Cell, 2016.

Une revue des résultats chez 'Homme, le singe et le rat suggére que I'amygdale est
également impliquée dans les processus liés a la récompense, mais releve également que
des neurones différents coderaient pour les émotions négatives et la récompense (Murray,
2007). Ces études suggerent donc que différentes émotions sont traitées par des réseaux
cérébraux distincts se superposant en partie. Cependant, les méthodes d'investigation ainsi
qgue la classification des émotions utilisée peuvent conduire a de grandes différences dans
les résultats, a I'image de la littérature concernant le cortex orbitofrontal (COF). Le COF
adresse des projections réciproques a I'amygdale (Amy), région clef dans le traitement des
émotions. Cette région est impliquée dans la régulation des émotions et la prise de décision
liée a la récompense (Baxter et al., 2000; Izquierdo et al., 2004; Murray and lzquierdo, 2007;
O’Doherty, 2007; Padoa-Schioppa and Assad, 2006, 2008) et dans la régulation des réponses
affectives aux stimuli (Izquierdo et al., 2005; Kalin et al., 2007; Machado and Bachevalier,

2007). Certaines populations neuronales du COF sont activées lors de la récompense ou de
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stimuli annonciateurs de celle-ci (Kennerley et al., 2008; Schoenbaum et al., 1998; Thorpe et
al., 1983; Tremblay and Schultz, 1999) et répondent différemment en fonction de l'intensité
de la récompense (Morrison and Salzman, 2009; Wallis and Miller, 2003). Etant donné son
implication dans la réponse aux stimuli affectifs, une étude a examiné si le COF joue un rble
dans la distinction entre valence positive et négative. Une étude d'IRMf chez 'Homme a mis
en évidence l'activation des méme régions du COF et de I'amygdale lorsque de la peur, de la
tristesse ou de la joie sont élicitées chez les sujets (Wilson-Mendenhall et al., 2013).
L'activation du COF est également corrélée positivement a la valence de I'émotion (plus
I'émotion est positive, plus le COF est activé). Tout comme dans |'étude de Kragel et LaBar,
ces résultats suggérent que bien que des régions communes soient activées pour des
émotions différentes, leur pattern d'activité est différent en fonction de la valence de
I'émotion, mais également de son intensité. Une étude électrophysiologique de l'activité
unitaire de neurones du COF de macaques a montré que leur activité est modulée lors de la
présentation d’un stimulus aversif, mais aussi d’un stimulus appétitif (Morrison and Salzman,
2009). Par ailleurs, deux profils de neurones se détachaient : des neurones déchargeant
préférentiellement pour un stimulus appétitif (appelés neurones "positifs") et des neurones
déchargeant préférentiellement pour un stimulus aversif (neurones "négatifs"). De maniere
intéressante, I'augmentation de la fréquence de décharge des neurones positifs était reliée a
I'intensité de la récompense. D'autres études avaient suggéré auparavant que les méme
neurones du COF codent a la fois les stimuli appétitifs et aversifs (Hosokawa et al., 2007;
Thorpe et al.,, 1983). Ainsi, on observe également au niveau cellulaire des populations
neuronales communes au traitement des informations aversives et appétitives. Cependant,
I'existence de différents profils d'activation des neurones suggere que différentes émotions

sont encodées de maniere différente.

Les résultats actuels ne permettent donc pas d'affirmer avec certitude si différentes
émotions sont ou non traitées par différents réseaux, ou si un systeme limbique unique
prend en charge I'ensemble des émotions. Cependant, les différences d’activité neuronale
observées dans les études citées nous amenent a considérer différents réseaux supportant
les différentes émotions. Nous présenterons maintenant les connaissances sur les substrats
neurobiologiques des deux émotions qui nous ont intéressées au cours de cette thése : Ia

peur et I'anxiété.
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2. La peur et I'anxiété : les moteurs de la survie conservés au cours de
I’évolution.

a) L'émotion primitive de survie : la peur

La peur est I'émotion principale prenant place lorsqu'un danger potentiel pour la
survie ou l'intégrité physique de l'individu est détecté. Dans ce contexte elle doit étre
distinguée de la « peur sans objet » de certains états d’angoisse ou d’anxiété. La peur
correspond a un comportement de défense qui permet une réaction automatique adaptée
au danger (généralement fuite ou combat, flight or fight), augmentant ainsi les probabilités
de survie de l'individu. Ce type de comportement a évolué indépendamment des sentiments
conscients, ce qui implique qu'un animal en danger exprimant de la peur n'en est pas
forcément effrayé pour autant. Encore une fois, nous nous intéresserons ici aux mécanismes
inconscients permettant I'expression du comportement, et non au sentiment conscient de
peur. Cette émotion est particulierement intéressante a étudier car il s’agit d’une des
émotions les plus ancestrales, présente avec des expressions similaires chez I'’ensemble des
animaux. Isaac Marks a catégorisé les différentes réponses comportementales de peur de la
maniére suivante : le retrait (fuite), I'immobilité, I'agression défensive ou la soumission
(Marks, 1987). Les travaux de Caroline et Robert Blanchard ont mis en évidence des
comportements tres similaires chez 'Homme et le rat en cas de danger, notamment
I'immobilisation caractéristique en cas de danger potentiel non localisé (D C Blanchard and
Blanchard, 1988). Le fait que ces expressions comportementales soient communes entre
individus mais également entre especes nous conduit a penser qu’un codage génétique soit
commun (au moins en partie) aux comportements de peur, et donc que des mécanismes
neuronaux trés similaires soient sous-jacents a ces processus. Une tache comportementale
bien connue pour étudier la peur chez 'Homme et I'animal est le conditionnement de peur
(CP). Il s’agit d’un apprentissage associatif de type pavlovien dans lequel un stimulus
originellement non émotionnel devient une source de peur chez le sujet. La seule
présentation du stimulus entrainera par la suite une réponse de peur conditionnée. Nous

développerons dans une autre partie les réseaux neuronaux et les mécanismes sous-jacents
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a l'acquisition et la consolidation de ce type d'apprentissage, pour nous concentrer ici sur les

mécanismes d'expression de la peur, notamment dans le cas d'un CP.

(1) L’amygdale comme relais cérébral principal de I'’expression de
peur conditionnée

L’expression de la peur implique comme nous I'avons vu ci-dessus |'activation de
réseaux cérébraux et du SNA. Chez 'Homme, 'expression de peur aprés un CP peut
s’observer notamment par la mesure de la réponse électrodermale (augmentation de la
conductivité de la peau entrainée par la sudation), ou I'augmentation de la fréquence
cardiaque ou respiratoire. Chez le rat et la souris, I'expression de la peur conditionnée est la
plupart du temps mesurée par la quantification du comportement d’immobilisation ou
freezing. 1l s’agit d’'un arrét comportemental pendant lequel on n’observe aucun
mouvement, exception faite des mouvements respiratoires. Au niveau cérébral, ce
comportement est fortement dépendant de I'’Amy. L'Amy est une structure du lobe
temporal que Maclean intégrait au systeme limbique, et dont l'importance dans le
traitement des émotions a été montrée notamment par les travaux sur le singe de Downer
et Weiskrantz (Downer, 1961; Weiskrantz, 1956). Chez le rongeur, les travaux de Joseph
LeDoux ont permis d’accroitre considérablement les connaissances sur cette structure et son
implication dans le CP. Les connaissances actuelles placent 'amygdale comme la région
permettant I'association entre le stimulus prédictif et le stimulus émotionnel provoquant la
peur, ainsi que I'expression de la peur conditionnée (Fanselow and Poulos, 2005; Goosens
and Maren, 2001, 2001; Johansen et al.,, 2011; LeDoux, 2007, 2000; Maren, 2005).
Anatomiquement, 'amygdale peut étre subdivisée en sous-régions ou noyaux, distingués par
des criteres cytoarchitectoniques (en particulier des caractéristiques des cellules les
composant - taille, forme, organisation, densité, et signature neurochimique), et par
I’organisation des connexions qui leur sont afférentes et efférentes (figure 6A ; LeDoux,
2007). La division des noyaux amygdaliens présentée ici n’est pas la seule existante, et il est
notamment possible de subdiviser encore les différents noyaux présentés. Néanmoins, nous
utiliserons cette subdivision, qui a servi de référence pour les travaux réalisés au cours de

cette thése, en nous focalisant sur les noyaux latéral (LA), basolatéral (BLA) et central (CE).
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Le LA et le BLA, pouvant étre regroupés sous le terme de complexe basolatéral, sont
considérés par leur connexions comme les noyaux d’entrée de l'information, tandis que le
CE serait la porte de sortie permettant I'expression comportementale et physiologique de la
peur, notamment le freezing. Cette organisation entre noyaux d’entrée et de sortie implique
une certaine hiérarchisation des connexions intrinséques de I’Amy, des noyaux LA et BLA
vers le CE. Le LA recoit essentiellement les informations sensorielles simples par les
afférences provenant des thalamus et cortex sensoriels (figure 6B ;(LeDoux, 2007)). Les
informations sont ensuite transmises vers le CE, directement ou via les cellules intercalées
(ITC), cellules inhibitrices GABAergiques formant I'intermédiaire principal entre le complexe
basolatéral et le CE. Cette voie rapide de l'information permet une réaction rapide aux
stimuli, sans filtre ou traitement conscient (Rodrigues et al., 2009). De plus le LA recoit de
faibles afférences en provenance de I'HPC et du cortex entorhinal, et projette également
vers le BLA, lieu de traitement d’information plus complexe. En effet, le BLA présente de
fortes connexions réciproques avec des structures de traitement de plus haut niveau, tels
que les cortex associatifs polymodaux, les cortex entorhinal et préfrontal médian et I'HPC. Le
BLA projette également vers le noyau accumbens, structure clef dans le systeme de

récompense, et vers le CE, directement ou via les ITC.
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Figure 6 : Anatomie et connectivité de I’Amy chez le rongeur. A. Noyaux amygdaliens.
Différentes colorations montrant les noyaux amygdaliens. De haut en bas : coloration de
Nissl des corps cellulaires, révélation de I'acétylcholinestérase, coloration a I'argent des
fibres. CPu : caudate putamen ; AST : transition amygdalo-striatale ; ic : cellules intercalées ;
La: amygdale latérale; Ce: amygdale centrale; B: amygdale basolatérale. Adapté de
LeDoux, 2007, Current Biology. B. Représentation schématique des projections afférentes et
efférentes des différents noyaux amygdaliens. Les afférences sont représentées en haut (et
les efférences et leurs fonctions en bas. ITC : cellules intercalées ; CE : amygdale centrale ;
LA : amygdale latérale ; BLA :amygdale basolatérale; PVN : noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus ; PAG: substance grise périaqueducale; NA : noradrénaline; 5HT:
sérotonine ; DA : dopamine ; ACh : acétylcholine. Repris et modifié de Rodrigues et al., 2009,
Annual Review of Neuroscience.

Le traitement des informations sensorielles se fait donc en parallele dans le complexe
basolatéral, ce qui permet au CE de recevoir des informations rapides mais relativement
imprécises entrainant une réponse trés rapide au danger peu élaborée, puis des
informations traitées de maniere plus complexe, qui permettrait une adaptation du

comportement de peur si la situation I'exige. Le CE est considéré comme la voie de sortie de

39



I’Amy car il projette vers des régions directement impliquées dans les réponses de peur,
telles que le substance grise périaqueducale (PAG) responsable du freezing (LeDoux et al.,
1988). Il projette également vers I’hypothalamus, notamment le noyau paraventriculaire
(PVN ; Gray 1989) qui permet I'activation de I'axe corticotrope que nous décrirons plus tard,
vers |I"hypothalamus latéral afin d’activer le SNA (LeDoux et al., 1988), et enfin vers le noyau
du lit de la strie terminale impliqué dans I'expression de I'anxiété (Geng et al., 2016). Le CE
est majoritairement composé de neurones GABAergiques et peut étre subdivisé en deux
parties : le CE médial (CEm) et le CE latéral (CEIl). Le CEm est sous le contrdle d’une inhibition
tonique constante de la part du CEl, et la levée de cette inhibition, notamment grace aux
afférences du complexe basolatéral, permet I'expression du freezing grace a I'activation des
neurones du CEm projetant vers la PAG (Ciocchi 2010). Le CEl recoit également des
projections en provenance du noyau paraventriculaire du thalamus (PVT). Cette voie PVT —

CEl jouerait un role important dans I'expression du freezing aprés un CP (Penzo, 2015).

L’amygdale, particulierement son noyau central, est donc une région essentielle dans
I’expression de I'’émotion de peur conditionnée. Nous allons maintenant nous intéresser a la
réponse de peur elle-méme, a savoir I'expression comportementale et I'activation du SNA et

de I'axe corticotrope.

(2) Expression comportementale et périphérique de la peur

Comme nous |'avons décrit ci-dessus, il existe plusieurs types de comportements
défensifs adoptés en cas de peur qui peuvent étre classés ainsi: fuite, soumission,
agressivité et immobilité. Celui auquel nous allons nous intéresser est I'immobilité, ou
freezing, qui est observé lors d’'un CP. Il se caractérise donc par un arrét comportemental
total exception faite des mouvements respiratoires. Cette réaction d’'immobilité permettrait
de détecter plus rapidement la source de danger potentiel et de préparer les muscles a
I'action. D’autre part, il s’agit d’'une stratégie réduisant la probabilité d’étre repéré par son
prédateur. Dans le cas d’un CP, il s’agit de la seule réponse défensive disponible pour
I’'animal généralement placé dans une cage de conditionnement. En effet, aucune possibilité

de fuir n’est offerte dans cet environnement, et la source du danger n’étant pas localisable,
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I’'animal ne peut ni I'attaquer ni s’y soumettre. Il ne peut donc que s'immobiliser et tenter de
repérer une source de danger si elle se présente, afin de pouvoir y réagir de maniére
adaptée. Il est d’ailleurs possible que I'expérimentateur soit considéré comme une source de
danger lorsqu’il sort I'animal de la cage, et que dans ce contexte I'animal choisisse
I'agressivité et I'attaque. Il a été montré que ce comportement s’accompagne d’une
diminution de la fréquence cardiaque (bradycardie) (Koba et al., 2016). Il avait auparavant
été suggéré que le comportement de freezing était relié a I'activation de la PAG, tandis que
les réponses du SNA étaient dues a I'activation de I'hypothalamus latéral (LeDoux et al.,
1988). Cependant, les résultats récents de I'étude de Koba suggérent que la bradycardie
serait due a l'activation de la branche parasympathique du SNA (SNP) par la partie
ventrolatérale de la PAG (vIPAG), et que cette structure serait donc également impliquée
dans I'activation du SNA. Si les liens entre activité cérébrale et activation périphérique ne
sont pas encore clairement définis, les structures impliquées dans la réaction périphérique a

la peur sont en revanche bien connues.

L’axe corticotrope (ACt) est le systeme endocrinien majeur activé lors de la peur. Il
est constitué du complexe hypothalamo-pituitaire dans le cerveau et des glandes surrénales
au niveau périphérique. Lors de I'expression du freezing, I'activation de I'ACt est di a
I'activation du PVN par le CEm, et entraine la libération de glucocorticoides par les glandes
surrénales (Herman et al.,, 2003). Les glucocorticoides sont des hormones stéroidiennes,
dont les deux formes principales sont le cortisol chez ’'Homme et la corticostérone chez le
rongeur. Le taux plasmatique de corticostérone est régulierement utilisé comme mesure du
stress. La grande similitude entre cortisol et corticostérone, qui ne different que d’un
groupement hydroxyle, suggére encore fortement une génétique des réponses de peur trés
conservée entre espéces. L'activité de I’ACt ne suit pas un fonctionnement binaire
d’activation importante en cas de danger et d’activité nulle en I'absence de danger. Il
possede une activité basale permettant de maintenir les concentrations d’hormones proches
de I’'homéostasie, avec des variations rythmiques dépendantes du cycle circadien. Chez le
rongeur, le pic d’hormones est observé le soir, au moment du réveil, et I'heure a laquelle
survient un événement émotionnel peut donc modifier la réaction de I’'animal en fonction de
la concentration plasmatique de I’hormone. La libération de corticostérone est également

provoquée par 'activation des glandes surrénales par la branche sympathique du SNA (SNS).
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Le SNS est activé par I'action du CE sur I’hypothalamus latéral en paralléle de I’activation du
PVN. Outre I'activation des surrénales, le SNS entraine une libération de noradrénaline qui a
pour effet (entre autres) de moduler le rythme cardiaque, la fréquence respiratoire, la
contraction des muscles lisses et de diminuer I'activité du systeme digestif afin de mobiliser

les ressources pour faire face au danger.

Toutes ces réactions font donc partie de la réponse émotionnelle automatique et
inconsciente de la peur. Les informations viscérales sont ensuite renvoyées au cerveau par
voie ascendante, en passant notamment par I’Amy, puis vers le cortex, permettant |'acces a
la conscience des informations corporelles et rendant possible certains processus
d’évaluation cognitive (appraisal). Nous allons maintenant développer les processus

d’expression d’'une émotion trés proche de la peur sur beaucoup d'aspects : I'anxiété.

b) La peur du futur : I'anxiété

Dans le dictionnaire d'Oxford, I'anxiété est définie comme un sentiment d'inquiétude,
de nervosité ou de malaise a propos de quelque chose au résultat incertain. Robert Plutchik
rejoint cette position de lien entre anxiété et appréhension du futur, puisque I'anxiété serait
selon lui issue de la dyade des émotions primaires de peur et d’anticipation (Plutchik, 1980).
En effet, I'anxiété est proche de la peur dans le sens ou chacune de ces deux émotions est
une réaction a une situation potentiellement dangereuse. La différence principale réside
dans la cause : la peur est induite par un stimulus externe, tandis que l'anxiété est évoquée
en l'absence d'un stimulus du monde extérieur. La ou la réaction de peur a lieu lorsque le
stimulus est présent, I'anxiété amene a éviter a l'avance une situation potentiellement
dangereuse. Un bon exemple du lien entre anxiété et anticipation vient d'une étude réalisée
chez le rat décrite en 1957 par Calvin Hall et Gardner Lindzey (Hall and Lindzey, 1957). Dans
cette expérience, les rats subissaient un CP qui consistait en I'association d'un son et d'un
choc électrique. Cependant, il leur était possible de fuir en sautant par-dessus une barriere,
ce que les rats apprenaient a faire assez vite. De maniere intéressante, il fut remarqué que
les rats continuaient a sauter méme en I'absence de choc, dés que le son était diffusé. Ainsi,

il ne s'agissait pas d'une réponse de peur en réaction au stimulus aversif mais une
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anticipation de son occurrence, c'est-a-dire une manifestation d'anxiété. Dans ce cas, il s'agit
d'une anxiété apprise. En revanche, comme pour la peur, il en existe plusieurs formes dont
certaines sont instinctives, comme le fait d'éviter le vide par exemple. Il est intéressant ici de
noter la grande similitude entre peur conditionnée et anxiété apprise, au point qu'il est
impossible de dissocier les deux dans le cas d'un CP. En effet, la réaction de peur lors du
rappel d'un CP ne vient pas en réaction au stimulus aversif puisque celui-ci n'est pas délivré.
Il s'agit donc bien d'une réaction émotionnelle d'anticipation de son occurrence qui peut
donc également étre définie comme une réaction d'anxiété. Ceci dénote a quel point ces
deux émotions sont proches, notamment dans le cas ou I'état d'anxiété est déclenché par
une situation particuliere, ce qu'on appelle I'anxiété d'état. La ou les deux émotions different
de maniere plus marquée est en ce qui concerne l'anxiété de trait, qui se définit comme un
trait de personnalité de l'individu, et est donc plus reliée a un état émotionnel "basal" de
I'individu. Comme la peur, I'anxiété n'est pas un phénomene pathologique en soi, elle est au
contraire cruciale pour la survie de I'animal : mieux vaut prévenir que guérir. Mais une
anxiété de trait excessive est observée dans de nombreux troubles psychiatriques, et
notamment dans des cas de stress post traumatique ou dans certaines formes de dépression
gue nous décrirons plus tard. L'anxiété généralisée est par exemple une forme pathologique
de l'anxiété de trait, qui correspond a un souci excessif pour des choses sans rapport et sur
une longue période de temps. Chez le rongeur, I'anxiété de trait peut s'étudier par différents
tests comportementaux faisant appel au méme principe : une balance entre environnement
anxiogene et comportement instinctif. Lors d'un test de double compartiment par exemple,
I'environnement est divisé en deux parties : un compartiment sombre ou I'animal se sent en
sécurité, et un compartiment éclairé anxiogéne. Le comportement instinctif pousse les
rongeurs a explorer tout environnement inconnu, ce qui permet en situation normale de
découvrir une source de nourriture par exemple. Ainsi, la tendance a explorer le
compartiment clair s'oppose a |'anxiété provoquée par le fait d'y étre "a découvert", donc
vulnérable aux dangers potentiels. |l est alors possible d'observer I'anxiété de I'animal en
mesurant notamment la latence d'entrée dans le compartiment clair ou le temps passé dans
ce compartiment. Le méme principe s'applique aux tests de labyrinthe surélevé et de champ
ouvert, ou les environnements anxiogénes sont respectivement les bras ouverts du

labyrinthe et le centre de I'arene. Comme observé au niveau comportemental, la peur et

43



I'anxiété sont tres similaires dans les réseaux cérébraux et les réponses périphériques

impliquées.

(1) Le réseau cérébral de I'anxiété

En 1982, Jeffrey Gray proposa un modele de la neuropsychologie de I'anxiété basé
sur les effets des anxiolytiques sur les animaux (Gray, 1982). Il remarqua que les
anxiolytiques (benzodiazépines, barbituriques et alcool) semblaient inhiber ce qu'il appelait
un systeme d'inhibition comportementale (SIC ; figure 7). Ce systeme aurait pour fonction
d'inhiber le comportement de I'animal et d'augmenter son attention ainsi que sa vigilance en
cas de signal de punition, d'absence frustrante de récompense ou de stimulus nouveau. C'est
ce qui peut s'observer lorsqu'un animal hésite a entrer dans le compartiment clair lors d'un

test a double compartiment évoqué plus tot : son comportement exploratoire est inhibé.

Entrées - Sorties

. - Systeme o ies
Signal de punition Inhibition comportementale

) d'inhibition . L.
Signal de Augmentation de la vigilance

) comportementale . .
“non récompense” Augmentation de I'attention
Stimulus nouveau
Inhibent

Anxiolytiques

Figure 7 : Modele de fonctionnement de I'anxiété et impact des anxiolytiques. L'anxiété
serait le résultat de l'action du systeme d'inhibition comportementale, qui serait inhibé par
certains anxiolytiques. Traduit de Gray, 1982, Behavioral Brain Science.

Gray relia ensuite les effets comportementaux de ces substances anxiolytiques a leurs effets
sur l'activité cérébrale afin d'identifier les structures formant le SIC. En utilisant également
des résultats d'études lésionnelles, il pointa un role fondamental de I'hippocampe et du
septum dans cette fonction. Par la suite, de nombreuses études ont confirmé un réle

fondamental de la partie ventrale de I'hippocampe, ainsi que du CPFm et de I'amygdale dans
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I'anxiété (Adhikari et al., 2010, 2015; Likhtik et al., 2013; Padilla-Coreano et al., 2016; Sladky
et al., 2015), trois régions qui présentent des connexions anatomiques directes (Hoover and
Vertes, 2007; Maren and Fanselow, 1995; Parent et al., 2010). Il est important ici de préciser
la ségrégation anatomique et fonctionnelle faite entre la partie ventrale de I'HPC (vHPC) et
sa partie dorsale (dHPC). En effet, de nombreuses fonctions ont été attribuées a I'HPC, des
émotions (importance centrale dans le circuit de Papez et le cerveau limbique de MacLean) a
I'apprentissage, en passant par le codage spatial. Il semblerait ainsi que le large ensemble de
fonctions attribué a I'HPC soit la conséquence d’une dissociation fonctionnelle entre vHPC et
dHPC. Cette dissociation fait I'objet d'une revue (Fanselow and Dong, 2010), dans laquelle
les auteurs reprennent et développent I'hypothése des Moser selon laquelle les fonctions
émotionnelles seraient reliées au vVHPC et les fonctions plus cognitives de mémoire et de
navigation spatiale au dHPC (Moser and Moser, 1998). En effet, il a été montré chez le rat
que des lésions du dHPC mais pas du vHPC altéraient la mémoire spatiale (Moser et al.,
1995), tandis que des lésions du vHPC mais pas du dHPC altéraient la réponse au stress
(Henke, 1990). Par ailleurs, une potentialisation a long terme des réponses dans I'amygdale
(CE, LA et BLA) apres stimulation électrique a haute fréquence dans la région CA1 du vHPC
est observée in vivo chez le rat (Henke, 1990; Maren and Fanselow, 1995), soulignant une
importance de cette région dans l'activité amygdalienne, et donc dans la réactivité
émotionnelle. En plus de cette dissociation fonctionnelle, vHPC et dHPC présentent des
différences anatomiques et moléculaires. Les différences moléculaires sont résumées sur la
figure 8A. Nous décrirons les connexions anatomiques du dHPC ultérieurement pour nous
concentrer ici sur les connexions du vHPC. Chez le rongeur, le vHPC présente de fortes
connexions réciproques avec l'amygdale et I'hypothalamus via notamment I'aire CAl et le
subiculum (Cenquizca and Swanson, 2007; Kishi et al., 2000; PitkdNen et al., 2006). Plus
précisément, le vHPC projette vers le BLA, le LA et le noyau basomédial (BMA) via I'aire CA1
et le subiculum. En ce qui concerne I’Amy, le LA projette vers I'aire CA1 du vHPC alors que le
BLA projette a la fois sur les aires CA1 et CA3 (Pikkarainen et al., 1999). De plus, ces régions
du vHPC et de I'amygdale possedent des connexions réciproques avec le CPFm (Chiba, 2000;
Hoover and Vertes, 2007; Thierry et al., 2000). Ces connexions sont résumées sur la figure

8B.
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Figure 8 : Description moléculaire et
anatomique de I'hippocampe ventral de
rongeur. A. Distinction moléculaire des
domaines dorsal et ventral. Schéma
d'une coupe coronale de cerveau de
souris représentant la distribution de
plusieurs marqueurs génétiques sur |'axe
dorso-ventral dans les régions CA1 et CA3
de I'hippocampe. Les génes Wfs1 et lyd

» Wfs1 © sont exprimés respectivement dans les
» Dcn ; régions CA1l et CA3 du domaine dorsal.
. :;:Zc o Les génes Grp et Plagll sont exprimés
: respectivement dans les régions CA1l et

e Amigo % CA3 du domaine ventral. BLAp : BLA
postérieur ; BMAp : noyau basomédian

Map4k3 postérieur ; CTX : cortex cérébral ; ENTI :

¢ lyd : cortex entorhinal latéral ; PER : cortex
: :IgaagL & périrhinal ; PIR : cortex piriforme ; hf :
Coch fissure hippocampique ; rf : fissure
rhinale. (Adapté de Fanselow & Dong,

2010, Neuron). B. Diagramme

schématique des connexions

anatomiques majeures de I'hippocampe

ventral. Le domaine ventral de

MPF <> CA1v<—> SUBV <> AMY I'hippocampe présente des connexions
majeures avec beaucoup de régions

—i MEA/CEA émotionnelles. ACB : noyau accumbens ;
AMY : cortex amygdalien ; BST : noyau du
& lit de la strie terminale ; CEA : amygdale
—$BST centrale ; LSr, v : parties rostrale et
ventrale du septum latéral ; MPF : cortex

> LSr, v
ACB < €

3 v Y Y Y préfrontal médian ; SUBv : subiculum
Motivation, systémes nerveux endocrinien et autonome ventral. (Traduit de Fanselow & Dong
Hypothalamus 2010, Neuron).

Au niveau fonctionnel, le vHPC a été relié a I'anxiété par de nombreuses études. Il a
notamment été observé qu'une lésion du vHPC augmentait le nombre d'entrées dans les
bras ouverts lors d'un test de labyrinthe surélevé, et diminuait les défécations ainsi que
I'augmentation du taux de corticostérone plasmatique lors de |'exposition a une aréne
puissamment éclairée (Kjelstrup et al., 2002). Ces résultats suggerent une diminution
d'anxiété chez les animaux dont le vHPC était |ésé. En lien avec ces études, les travaux

récents d'Avishek Adhikari et Joshua Gordon réveélent une importance cruciale du réseau
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CPFm-Amy-vHPC dans l'anxiété (Adhikari et al., 2010, 2015; Likhtik et al., 2013; Padilla-
Coreano et al., 2016). En utilisant les protocoles de labyrinthe en croix et de champ ouvert
chez la souris, leurs études ont révélé une augmentation de la synchronie des oscillations de
rythme théta enregistrées en potentiel de champ local entre le vHPC et le CPFm lorsque les
animaux pénétraient dans les régions anxiogenes (bras ouverts et centre de l'aréne)
(Adhikari et al., 2010). Une critique qui peut étre adressée a cette étude est que la raison
pour laquelle les animaux entrent dans |'environnement anxiogéne est que leur anxiété
diminue, et qu'ainsi I'augmentation de synchronie serait révélatrice d'une diminution de
I'anxiété. Cependant, une autre étude révele que l'inhibition optogénétique des afférences
du vHPC vers le CPFm augmentait le nombre d'entrées dans les bras ouverts du labyrinthe
surélevé, ainsi que la distance parcourue au centre de I'aréne dans le test de champ ouvert,
révélant une diminution de |'anxiété (Padilla-Coreano et al., 2016). Le dialogue entre CPFm
et VHPC semble donc nécessaire a |'expression de I'anxiété. Enfin, il a été montré que les
connexions CPFm-Amy exergaient un controle bidirectionnel sur I'expression de I'anxiété
(Adhikari et al., 2015). Cette étude révele que les afférences de la partie ventrale du CPFm
vers le noyau basomédial de I'amygdale ont un réle dans la diminution de I'anxiété. En effet,
la stimulation optogénétique de cette voie entraine une diminution de I'anxiété tandis que

son inhibition entraine une augmentation du comportement anxieux.

Ainsi, les réseaux cérébraux de la peur et de I'anxiété se superposent largement, et il
est difficile dans certains cas de dissocier ces deux émotions, notamment dans le cas d'un
rappel de CP. Cela semble cohérent, puisqu'il s'agit dans les deux cas d'émotions ayant pour
fonction d'éviter un danger. Ces deux émotions nécessaires a la survie nécessitent
néanmoins une régulation fine, afin d'éviter le développement de troubles dus a une
réactivité émotionnelle excessive. De nombreux résultats suggerent que ces régulations de
la peur et de I'anxiété auraient lieu en grande partie au cours du sommeil, et notamment

durant le sommeil paradoxal.

1. Régulations par le sommeil paradoxal
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Comme évoqué dans la premiéere partie, le sommeil des mammiferes peut étre divisé
en deux stades principaux : le sommeil lent (SL) et le sommeil paradoxal (SP). Le fait que
I'activité de régions cérébrales liées aux émotions (Amy, HPC et CPFm) augmente pendant
les phases de SP nous laisse penser qu’une régulation des émotions existerait pendant cette
phase de sommeil. En effet, des études d’imagerie chez 'Homme ont mis en évidence une
activation de I'Amy, de I'HPC, du PFC et du tronc cérébral pendant les épisodes de SP
(Goldstein and Walker, 2014; Maquet et al., 1996; Miyauchi et al., 2009). Chez le rongeur, ce
sont les études de I'expression des genes précoces qui ont permis de mettre en évidence de
telles activations (Ribeiro et al., 1999, 2002). De plus, des études de privation de sommeil
suggerent un role, notamment du SP, dans la régulation de la réactivité émotionnelle
(Dinges et al., 1997; Minkel et al., 2012). Enfin, des enregistrements électrophysiologiques
chez 'Homme et I'animal ont montré une importance de I'activité cérébrale lors du SP, et
notamment des oscillations de rythme théta, dans la consolidation d’'une mémoire a teneur

émotionnelle (Boyce et al., 2016; Nishida et al., 2009; Popa et al., 2010).

a) Réle du sommeil dans la réactivité émotionnelle

Tout le monde a pu en faire I'expérience, le manque de sommeil influence notre état
émotionnel. Une restriction des quantités de sommeil de 33% pendant sept jours consécutifs
entraine par exemple des troubles de I’humeur mesurés par récits subjectifs (Dinges et al.,
1997). Une réactivité émotionnelle forte avec stress et anxiété face a des situations
habituellement peu stressantes a également été observée aprés une nuit de privation de
sommeil (Minkel et al., 2012). Dans cette étude, aucune influence de la privation de sommeil
concernant la réaction a un stress de plus forte intensité n'a été observée. Ce résultat
suggere que la privation de sommeil cause une diminution du seuil de détection d’un stress
fort. De maniére intéressante, plusieurs études suggerent l'existence d’une régulation
différente des émotions positives et négatives par le sommeil. Le manque de sommeil
entrainerait ainsi une exacerbation des émotions négatives par rapport aux émotions
positives (Sterpenich et al., 2007; Zohar et al., 2005). Cette réactivité émotionnelle biaisée et
exacerbée en cas de privation de sommeil pourrait s’expliquer au niveau cérébral par une

hyperactivité amygdalienne (Motomura et al., 2013; Yoo et al., 2007). En effet, |'étude de
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Yoo a montré une amplification de 60% de I'activité de I’Amy en réponse a des stimuli a
valence émotionnelle négative apres la privation d’une nuit de sommeil. De plus, une
réduction de la connectivité fonctionnelle entre I'Amy et le CPFm était également observée
dans ces études. Ce résultat pourrait expliquer I’hyperactivité amygdalienne apres privation
de sommeil. En effet, le CPFm est un régulateur majeur de l'activité amygdalienne (Goldstein
and Walker, 2014). Chez le rongeur, il a été montré que cette fonction dépend de ses
projections sur les neurones inhibiteurs de I'Amy (Likhtik, 2005). On peut donc penser que
dans des conditions normales, au repos, le CPFm atténue I’activité amygdalienne ; ce qui ne
serait plus le cas en cas de privation de sommeil. Associé a cette hyperactivité amygdalienne,
une amplification des réponses émotionnelles du SNP, telle que la variabilité du rythme
cardiaque, est observée aprés privation de sommeil (Sauvet et al., 2010; Zhong et al., 2005).
Néanmoins, les études citées ici examinent I'effet de privations totales de sommeil, et ne
permettent pas de conclure sur un role spécifique du SP dans la régulation des émotions.
Cependant, I'activation des réseaux cérébraux des émotions spécifiquement pendant le SP,
le fait que le SP soit lié a la diminution de l'activité amygdalienne lors du rappel
d’expériences émotionnelles (van der Helm et al, 2011) et les caractéristiques
neurochimiques particulieres du SP (notamment son tres faible taux de libération
noradrénergique), suggérent que celui-ci pourrait avoir un réle de premier plan dans la
régulation des émotions ayant lieu au cours du sommeil. Par ailleurs, des privations
spécifiques de SP révelent un role du SP dans la régulation des émotions. Chez I'Homme, le
premier rapport d'influence d'une privation de SP fut établi par William Dement (Dement,
1958). Il remarqua I'émergence d'un profil comportemental complexe aprés privation de SP :
les sujets étaient plus anxieux, et présentaient une impulsivité ainsi qu'un déficit d'attention.
Chez I'animal, les résultats concernant les effets d'une privation de sommeil total ou
paradoxal sont beaucoup plus variables (pour une revue des connaissances générales sur le
sujet, voir Pires et al., 2015). En effet, certaines études montrent un effet anxiogene d’un
privation de sommeil (Kumar and Kalonia, 2007; Nair et al., 2011; Pires et al., 2015; Silva et
al., 2004), tandis que d'autres révelent un effet anxiolytique ou pas d'effet (Pokk and Vaili,
2002; Zielinski et al., 2013). Dans leur revue, Pires et Andersen spécifient que sur 41 études
recensées sur l'influence d'une privation de sommeil sur l'anxiété chez le rongeur, 35%
d’entre elles révelent un effet anxiogene et 50% révelent au contraire un effet anxiolytique.

Une raison invoquée pour expliquer cette grande variabilité des études sur le rongeur est la
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validité des tests comportementaux d'anxiété, a I'image du test du labyrinthe surélevé. En
effet, ce test n’évalue pas uniquement l'anxiété car l'impulsivité des animaux entre
également en jeu dans l'exploration des bras ouverts. Or, Dement avait remarqué une
augmentation de l'impulsivité des sujets suite a une privation de SP. Ainsi, la disparité des
résultats des études sur le rongeur pourrait étre due au fait que les animaux présentent une
amplification de I'anxiété mais également de leur impulsivité apres privation de sommeil
et/ou de SP. Les tests actuels ne permettraient pas de dissocier efficacement ces deux
parameétres. D'autre part, plusieurs méthodes de privation de sommeil existent, et certaines
peuvent étre elles-mémes tres stressantes (Pokk and Vali, 2001; Rasch and Born, 2013). Le
choix de la méthode de privation utilisée est donc crucial pour évaluer I'impact du sommeil
dans les émotions. Cependant, si les méthodes d'investigation dans ce domaine méritent
encore d'étre améliorées afin de déterminer le réle exact du sommeil dans la réactivité
émotionnelle chez le rongeur, ces études révelent indéniablement un effet des privations de
sommeil sur le comportement émotionnel des animaux. Par ailleurs, les évidences d’un réle
du SP dans la gestion des émotions aprés un évenement émotionnel, et notamment dans la

consolidation de la mémoire émotionnelle, sont nombreuses chez I’'Homme et I'animal.

b) Réle du SP dans la consolidation de la mémoire émotionnelle

Plusieurs observations indiquent un role du SP dans la consolidation (processus ayant
lieu aprés |'apprentissage et renforcant la mémoire de celui-ci) d’'une mémoire
émotionnelle. Premierement, une augmentation des quantités de SP est observée plusieurs
heures, voire plusieurs jours, aprés un apprentissage émotionnel (Fishbein et al., 1974;
Hennevin et al., 1974; Leconte and Hennevin, 1973; Portell-Cortés et al., 1989; Smith et al.,
1974, 1977, 1980). Dans certains cas, le stress engendre au contraire une diminution des
quantités de SP, s’il s’agit d’un stress plus fort (Kim and Dimsdale, 2007) et/ou inévitable
(Sanford et al., 2010). En effet, I'étude de Sanford révéele une diminution des quantités de SP
dans le cas d'un choc électrique inévitable, alors qu'une augmentation était observée dans le
cas d'un choc évitable. Cependant, bien que révélant I'importance du type d'évenement

émotionnel dans les modifications du SP, cette étude utilisait une souche particuliere de
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souris présentant une diminution de SP particulierement importante apres un stress. Ceci
pourrait expliquer le fait que la majorité des autres études observent une augmentation de
SP apres un CP. De plus, le temps écoulé entre I'apprentissage et la quantification des états
de vigilance est de toute premiere importance. En effet, les animaux ont une latence
d'endormissement importante apres un CP. Ainsi, on observe initialement une diminution
des quantités de sommeil entre 0 et 4 heures aprés un CP, alors qu'une augmentation serait
observée pour une fenétre d'observation plus tardive. Une autre évidence d'un role du SP
dans la consolidation de la mémoire émotionnelle est qu'une privation de SP aprés un CP
entraine une diminution des quantités de freezing de rats testés lors d’un rappel 24 heures
aprés ce conditionnement (Ravassard et al., 2015, 2016). Enfin, un role prépondérant des
oscillations de rythme théta au cours du SP post-apprentissage dans la consolidation d’'un CP
a été mis en évidence par deux études chez la souris et le rat (Boyce et al., 2016; Popa et al.,
2010). En effet, I'étude de Boyce révele que l'inhibition optogénétique des oscillations de
rythme théta au cours du SP aprés un CP provoque une altération importante de la mémoire
lors du rappel. L'étude de Popa et collaborateurs révele également que pendant le SP post-
apprentissage, la cohérence de rythme théta (une signature de la connectivité fonctionnelle
entre structures) entre le BLA et I'HPC, et le BLA et le CPFm, est corrélée positivement aux
performances des rats lors du rappel d'un CP. Une limite a l'interprétation des études
s'intéressant au lien entre SP et consolidation d'un CP est que ce comportement ne permet
pas de dissocier la part implicite de la part explicite de la mémoire. En effet, il est possible
gue la diminution de réponse de peur conditionnée observée soit due a une altération de la
part non émotionnelle de la mémoire et que I'animal ne reconnaisse simplement plus le
stimulus conditionné. Une étude récente révele que les modifications de SP aprés un stress
seraient dépendantes de I'Amy, suggérant un lien fort entre le SP et la part émotionnelle de
la mémoire (Wellman et al., 2014). Un indice supplémentaire de I'influence du SP sur la part
émotionnelle de la mémoire pourrait venir de I'importance du SP dans les processus
d’extinction d’un CP chez I’'Homme et I'animal (Fu et al.,, 2007; Silvestri and Root, 2008;
Spoormaker et al., 2012). Le processus d’extinction consiste en la répétition d’un stimulus
conditionné sans le stimulus aversif, qui conduit a la disparition (« extinction ») de la réponse
de peur conditionnée. Le fait que le SP joue un role a la fois dans la consolidation mais aussi
dans I'extinction d’un CP suggere qu’il serait important dans I'attribution de la valence

émotionnelle d’un stimulus, et ainsi dans la discrimination future entre stimuli aversifs et
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stimuli non aversifs. Cette hypothése est appuyée par une étude récente de CP chez
I'Homme (Menz et al., 2013). Les résultats de cette étude révélent une mauvaise
discrimination entre un stimulus associé a un choc électrique (CS+) et un stimulus neutre
(CS-) si les sujets n‘ont pas dormi la nuit suivant le conditionnement. L'indice de
discrimination utilisé ici était I'intensité de réponse de peur conditionnée (augmentation de
la conductance de la peau). Dans cette étude, la différence de réponse entre présentation du
CS+ et du CS- était positivement corrélée aux quantités de SP effectuées par les sujets lors

de la nuit, suggérant un réle du SP dans I'attribution de la valence émotionnelle des stimuli.

En résumé, il semblerait que le SP soit favorable au renforcement des mémoires
émotionnelles puisqu'il permet de meilleures performances lors du rappel de ce type de
mémoire. Ces performances sont évaluées par ['expression comportementale et
physiologique de I'émotion, comme le taux de freezing dans le cas du CP chez le rongeur. Par
ailleurs, le SP semble entrainer une diminution de la réactivité émotionnelle, c'est-a-dire une
diminution de I'expression des émotions. Ces observations nous amenent donc a envisager
I’existence d’un rdle paradoxal du SP: celui-ci renforcerait d’'une part I'expression des
mémoires a composante émotionnelle, mais diminuerait d’autre part l'intensité de cette
composante émotionnelle. En effet, un processus ayant lieu au cours de la consolidation
d’'une mémoire émotionnelle est la diminution du tonus émotionnel a trés long terme
(plusieurs semaines ou mois) associé a la mémoire, observable notamment par la diminution
de l'activité amygdalienne (Dolcos et al., 2005). Matthew Walker propose que cette
diminution du tonus émotionnel soit dépendante du SP au travers de son hypothese Sleep to
Forget and Sleep to Remember (SFSR) (Goldstein and Walker, 2014; Walker and van der
Helm, 2009) (figure 9).
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Figure 9 : Hypothése Sleep to Forget, Sleep to Remember. La mémoire émotionnelle est
enveloppée d’une couverture (tonus) émotionnelle, qui disparait avec le temps. La théorie
SFSR propose que les épisodes de SP jouent un role primordial dans ce processus en
permettant « I'oubli » du tonus émotionnel tout en renforgant la mémoire elle-méme.
Traduit de Goldstein and Walker, 2014, Annual Review of Clinical Psychology.

Cette hypothése propose donc que le SP ait un role fondamental dans la consolidation d'une
mémoire émotionnelle en renforgant la part explicite/déclarative de cette mémoire (Sleep to
Remember) tout en diminuant le tonus émotionnel qui lui est associé (Sleep to Forget). Une
étude de I'équipe de Walker semble conforter cette hypothese en révélant une diminution
de l'activité amygdalienne liée au SP post-apprentissage lors du rappel d'une mémoire
émotionnelle (van der Helm et al.,, 2011). Cette hypothése se base également sur les
observations cliniques qui montrent une concordance entre d’une part des troubles
psychiatriques tels que le désordre de stress post-traumatique ou la dépression majeure, et
d’autre part des altérations du SP. Cette hypothése intéressante a donc beaucoup
d’arguments indirects en sa faveur (réles du SP dans : (1) la diminution de la réactivité
émotionnelle, (2) la diminution de I'activité amygdalienne et (3) dans la consolidation des
mémoires émotionnelles ; observations cliniques de la comorbidité de troubles de I'humeur

et du SP), mais n’a pas encore été validée directement dans un cadre expérimental. S'il est
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probable que le SP entraine une diminution du tonus émotionnel dans certains cas, il est non
moins probable que cette regle ne s’applique pas dans tous les cas car, comme on a pu le
voir, le stress peut avoir des effets opposés sur les quantités de SP selon si celui-ci est de
faible ou forte intensité (Kim and Dimsdale, 2007). Une étude récente suggere d’ailleurs que
le tonus émotionnel serait préservé plutot que réduit au cours du SP (Groch et al., 2013). Il
est donc prudent d’affirmer que le réle double du SP dans de potentiels phénoménes de
consolidation et d’oubli simultanés tels que ceux proposés par I’hypothése SFSR reste donc
pour le moment hypothétique. En revanche, les divers travaux que nous avons mentionnés
dans ce paragraphe montrent que le SP pourrait avoir une fonction avant, mais aussi apres
I'expérience émotionnelle. Premieérement, nous avons vu que I'état émotionnel dans lequel
se trouve un individu au moment de I'expérience émotionnelle dépend des quantités de SP
des heures et des jours précédents cette expérience ; celles-ci conditionneraient donc la
perception émotionnelle qu’il a de I’'évenement. Mais nous avons aussi vu que le SP pourrait
influer sur la consolidation de la mémoire émotionnelle, méme si la fonction exacte du SP
sur ce phénomene reste a définir : renforce-t-il la composante émotionnelle ou la diminue-t-
il 7 A-t-il un réle dans la stabilisation de la valence émotionnelle d’un stimulus ? Ces
guestions restent en suspens, mais ne remettent pas en cause I'implication de SP dans ces
processus. D’autre part, les mécanismes responsables de cette régulation restent encore a

identifier.

(1) Régulation des émotions pendant le SP : du systémique au
moléculaire

Les mécanismes de régulation des émotions dépendants du SP peuvent s'étudier a
différents niveaux. Les études d'imagerie permettent une vision d'ensemble de |'activité des
structures. Avec ces méthodes, I'activation de structures cérébrales centrales dans le
traitement des émotions telles que I'Amy et le CPFm, ainsi que leur connectivité
fonctionnelle a été mise en évidence (Maquet et al., 1996; Miyauchi et al., 2009; Nir and
Tononi, 2010). La communication entre structures par leur connectivité fonctionnelle peut
également étre étudiée par les méthodes électrophysiologiques. De telles études ont

notamment mis en évidence l'importance des oscillations de rythme théta dans la
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consolidation d'une mémoire émotionnelle chez I'animal, comme nous l'avons déja évoqué
(Popa et al., 2010), mais également chez 'Homme (Nishida et al., 2009). L'étude de Nishida
montre en effet chez ’'lHomme une corrélation positive entre d’'une part les performances
lors du rappel d'une mémoire émotionnelle déclarative, et d’autre part les quantités de SP,
mais aussi la puissance de I'activité théta enregistrée dans le CPFm lors du SP qui fait suite a

cet apprentissage.

Une autre signature électrophysiologique du SP chez le rongeur est la présence
d’oscillations pontiques (originellement découvertes chez le chat et baptisées vagues ponto-
géniculo-occipitales (PGO)). Ces évenements phasiques en provenance du tronc cérébral se
dirigent notamment vers I'Amy et I'HPC et ont été montrés comme importants dans les
processus de consolidation et d’extinction d’une mémoire émotionnelle (Datta and
O’Malley, 2013; Datta et al., 2008). Ces vagues, et notamment celles dirigées vers I'Amy,
pourraient donc jouer un role dans l'attribution de la valence émotionnelle d'un stimulus.
L'Amy semble en effet étre un lieu de plasticité synaptique au cours du SP puisque la
phosphorylation de CREB ainsi que I'expression de Zif268, deux facteurs de transcription
centraux dans la plasticité synaptique, semblent étre favorisées par le SP dans cette
structure, notamment aprés un apprentissage émotionnel (Datta et al., 2008; Pinho et al.,
2013). Cette activation de mécanismes de plasticité, associée au fort tonus cholinergique
caractéristique du SP, pourrait rendre les neurones de I'Amy, notamment les interneurones
GABAergiques, sensibles aux modifications. Il a en effet été montré que I'ACh augmente in
vitro la fréquence de décharge des neurones GABAergiques de I'Amy, notamment en
direction des neurones pyramidaux (Zhu, 2005). Une autre étude suggere que cette
activation des interneurones par I'ACh entrainerait une diminution globale de I'excitabilité
de I'Amy (Pidoplichko et al., 2013). De plus, il a été montré au niveau comportemental que
I'activation de la transmission cholinergique pouvait produire un effet antidépresseur et
anxiolytique, suggérant la encore une diminution du tonus amygdalien par le

neuromodulateur principal du SP (Graef et al., 2011).
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Figure 10 : Schéma de I'activité du réseau émotionnel HPC-CPFm-Amy au cours du SP. Les
oscillations de rythme théta ainsi que les vagues PGO permettraient la mise en place de
mécanismes de plasticité synaptique dans les interneurones de I'amygdale. La composition
particuliere du milieu en neuromodulateurs, ainsi que I'inhibition par le cortex préfrontal
permettraient la diminution de I'activité amygdalienne. PGO : vagues pontiques; Amy :
amygdale ; HPC : hippocampe ; CPFm : cortex préfrontal médian. Adapté de Genzel et al.,
2015, Neurobiology of Learning and Memory.

En résumé, de nombreuses études faites chez I’'Homme et I'animal révelent une forte
interaction entre émotions et SP, qui semblent se moduler I'un 'autre. Cette interaction
semble étre le fruit d’une réactivation des réseaux émotionnels au cours des épisodes de SP.
La mise en place d’'un dialogue entre structures émotionnelles grace notamment aux
oscillations de rythme théta, ainsi que le milieu neuromodulatoire particulier au SP (faible
concentration en noradrénaline et forte concentration en acétylcholine) rendraient ces
réseaux sensibles aux modifications apportées par des processus de plasticité synaptique.
L'ensemble de ces modifications aurait pour fonction de réguler I’état émotionnel global en
diminuant notamment I'activité amygdalienne et en favorisant la consolidation a long terme
des aspects explicites/déclaratifs de I’expérience originellement émotionnelle. Ainsi,
progressivement aprés récurrence des épisodes de SP, les souvenirs seraient délestés du
tonus émotionnel qui leur était associé (Goldstein and Walker, 2014). Cependant, les

mécanismes mis en jeu et I'influence exacte du SP sur les émotions semblent complexes,
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comme suggéré par la diversité des résultats sur I’'animal. Aujourd’hui, I’étude des nombreux
troubles psychiatriques liés a des troubles de I'lhumeur et a des altérations du SP semblent

étre particulierement pertinente pour mieux comprendre ces processus.

c¢) Régulation anormale des émotions dans les troubles
psychiatriques : liens possibles avec le SP ?

Les nombreuses évidences évoquées ci-dessus d’un lien étroit entre SP et régulation
des émotions suggerent qu’un dysfonctionnement de l'un entrainerait également des
atteintes de I'autre. Cette prédiction se vérifie dans nombre de troubles psychiatriques, a
I'image du syndrome de stress post-traumatique (SSPT). Le SSPT est une forme pathologique
de la mémoire émotionnelle faisant suite a une expérience traumatisante, et conduisant une
réaction excessive de peur du sujet, en réaction a un ou des stimuli correspondant a un ou
des éléments du contexte du traumatisme, mais pas nécessairement prédictifs du choc
traumatique en lui-méme (le bruit de moteur d'un hélicoptére pour un vétéran de guerre
par exemple). Le travail de Ross et collaborateurs a suggéré un lien étroit entre SSPT et SP en
soulignant notamment une augmentation des cauchemars pendant le SP, une augmentation
de la densité des mouvements oculaires pendant cet état de sommeil, et une augmentation
des quantités de SP associée a une diminution de la latence d’entrée en SP (Ross et al.,
1989). Cependant ces atteintes du sommeil pourraient représenter au contraire un facteur
de risque, une susceptibilité particuliere a I'exposition a un stress. Ainsi ces résultats restent
controversés notamment parce qu’il n’existe pratiquement pas d’études longitudinales dans
ce domaine (Germain, 2013). Un autre trouble psychiatrique qui nous a tout
particulierement intéressés au cours de cette these est la dépression majeure (DM). Les
patients atteints de DM présentent généralement une augmentation des quantités de SP,
ainsi qu’une latence d’entrée en SP diminuée et des épisodes de SP plus longs (Armitage,
2007; Buysse, 2004; Franzen and Buysse, 2008; Gottesmann and Gottesman, 2007; Palagini
et al., 2013; Tsuno et al., 2005). De maniére intuitive, on peut donc se demander pourquoi
ce gain de SP n’engendre pas au contraire une meilleure gestion des émotions chez les
patients atteints de DM. Cependant, comme dans la plupart des phénomeénes biologiques, il

y a probablement un effet-dose du SP sur les émotions : la juste quantité rempli la fonction,
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et une augmentation est susceptible d’entrainer des troubles tout autant qu’une diminution.
Ainsi, il est possible que le faible taux de noradrénaline entrainé par I'augmentation des
guantités de SP ait pour conséquence une diminution du controle inhibiteur du CPFm sur
I’Amy (Goldstein and Walker, 2014). D’autre part, il est également possible qu’une altération
de la qualité du SP chez les patients atteints de DM contribue aux atteintes de cette
pathologie. Cela entrainerait comme réaction de « défense » I'organisme a compenser un SP
de faible qualité en augmentant sa quantité afin de pallier a son inefficacité. Dans le cas de la
DM comme dans celui du SSPT, il est difficile de déterminer le réle du SP dans le
développement de la pathologie, en I'absence d'étude longitudinale reposant sur un effectif
de patients suffisants. Une difficulté supplémentaire est d’établir le moment d’apparition de
la DM, qui se développe souvent progressivement. Ainsi, une premiére question a éclaircir
est de déterminer si les modifications du SP sont une cause ou une conséquence du

développement d’une DM.

C. Mécanismes pathopsychologiques des troubles de I'humeur:
exemple de la dépression majeure

Environ 10% (jusqu’a 17% aux Etats-Unis) de I'humanité a connu, connait ou
connaitra un épisode dépressif au cours de sa vie. Il existe plusieurs formes de troubles
dépressifs, classés dans les troubles de ’lhumeur dans le manuel diagnostique et statistique
des troubles mentaux (DSM-IV, manuel de nosologie psychiatrique élaboré par I’Association
Américaine de Psychiatrie). Parmi elles, le trouble dépressif majeur (dépression majeure,
DM) se caractérise principalement par « une évolution clinique consistant en un ou plusieurs
épisodes dépressifs majeurs [...]» (Guelfi, 2010). Un épisode dépressif majeur (EDM) est tout
d’abord caractérisé par une perte d’intérét ou de plaisir (anhédonie) pour les activités
normalement plaisantes sur une période d’au moins deux semaines. L’anhédonie doit
s’accompagner d’au moins quatre symptomes supplémentaires, comme d’une difficulté a
prendre des décisions ou a se concentrer, des idées suicidaires ou encore des troubles du
sommeil (pour une liste exhaustive voir le DSM-IV (Guelfi, 2010)). La DM est un probleme
majeur de santé publique car outre le mal-étre provoqué chez les sujets, jusqu’a 15% des

personnes atteintes meurent de suicide. En occident, la DM est la cause majeure de
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mortalité chez les jeunes adultes. Malgré I'importance grandissante de développer des
méthodes de soins, I'étiologie et les mécanismes cérébraux de cette maladie restent encore
tres méconnus, et un tiers des patients présente une résistance aux traitements
antidépresseurs. Mieux comprendre la physiopathologie de la DM reste donc aujourd’hui un
objectif important pour les neurosciences. Mais la compréhension de cette maladie est une
tache complexe du fait de la variabilité des troubles présentés par les sujets, ainsi que de la
multiplicité apparente de ses causes. Ceci est inhérent a toute pathologie psychiatrique dont
les causes sont situées entre faits biologiques et valeurs sociales. Pour comprendre la
dépression, il est en effet important de considérer le contexte (en particulier sociologique)
afin de séparer « un dysfonctionnement préjudiciable » d’'une émotion normale de tristesse

intense.

1. Causes du développement d’'une dépression majeure

Malgré I'importante prévalence de cette maladie, nous ne disposons que de peu
d’indices qui permettent de comprendre la transition d’un état sain vers un état dépressif.
Cela est d(i en partie aux multiples symptomes qui ont longtemps conduit a leur chercher
une cause commune. Une vision plus récente de la DM ameéne a considérer une interaction
entre ces différents symptomes, ou composantes, dans le développement de cette maladie.
Par exemple, plutdét qu’une cause commune aux émotions négatives et aux troubles du
sommeil, les deux pourraient fonctionner comme un systeme plus complexe et s’entrainer
peu a peu l'un l'autre, créant un cercle vicieux aboutissant a un syndrome dépressif (van de
Leemput et al., 2014). Au vu du nombre important de symptomes et de la spécificité de leur
combinaison pour chaque sujet, il est tres difficile de déterminer quelle est la cause réelle du
développement d’'une DM. D’autant plus que les évenements de la vie des sujets et le
contexte social particulier occupent une place importante dans ce trouble, ajoutant un autre
niveau de variabilité inter-individuelle. Ainsi, si certains facteurs importants pouvant aboutir
a une DM ont été identifiés, ils ne s’appliquent pas a I'ensemble des patients. Un de ces
facteurs est constitué par le stress chronique, facteur qui peut étre appliqué a I'animal par
différents types de protocoles (Frisbee et al., 2015). Le stress chronique cause en effet

certaines modifications comportementales et neurobiologiques similaires a celles observées
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chez les sujets dépressifs (Duman and Aghajanian, 2012; McEwen, 2008). Chaque individu
réagit différemment a un stimulus stressant, et il est possible qu’'une combinaison entre
environnement et patrimoine génétique détermine la réaction physiologique, et donc le
développement d’une DM. En ce sens, des études révelent une héritabilité de la DM
d’environ 37%, ce qui révele I'importance du facteur génétique dans la DM (Flint and
Kendler, 2014). De nombreuses études cherchent a identifier des séquences génétiques
augmentant la susceptibilité a la DM, mais les résultats restent pour le moment peu

consistants (pour revue : Flint and Kendler, 2014).

Nous avons évoqué ci-dessus les liens entre DM et troubles du sommeil. Il a déja été
suggéré que des individus présentant des troubles du sommeil persistants sur 1 an
présentaient une susceptibilité plus élevée a la DM que ceux sans troubles du sommeil (Ford
and Kamerow, 1989). L'analyse de ces données révele également que les troubles du
sommeil permettent de prédire I"apparition d’'une DM chez 47% des sujets en développant
une DM dans I'année suivante, ce qui en faisait le symptome a plus haut taux prédictif
(Franzen and Buysse, 2008). De nombreuses études suggerent que les troubles du sommeil
précedent le déclenchement de la DM (pour revue : Franzen and Buysse, 2008), mais il
n’‘existe cependant pas de consensus sur la réponse a cette question. En effet, le
développement d’une DM progresse souvent selon un continuum au cours duquel les
symptoémes apparaissent et s’enchainent peu a peu, pour aboutir a un syndrome de DM (van
de Leemput et al., 2014). Cependant, au vu des résultats montrant a la fois une importance
capitale du sommeil dans la régulation des émotions, et la forte probabilité que des troubles
du sommeil précédent I'apparition du syndrome dépressif, il est trés probable que les
troubles du sommeil jouent un réle prépondérant dans ce continuum en favorisant un état

émotionnel instable.

2. Caractérisation neurobiologique de la dépression majeure

a) Troubles émotionnels et comorbidité avec I'anxiété

Au niveau comportemental, la DM s’observe par des altérations importantes de I’état

émotionnel des sujets. En effet, en plus de I'anhédonie peuvent s’observer une tristesse
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intense, une résignation importante face a I'adversité ou encore une irritabilité accrue
(Guelfi, 2010). Chez les enfants et les adolescents, les sentiments d’irritabilité ou de colére
sont plus proéminents que la tristesse et la résignation. Les symptomes de la DM sont
généralement observés grace au récit des sujets, mais peuvent également se déduire des
expressions faciales et du comportement dans certains cas. En effet, un retrait social est
généralement observé, et des troubles psychomoteurs tels qu’un ralentissement général
peuvent prendre place. Il est important de préciser que ces symptomes entrainent le
diagnostique d’'une DM seulement s’ils ne sont pas une conséquence physiologique d’une
substance telle qu’une drogue ou d’une autre maladie entrainant certains des symptomes
de la DM. Par ailleurs, dans le cas ou ces symptémes apparaissent apres un événement
traumatisant, comme la perte d’'un étre cher, une DM est diagnostiquée seulement si les
symptoémes persistent aprés une certaine période (deux mois dans le cas du deuil). Chez
environ la moitié des sujets, les symptémes de la DM s’accompagnent d’un trouble anxieux
(Aderka et al., 2012; Frewen et al., 2013; Guelfi, 2010; Sharpley et al., 2016). Il s’agit alors
d’une anxiété de trait qui peut se caractériser par des attaques de panique, un souci
généralisé, une anxiété sociale ou une agoraphobie. La comorbidité entre DM et anxiété est
associée a une augmentation de risque de maladie cardiaque ou de tentative de suicide par
rapport au cas de DM ou de trouble anxieux isolés (Sharpley et al., 2016). Il a été suggéré

qgue I'anxiété puisse étre une cause du développement d’une DM (Muris et al., 2001).

b) Modifications de I'activité cérébrale systémique

De nombreuses études d’imagerie fonctionnelle chez 'Homme ont tenté de
caractériser les altérations de l'activité cérébrale chez les sujets dépressifs. L'ensemble de
ces études a permis d’identifier des modifications de I’activité dans les régions préfrontale et
cingulaire, quelque soit le type de dépression étudié (Baxter et al., 1989; Drevets et al., 1997,
Seminowicz et al.,, 2004). De maniére intéressante, il semblerait que la connectivité
fonctionnelle entre I'amygdale et le cortex préfrontal (CPF), et notamment la région orbitale
du CPF, soit altérée chez les sujets dépressifs (Drevets, 1999). Des altérations de I'activité de
la région préfrontale pourraient créer une augmentation de l'activité amygdalienne par
manque de contréle inhibiteur, notamment des régions orbitale et médiale du CPF
(Ghashghaei and Barbas, 2002; Likhtik, 2005). En accord avec cette hypothése, une
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diminution de l'activité du CPF ventro-médian est généralement observée chez les sujets
atteints de DM ; et cette diminution d’activité serait associée a une activation aberrante de
I’'amygdale sans discrimination des stimuli émotionnellement négatifs ou neutres (Ritchey et
al., 2011). La plupart des modifications de I'activité cérébrale observées chez les sujets
dépressifs semblent revenir au niveau basal aprés un traitement antidépresseur, ce qui
renforce I'idée d’une implication de I'activité de ces régions dans le développement des

symptdémes de la DM (Ritchey et al., 2011; Seminowicz et al., 2004).

Les résultats d’imagerie chez 'Homme semblent donc révéler une importance de la
connectivité fonctionnelle entre régions limbiques et CPF dans les mécanismes cérébraux de
la DM. Des altérations de I'activité du CPF entraineraient un dysfonctionnement de la
régulation de I'activité des régions limbiques, notamment de I'amygdale, qui provoquerait
une réaction émotionnelle aberrante et inadaptée. Cette réaction corporelle émotionnelle
pourrait par la suite étre consolidée par des processus d’évaluation cognitive dans le
néocortex, créant ainsi un cercle vicieux ou les émotions négatives entretiennent I'état
émotionnel négatif des sujets. Cependant les études d’imagerie montrent parfois des
résultats contradictoires en fonction de la méthode utilisée (Seminowicz et al., 2004). A c6té
de ces études d’imagerie, de nombreuses études pharmacologiques semblent impliquer un
déficit neuromodulatoire majeur, et en particulier monoaminergique, au cours de la
dépression. Celui-ci est d’ailleurs aujourd’hui la cible de la majorité des traitements

médicamenteux donnés contre la DM.

c¢) Dysfonctionnements de la neuromodulation liés a la dépression :
I’'hypothése monoaminergique

L'implication de la transmission monoaminergique (sérotonine, noradrénaline et
dopamine) dans la DM a commencé a devenir un sujet d’étude majeur lorsque I'effet
bénéfique des traitements agissant sur cette transmission a été observé. En effet, il a été
observé qu’un traitement a [l'imipramine, un inhibiteur des transporteurs de |Ia
noradrénaline (NA) et de la sérotonine (5-HT) qui augmente la concentration de ces
monoamines dans le milieu extracellulaire, réduisait les symptémes dépressifs. Au contraire,

un traitement a la réserpine, substance qui dégrade les monoamines, semblait aggraver les
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symptomes de dépression (Andrews et al., 2015). Ces observations semblaient donc montrer
gu’une réduction de la transmission des monoamines était liée aux symptomes de la
dépression (Schildkraut, 1965). Par la suite, il a été proposé que c’est spécifiquement un
déficit de transmission sérotoninergique (plus que noradrénergique) qui serait le plus
impliqué dans la genese de la DM (Coppen, 1967). Cette hypothese a conduit a la création de
traitements ciblant spécifiquement la transmission sérotoninergique, les inhibiteurs sélectifs
de la recapture de la sérotonine (ISRS), qui sont aujourd’hui encore le principal traitement
donné aux sujets atteints de DM a I'image de la fluoxetine, composant principal du prozac®.
Ces traitements sont efficaces mais présentent parfois d'importantes limites qui ont amené
a développer d’autres thérapies. Tout d’abord, environ un tiers des patients présentent une
résistance aux traitements. Deuxiemement, les effets de ces traitements prennent environ
trois semaines a se mettre en place et la durée totale du traitement peut prendre des
années, ce qui de plus crée une accoutumance a la substance donnée. Il est donc important
de trouver de nouvelles cibles thérapeutiques a effet plus rapide. Une voie de recherche

ouverte récemment concerne la transmission glutamatergique.

d) L’hypothese glutamatergique

Des études d’imagerie ainsi que l'analyse des tissus post-mortem révelent une
diminution du volume de certaines structures cérébrales tel que le CPF ou I'HPC chez les
sujets dépressifs. Cette atrophie serait en outre associée a une atrophie des neurones
pyramidaux et GABAergiques du CPF (MacQueen and Frodl, 2011; Price and Drevets, 2010;
Rajkowska et al., 1999, 2007). De plus, I'observation post-mortem des tissus en microscopie
électronique révele une réduction du nombre de synapses dans le PFC des sujets dépressifs,
diminution confirmée par la réduction de I’expression de protéines associées aux synapses
comme les récepteurs au glutamate (Duman and Aghajanian, 2012; Kang et al., 2012). De
maniére intéressante, ces altérations du CPF (atrophie neuronale, diminution du nombre de
synapses) sont également observées aprés un stress chronique, qui par ailleurs peut
entrainer |'apparition de symptémes dépressifs telle que I'anhédonie ou I'anxiété (Li et al.,
2011). Un lien étroit pourrait donc exister entre stress chronique et DM, en accord avec
I’observation d’une hyper-activité de I’axe hypothalamo-adréno-pituitaire, un acteur majeur

de la réponse au stress, chez prés de 50% des sujets dépressifs (Duman and Aghajanian,
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2012). Au niveau mécanistique, I'’étude du BDNF (pour Brain-Derived Neurotrophic Factor)
est particulierement intéressante concernant les liens entre stress chronique, DM et
atrophie neuronale. Le BDNF est un facteur de croissance neuronale important dans la
croissance de l'arborisation dendritique et des épines dendritiques au cours du
développement du systeme nerveux central, mais également chez I’adulte ou ce facteur joue
un réle essentiel dans la LTP (long term potentiation ou potentialisation synaptique a long
terme) dépendante du récepteur N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA), la forme la plus fréquente
de LTP dans I'hippocampe et le PFC. Le niveau d’expression du BDNF est diminué dans le PFC
des sujets dépressifs ainsi que chez le rongeur aprés exposition a un stress chronique
(Duman and Aghajanian, 2012; Duman and Voleti, 2012). De plus, un traitement chronique
aux antidépresseurs augmente le niveau de BDNF dans le PFC, et les effets
comportementaux des AD sont bloqués chez des souris mutantes n’exprimant pas le BDNF.
Ainsi, un facteur important de la DM pourrait étre la faible plasticité synaptique causée par
la diminution du niveau de BDNF, et entrainant une atrophie des neurones ainsi que de leurs
connexions synaptiques, en particulier dans le CPF. Un argument en faveur de cette
hypothése est |'effet bénéfique observé par des traitements aux antidépresseurs classiques
(ISRS) comme la fluoxétine sur la plasticité synaptique et la densité des épines dendritiques
(Duman and Aghajanian, 2012). Il a récemment été découvert qu’une dose sous-
anesthétique aiglie de kétamine, antagoniste des récepteurs glutamatergiques de type
NMDA, produisait un rapide effet antidépresseur et faisait revenir a la normale la densité
des épines dendritiques aprés exposition de rongeurs a un stress chronique (figure 11).
L'effet antidépresseur de la kétamine est efficace chez des sujets dépressifs présentant une
résistance aux traitements classiques, ce qui en fait un outil thérapeutique trés intéressant a
étudier. Une augmentation rapide de la transmission glutamatergique dans le CPF est
observée aprés traitement a la kétamine (Li et al., 2011). Toutefois, le manque de constance
dans l'effet d'autres antagonistes aux récepteurs NMDA améne a considérer un mode
d'action différent de la kétamine que le blocage de ces récepteurs (Newport et al., 2015;
Zanos et al., 2016). En ce sens, il a été montré que I'énantiomére (S) de la kétamine, qui
présente un pouvoir inhibiteur supérieur a I'énantiomére (R), a un plus faible effet

antidépresseur (Zanos et al., 2016).
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Figure 11 : Effet d’un traitement aigu a la kétamine apreés exposition a un stress chronique
sur les neurones pyramidaux du CPFm de rat. A. Photomicrographies confocales de
dendrites de neurones pyramidaux de la couche V du CPFm de rat montrant la densité
d’épines dendritique au niveau basal (gauche), aprés 21 jours de stress chronique (milieu) et
aprés traitement avec une dose de kétamine le jour suivant (droite). B. Enregistrements
électrophysiologiques in vitro de neurones pyramidaux de la couche V du CPFm de rat
montrant les courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) dans les trois conditions (basal,
stress chronique, traitement a la kétamine). Les tracés supérieurs représentent les EPSC
spontanés, les tracés du milieu représentent les EPSC évoqués par |'application de
sérotonine (5-HT) et les tracés inférieurs représentent les EPSC évoqués par I'application
d’hypocrétine (orexine, Hcrt). C-D. Quantification de la densité d’épines dendritiques (C) et
de la fréquence des EPSC (D) en condition basale (bleu), aprés 21 jours de stress chronique
(CUS, violet) et apres traitement a la kétamine (CUS + ket, vert). Repris de Duman et
Aghajanian, 2012, Science.
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I a également été montré que le blocage des récepteurs AMPA par l'injection
intrapéritonéale de 2,3-dihydroxy-6-nitro-7-sulfoamoylbenzo(f)quinoxaline (NBQX) bloquait
I'effet antidépresseur de la kétamine (Koike et al., 2011). Il est donc possible que I'effet
antidépresseur de la kétamine soit la conséquence de l'activation directe des récepteurs
AMPA, ce qui pourrait expliquer son effet rapide (< 1h) sur la transmission glutamatergique.
Néanmoins le mode d'action de la kétamine reste encore méconnu, et la compréhension des
voies de signalisation impliquées pourrait aider a comprendre les mécanismes de la DM et a
découvrir un traitement a action rapide. Un moyen de disséquer ces mécanismes passe par

['utilisation de modeles animaux de DM.

e) Les modéles animaux comme moyen d'étude : exemple de la
lignée H/Rouen

Les maladies psychiatriques, et notamment la DM, sont des troubles complexes qui
nécecessitent |'utilisation de différentes approches afin d’en comprendre les mécanismes.
Une de ces approches fait appel a I'utilisation de modéles animaux permettant la dissection
des processus cellulaires et moléculaires responsables de ces maladies, processus qui ne
peuvent étre étudiés chez 'Homme. En effet, comme chez 'Homme, un comportement
dépressif peut étre observé chez I'lanimal (McKinney and Bunney, 1969). Afin d’étre validé
comme modele de DM, un modele animal doit passer différents criteres de validation.
Premierement, la symptomatologie de I'animal doit étre « raisonnablement » analogue a
celle de la DM chez 'Homme : anhédonie, résignation et perturbation du sommeil peuvent
ainsi étre observées chez ces modeles animaux de la dépression. Deuxiemement, ces
modifications comportementales, en particulier la résignation, doivent étre améliorées par
les traitements qui sont efficaces chez le patient dépressif chez I’'Homme. Enfin, le modéle
animal doit étre bien entendu reproductible dans d’autres laboratoires (Cryan and Holmes,
2005). Suivant ces principes, plusieurs modeles de dépression chez le rongeur ont vu le jour.
Certains de ces modeles se basent sur des criteres environnementaux, a I'image de la
résignation apprise (Landgraf et al., 2015). Comme nous l'avons dit, la résignation est un

symptome cardinal de la dépression. La procédure de résignation apprise consiste a exposer
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I'animal a de nombreux stimuli aversifs (généralement des chocs électriques) non
prédictibles et non évitables. Les animaux soumis a cette procédure peuvent ainsi
développer le symptome de résignation, qui est dite « apprise » car acquise au cours de la
vie de I'animal. Cette résignation se manifeste par I'absence de tentative d’évasion lorsque
I’'animal est ré-exposé au stimulus aversif avec possibilité de s’en extraire. Seule une partie
des animaux développe une résignation suite a cette procédure, ce qui met en évidence
I'importance des facteurs génétiques dans le développement de ce trouble. En effet,
différents modeéles génétiques de dépression existent également (Elyacoubi and Vaugeois,
2007). Parmi ces modeéles, la lignée H/Rouen (pour Helpless/Rouen) est issue de croisements
successifs entre individus les plus résignés de chaque génération d’une population de souris
CD-1. Dans ce modele, la résignation est évaluée par le test de suspension par la queue, un
test notamment utilisé comme premier filtre pour sélectionner les substances a effet
antidépresseur potentiel (Vaugeois et al., 1997). Dans ce test en effet, le parametre mesuré
est I'immobilité : plus la souris est immobile, plus elle est considérée comme résignée. Les
souris de chaque génération présentant une durée d’'immobilité supérieure a 115 secondes
sur 6 minutes de test ont été croisées entre elles afin d’aboutir a la lignée H/Rouen
présentant un phénotype résigné (El Yacoubi et al., 2003; Elyacoubi and Vaugeois, 2007;
Popa et al., 2006). Une lignée de souris « contrdles » naturellement non résignées, les souris
NH/Rouen (pour non-helpless/Rouen), a été générée en croisant entre eux les individus
présentant un taux d’immobilité inférieur a 35 secondes. La symptomatologie des souris
H/Rouen révele que ces animaux présentent également une anhédonie mesurée par le test
de préférence au sucrose, ainsi qu'une anxiété élevée mesurée par les tests du double
compartiment et du labyrinthe surélevé (El Yacoubi et al., 2003, 2013; Elyacoubi and
Vaugeois, 2007). D’autre part, une altération des transmissions noradrénergique et
sérotoninergique a été observée, ainsi qu’un taux de corticostérone plasmatique élevé (El
Yacoubi et al., 2003). Enfin, ces souris présentent des altérations du sommeil similaires a
celles observées chez les sujets dépressifs, comme une fragmentation plus importante du
sommeil et une pression de SP augmentée (diminution de la latence d’entrée en SP et
augmentation des quantités de SP) (El Yacoubi et al., 2003; Popa et al., 2006). Le traitement
chronique a la fluoxetine, un antidépresseur inhibant la recapture de la sérotonine, permet
de faire disparaitre les symptémes comportementaux ainsi que de rétablir la transmission

sérotoninergique chez ces souris (El Yacoubi et al., 2003). Ces résultats ont donc permis de
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valider la lignée H/Rouen comme modele murin de la dépression, faisant de cette souris un
modele intéressant pour la compréhension des mécanismes génétiques et neurobiologiques

responsables de cette maladie.

Nous nous sommes jusqu'a maintenant intéressés aux mécanismes émotionnels en
évoquant notamment les mécanismes liés a la mémoire émotionnelle. Emotions et mémoire
sont en effet étroitement liées, car les émotions ont une importante fonction de
renforcement de la mémoire (Buchanan and Lovallo, 2001; Cahill and McGaugh, 1995; Heuer
and Reisberg, 1990). Nous avons cependant voulu faire la distinction entre ces deux
domaines car la thématique centrale de cette thése s'intéresse aux liens entre SP et
émotions, et la mémoire émotionnelle n'est que I'un des nombreux aspects du domaine de
I'étude des émotions. Il s'agit néanmoins de processus nous ayant particulierement
intéressés au cours de cette these, que nous allons donc présenter dans le prochain

chapitre.

III. La mémoire

A. Définition et classification de la mémoire

La mémoire peut se définir comme la capacité a acquérir et conserver des
informations afin de les restituer ultérieurement. Les modifications engendrées par un
apprentissage permettent d'adapter son comportement aux situations en fonction de son
expérience passée. Il est aujourd'hui admis que de multiples formes de mémoires existent,
sous-tendues par de multiples substrats neurobiologiques. Les différentes formes de
mémoire peuvent ainsi étre classifiées, méme si la limite entre deux catégories de mémoire
est souvent floue. Une premiere distinction qui peut étre faite est celle entre mémoire
déclarative et mémoire non déclarative (Squire and Zola, 1996). Ces deux formes de
mémoires correspondent respectivement a la mémoire explicite et a la mémoire implicite
définies par Schachter et Singer (Schachter and Singer, 1962). La mémoire déclarative peut
étre définie comme la mémoire consciente et verbalisable de faits (concepts) ou

d’évenements, accessible par l'introspection. La mémoire déclarative peut ainsi étre

68



subdivisée en deux sous catégories : d’une part en mémoire épisodique, définie comme la
mémoire autobiographique des évenements de la vie de l'individu, et d’autre part en
mémoire sémantique, regroupant les connaissances générales non liées a des événements
spécifiques (figure 12) (Tulving, 1987). La mémoire non déclarative regroupe la mémoire
procédurale (motrice), les apprentissages associatifs, le processus d'amorcage, impliqué
notamment dans I'effet de simple exposition utilisé par Zajonc que nous avons décrit dans le
chapitre sur les émotions, et enfin des apprentissages non associatifs faisant intervenir les

voies reflexes.

MEMOIRE DECLARATIVE (explicite)

Mémoire
épisodique

Mémoire
sémantique

MEMOIRE NON DECLARATIVE (implicite)

Mémoire | Apprentissages | Apprentissages Amorcage
procédurale associatifs non associatifs perceptif

Figure 12 : Classification des différents types de mémoire. La mémoire déclarative ou
explicite regroupe les formes conscientes de mémoire. La mémoire non déclarative ou
implicite regroupe les formes non conscientes de mémoire. Les émotions n'appartiennent
pas a l'une ou l'autre de ces catégories mais forment un facteur pouvant influencer toutes
les formes de mémoire.

Cette classification des mémoires proposée par Squire est principalement basée sur
les observations de cas cliniques de sujets ayant subi des lésions de certaines régions
cérébrales. Le plus célebre de ces patients est Henry Molaison, plus connu par ses initiales :
HM. HM était un patient américain ayant subi en 1957 une ablation bilatérale d'une partie
du lobe temporal médian (LTM) dans le but de guérir son épilepsie. L'opération fut un succes

mais il était devenu incapable de former de nouvelles mémoires déclaratives. Il était
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toutefois capable d'apprendre des taches motrices, mais ne gardait aucun souvenir explicite
des sessions d'apprentissage qui lui avaient permis d’acquérir ces taches. Ces observations
montraient donc que différentes régions cérébrales pouvaient étre impliquées dans
différents types de mémoire. L'implication du LTM, et plus particulierement de I'HPC qui en
fait partie, dans la mémoire déclarative, et notamment épisodique, fut ensuite démontrée
chez I'Homme par plusieurs études (Cohen and Squire, 1980; Eichenbaum, 2004; Squire et
al., 1990). Chez le rongeur en revanche, I'étude de la mémoire déclarative semble a priori
impossible a aborder car elle fait intervenir la verbalisation des souvenirs par les sujets, mais
également la conscience, or I'étude de la conscience animale est actuellement non
envisageable. Cependant, il est intéressant de noter que la majorité des évenements
entrainent la formation d’'une mémoire composite. En effet, si nous reprenons le cas de
I'apprentissage moteur d’HM, on a pu voir quela composante procédurale de cette
mémoire semblait intacte tandis que sa composante déclarative ne pouvait se former. Un

autre bon exemple de mémoire composite est la mémoire émotionnelle.

Des liens étroits existent entre émotions et mémoire, car les deux partagent une
fonction d’adaptation du comportement en fonction des expériences passées. Antonio
Damasio soutient, dans son livre Spinoza avait raison, que toutes les mémoires sont
émotionnelles, et que seule l'intensité de I'émotion change. Qu’il s’agisse d’une vérité
absolue est discutable, mais c’est au moins le cas des tests comportementaux réalisés chez
I’animal qui contiennent forcément une composante émotionnelle, qu’elle soit appétitive ou
aversive. De maniére générale, il a été montré que les émotions renforcent un apprentissage
(Buchanan and Lovallo, 2001; Cahill and McGaugh, 1995; Heuer and Reisberg, 1990). La
formation d’'une mémoire émotionnelle nécessite linteraction des réseaux cérébraux
mnésique et émotionnel, dont 'identité peut varier en fonction du type de mémoire et de
I’émotion. Un moyen trés utilisé pour étudier la mémoire émotionnelle chez I'Homme et
I'animal est le CP, dont nous avons déja évoqué I'importance dans I'étude des émotions. En
tant qu'apprentissage émotionnel, I'étude du CP se situe a cheval entre le domaine des
émotions et celui de la mémoire. Dans le chapitre précédent, nous nous sommes intéressés
aux mécanismes émotionnels d'expression de la peur liés au CP. Nous allons maintenant
présenter les mécanismes mnésiques associés au CP, et notamment les réseaux cérébraux

responsables de |'association entre SC et SI.
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B. L'apprentissage associatif de conditionnement a la peur

1. Définition

On appelle associatif un type d'apprentissage dans lequel un stimulus originellement
neutre émotionnellement, appelé stimulus conditionnel (SC), est associé a un stimulus
provoquant naturellement une ou plusieurs réaction(s) émotionnelle(s) particuliere(s),
appelé stimulus inconditionnel (SI). L'association du SC et du SI au cours de la phase
d'apprentissage par leur présentation contingente entraine par la suite une réponse
conditionnée lors de la présentation du SC seul. Il existe des formes aversives et des formes
appétitives d'apprentissage aversif, a I'image de la premiére mise en évidence de ce type de
conditionnement chez le chien de Pavlov a la fin du XIXeme siécle. Dans son expérience, lvan
Pavlov associait le son d'une cloche (SC) a la présentation de nourriture (SI). Ses résultats
montraient qu'apres plusieurs présentations contingentes du SC et du SI, le SC seul provoque
la salivation de I'animal. Le CP est donc un type particulier d'apprentissage associatif dans
lequel la réaction émotionnelle évoquée est la peur. La nature des stimuli associés peut
varier, donnant naissance a de nombreuses formes de CP, traités par des réseaux neuronaux
différents. Le Sl le plus généralement utilisé est un ou plusieurs choc(s) électrique(s), mais
peut également étre un souffle d'air sur I'ceil de I'animal (Furlong et al., 2014; Pine et al.,
2001; Sanchez, 2003), ou encore une odeur de prédateur (Wang et al., 2013). L'intensité du
SI peut également étre modulée, par exemple en augmentant le nombre de chocs
électriques et/ou leur intensité. De telles modulations peuvent conduire a I'apparition d'un
syndrome de stress post traumatique si le Sl délivré est de trés forte intensité. De maniere
intéressante, un conditionnement utilisant un S| de faible intensité ne provoquant pas de
syndrome de stress post traumatique en temps normal peut induire un syndrome de stress
post traumatique si I'hormone de stress corticostérone est injectée dans le cerveau de
I'animal lors du conditionnement (Kaouane et al., 2012). Ce résultat met encore en évidence
I'importance de l'intensité du SI dans la réponse corporelle de peur (libération d'hormones
de stress), et par conséquent sur son influence dans les modifications des réseaux cérébraux

mises en place lors du conditionnement. Les deux variantes principales de CP sont le
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conditionnement indicé (CPi), dans lequel le SC est saillant et ne dépend que d'une modalité
sensorielle (son, odeur, stimulus visuel ou tactile), et le conditionnement contextuel (CPc),
dans lequel le SC est le contexte de conditionnement et ne dépend donc pas d'une modalité
sensorielle en particulier. Le CPc est plus complexe par nature, car il dépend non seulement
des différents indices visuels, tactiles, olfactifs ou autres composant le contexte, mais
également des séquences d'action entourant le conditionnement (arrivée de
I'expérimentateur, changement de cage, sortie de I'animalerie, etc...), impliquant un
traitement cérébral d'association de ces paramétres, de plus haut niveau cognitif que le
traitement d'un simple indice sensoriel. En effet, les réseaux neuronaux impliqués dans le
traitement de l'information liée au SC different entre ces deux types de conditionnement. Il
est important de noter qu'un CPi comportera forcément une composante contextuelle, et
qgu'il est primordial de tester la mémoire du SC dans un contexte différent de celui de
conditionnement. De maniére intéressante, la présence ou non d'un SC saillant
explicitement associé au Sl lors d’'un CP, tel qu’un son, induit des différences de traitement
dans I'association contexte-SI (Phillips and LeDoux, 1994). En effet, lors d’un CPi, le contexte
n’est pas directement prédictif du SI mais plutot annonciateur de I'occurrence probable du
SC, et on nomme ce type d’association contexte-SI un CPc « d’arriere-plan » (background). A
I'inverse, en I'absence d’une association SC saillant-SlI, le contexte est le seul indice prédictif
du SI et on nomme ce type de conditionnement un CPc « de premier plan » (foreground).
Ces différences impliquent également des différences dans les réseaux neuronaux en charge
du traitement de l'information, notamment au niveau de lI'implication de I’hippocampe,

comme nous le verrons plus tard.
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Figure 13 : Dispositif expérimental de conditionnement a la peur. A. Conditionnement a la
peur indicée. Un conditionnement a la peur commence par une phase exploratoire pendant
laquelle I'animal encode le contexte de conditionnement. Suit une phase de présentation du
SC (ici un son), a la fin duquel est délivré le Sl (ici un choc électrique). C'est lorsque le Sl est
délivré que les associations entre SC et Sl se font et que la peur du son et du contexte se
forment. L'animal exprime alors peu de RPC (freezing, représenté par les vagues rouges).
L'évaluation de la mémoire de la peur indicée (peur du son) se fait en mesurant la RPC au
son dans un autre contexte. L'évaluation de la mémoire de la peur contextuelle se fait en
mesurant la RPC sans délivrer le son dans le contexte de conditionnement. Il s'agit alors
d'une peur contextuelle d'arriere-plan B. Conditionnement a la peur contextuelle de
premier plan. Le principe est le méme que pour la peur indicée, excepté qu'aucun SC saillant
n'est présenté, conduisant a la formation d'une mémoire de la peur contextuelle
uniguement, appelée peur contextuelle de premier plan.
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L’association SC-SI nécessaire a l'acquisition d’'un CP dépend au niveau
neurobiologique de la synergie entre les réseaux en charge du traitement du SC et du réseau

de la peur.

2. Substrats neurobiologiques du conditionnement de peur

L’acquisition d’une mémoire de la peur au cours d’un conditionnement aversif
nécessite bien sGr I'activité du réseau de la peur, avec comme piece maitresse I’Amy. En
effet, I'inactivation du complexe basolatéral par infusion de muscimol empéche I'acquisition
d’un CP (Muller et al., 1997). Le traitement du SC est également primordial, et I'association
entre contexte et Sl ne peut avoir lieu si le Sl est délivré avant que I'animal ait pu explorer le
contexte lors d'un CPc (Fanselow, 2000). Une association entre contexte et Sl est possible
dans ce cas seulement si I'animal a été précédemment exposé au contexte, une procédure
connue sous le nom de "context pre-exposure facilitation effect" (Rudy et al., 2004). Nous
décrirons ici les structures cérébrales nécessaires au CPc chez le rongeur, car il s’agit du type
de CP utilisé au cours de ces travaux de thése. La structure principale impliquée dans le

traitement contextuel est I'HPC dorsal (dHPC).

a) Traitement de l'information contextuelle : le réseau
hippocampique

(1) L’hippocampe dorsal (dHPC)

Afin de comprendre le réle de I’'HPC dans I'acquisition d’un CPc, nous devons dans
un premier temps décrire son anatomie. Comme vu précédemment, ’'HPC peut se diviser en
une partie dorsale (dHPC) et une partie ventrale (vHPC). Dans le cas du traitement de
I'information contextuelle, c’est le dHPC qui joue un réle fondamental et que nous décrirons
ici. L'anatomie du dHPC est tres similaire a celle du vHPC. L'HPC en lui-méme est formé du
gyrus dentelé (GD), composé principalement de cellules granulaires excitatrices, et de la
corne d’Ammon (CA), elle-méme subdivisée en aires CA1, CA2 et CA3. La formation

hippocampique, plus large, comprend I’"HPC et des structures para-hippocampique : le cortex
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entorhinal, principale structure afférente a I’'HPC, et le subiculum, la voie de sortie. Le cortex
entorhinal projette sur le subiculum, sur le GD via la voie perforante, mais également vers
les régions CA1 et CA3 par la voie temporo-ammonique, qui connecte la couche Il du cortex
entorhinal a I'aire CA3, et la couche lll a I'aire CA1 (Sharma et al., 2007). Ces projections du
cortex entorhinal, ainsi que celles en provenance du cortex périrhinal et de cortex
associatifs, fournissent au dHPC des informations visuo-spatiales nécessaires a ses fonctions
dans la navigation spatiale (Amaral and Witter, 1995). Les neurones granulaires du GD
innervent les cellules pyramidales de l'aire CA3 par des projections appelées fibres
moussues. L'aire CA3 projette ensuite vers les neurones pyramidaux de I'aire CA1 ipsilatérale
via les collatérales de Schaffer, et vers I'aire CA1 controlatérale via la voie associationnelle
commissurale. Les neurones de CAl connectent ensuite le subiculum, qui renvoi
I'information vers le cortex entorhinal. Cet ensemble de connexions permettant le transfert

de I'information du GD vers le subiculum se nomme circuit trisynaptique.
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Figure 14 : Schéma de la voie trisynaptique et des afférences et efférences externes de
I’hippocampe dorsal. Le cortex entorhinal projette vers le GD, CA1l et CA3, et recoit des
projections du subiculum. La voie trysinaptique permet la transmission de lI'information du
GD vers le subiculum. PP : voie perforante; MPP : voie perforante médiale; LPP: voie
perforante latérale ; DG : gyrus dentelé ; MF ; fibres moussues ; SC : collatérales de Schaffer ;
AC : voie associationnelle commissurale ; Sb : subiculum ; LEC: cortex entorhinal latéral ;
MEC : cortex entorhinal médian. Repris de Sharma et al., 2007, Toxicologic Pathology.
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Comme nous |'avons dit, le dHPC est considéré au niveau fonctionnel comme le
centre de traitement principal de I'information contextuelle lors d’'un CPc. Son inactivation
altere ainsi a la fois I'acquisition (Young et al., 1994) et le rappel (Goshen et al., 2011) d’un
CPc. De maniére intéressante, I'administration intra-hippocampique d’APV (acide 2-amino-5-
phophonovalérique), un antagoniste des récepteurs NMDA altére sélectivement I'acquisition
de la version contextuelle d’un CP, sans interférer avec la mémorisation de sa version
indicée (Stiedl et al., 2000). Ce résultat démontre ainsi I'importance du dHPC dans le
traitement de l'information contextuelle au cours d’'un CP. De méme, la lésion du dHPC
provoque une altération du rappel d’'un CPc, sans affecter celui d’'un CPi (Kim and Fanselow,
1992; Phillips and LeDoux, 1992). Cependant, la formation d’une représentation contextuelle
dépend de I'association d’éléments uni-sensoriels (indices élémentaires), et les données
anatomiques révelent que I’'HPC recoit des afférences des aires sensorielles via notamment
le cortex entorhinal. Ainsi, la distinction entre réseaux responsables du traitement des
indices élémentaires et réseau contextuel hippocampique n’est pas absolue. Il a ainsi été
montré chez le rat que I'implication du dHPC dans un CPc pourrait dépendre du protocole
utilisé. En effet, une Iésion bilatérale du dHPC bloque I'acquisition d’un CPc d’arriere-plan
mais pas celle d’un CPc de premier plan (Phillips and LeDoux, 1994). Une possibilité évoquée
par les auteurs est que le caractere prédictif du contexte serait écrasé par celui du SC saillant
(i.e. son) dans le cas d’'un CPc d’arriere-plan, et qu’ainsi la composante contextuelle serait
plus fragile que lors d’un CPc de premier plan. L'HPC serait alors impliqué dans les deux cas,
mais nécessaire seulement au rappel d’'un CPc d’arriére-plan, tandis que son absence
pourrait étre compensée par d’autres régions dans le cas d’un CPc de premier plan. De la
méme maniére, il a été montré que des souris dont I’'HPC a été lésé semblent capables
d’apprendre a discriminer un contexte aversif d’'un contexte neutre (Desmedt et al., 2003).
De maniere intéressante, cette étude montre tout d’abord I'importance d’un SC saillant dans
I'apprentissage de la discrimination entre les deux contextes chez des souris non lésées.
Ainsi, la présentation lors du rappel d’'un son explicitement associé au S| lors du
conditionnement favorise la discrimination entre contextes aversif et neutre. Cet effet
facilitateur est augmenté lorsqu’un conditionnement « de trace » est réalisé, puisque les
souris sont alors capables de discriminer les contextes sans présentation du son. Le
conditionnement « de trace » est similaire a un CPi classique, cependant un délai de

quelques dizaines de secondes est introduit entre la fin du SC et le SI. Des indices
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élémentaires ne faisant apparemment pas partie intégrante du contexte semblent donc
pouvoir moduler le traitement contextuel lorsque I'HPC est fonctionnel. En revanche, cette
étude montre qu’une lésion de I'HPC peut altérer ou améliorer la capacité des souris a
discriminer les contextes, de maniere dépendante du type de conditionnement utilisé
(respectivement CP classique ou « de trace »). En résumé, cette étude révele donc d’'une
part I'importance d’indices élémentaires dans le traitement contextuel, et d’autre part
I'implication complexe de I'HPC dans la représentation précise du contexte, qui semble

également dépendre d'indices élémentaires a priori détachés du contexte.

Les résultats de cette étude (Desmedt et al., 2003) sont a mettre en relation avec
ceux d’autres études qui révelent un effet délétere de lésions du dHPC au niveau de
I'association son-Sl lors d’un CPi classique (Maren et al., 1997) ou « de trace » (McEchron et
al., 1998). Nous avons en effet précédemment mentionné que le CPi ne semble pas
impliquer le dHPC (Kim and Fanselow, 1992; Phillips and LeDoux, 1992). Ces études plus
récentes (Maren et al.,, 1997; McEchron et al., 1998) viennent donc contredire une telle
hypothése. L'implication de 'HPC ne semble donc pas limitée au traitement contextuel lors
d’un CP, méme si la variabilité des résultats ne nous permet pas d’établir précisément sa
fonction a ce jour, ni de quels facteurs dépend son implication. Cette variabilité des résultats
peut avoir différentes origines. Premiérement, les études lésionnelles sont rarement limitées
au dHPC et les Iésions peuvent comprendre le vHPC (a l'image de I'étude de McEchron) ainsi
gue des régions para-hippocampiques, et notamment le cortex rétrosplénial situé au niveau
dorsal du dHPC. Deuxiemement, la variabilité des contextes utilisés dans les différents
laboratoires peut modifier la perception que l'animal a de certains indices (qui se
trouveraient ainsi au premier plan ou arriere-plan par exemple), et donc sa stratégie de
rappel qui peut étre basée sur un élément précis plus que sur la globalité du contexte. Enfin,
une étude récente révele que des différences interindividuelles existent dans la stratégie de
rappel adoptée lors d’un conditionnement moteur (Lee et al., 2014). Ainsi, certains rats de
cette étude se basent sur des indices contextuels, tandis que d’autres se reposent plus
faiblement sur ces indices et privilégient des indices élémentaires tels qu'un son ou un flash
lumineux. Etudier les stratégies individuelles des animaux pourrait étre un facteur clef pour
comprendre le role de ces différents indices. Néanmoins, malgré ces résultats

contradictoires, nous devons souligner ici que toutes ces études révelent un role
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fondamental du dHPC dans le traitement de I'information contextuelle. Cependant, bien que
central, le dHPC n'est qu'une piéce au sein d’un réseau anatomique complexe responsable

du traitement de la représentation contextuelle.

(2) Les régions para-hippocampiques

Comme toutes les fonctions supportées par le cerveau, le traitement de l'information
contextuelle ne dépend pas d'une structure mais d'un réseau, au sein duquel le dHPC joue
un role central. Le cortex entorhinal (CER) est en méme temps la source d’afférences et la
voie de sortie principale de I'HPC. Il s'agit de la source majeure d'informations multimodales
en direction de I'HPC (Scharfman, 2000), et le CER est donc considéré comme primordial
dans la fonction de représentation contextuelle. Le CER peut se subdiviser en région médiale
(CERm) et latérale (CERI), qui projettent sur des neurones différents dans I'HPC (Witter,
2003). Le CERm recoit une plus grande proportion d'informations visuelles et visuo-spatiales,
et supporte donc une importante fonction dans la navigation et la mémoire spatiales,
notamment grace a ses cellules de grille (Hafting et al., 2005). Le CERI recgoit lui des
afférences de nombreux cortex associatifs, principalement au travers du cortex périrhinal
(Agster and Burwell, 2009). Il semble supporter une fonction importante de maintien de
I'information dans un conditionnement "de trace" qui serait dépendante de I'activité de ses
neurones qui est capable de se maintenir longtemps (plusieurs dizaines de secondes au
moins) apres son initiation (Morrissey et al., 2012). L'implication du CER dans I'acquisition de
CPc a été étudié de nombreuses fois avec néanmoins des résultats conflictuels (Bannerman
et al., 2001; Maren and Fanselow, 1997; Phillips and LeDoux, 1995). Une étude plus récente
suggere que l'implication du CER dépende du protocole de conditionnement utilisé,
expliquant potentiellement la variabilité de ces résultats (Majchrzak et al., 2006). En effet,
les résultats de I'étude de Majchrzak révelent qu'une Iésion du CER altére la mémoire de
peur contextuelle d'arriere-plan, lorsque le son n'est pas présenté de maniére contingente
avec le SI. De maniere intéressante, ce résultat nous rappelle le résultat d’études avec lésion
de I'HPC, a savoir qu'une lésion de cette région entraine aussi des déficits uniquement lors

d'un CPc d'arriere-plan.
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Le CER n'est cependant pas le seul cortex connecté au dHPC et impliqué dans le
traitement de l'information contextuelle. En effet, I'aire dCA1 projette également vers le
cortex rétrosplénial (RSC; Cenquizca and Swanson, 2007). Le RSC est un cortex formant
anatomiquement une interface entre régions sensorielles et para-hippocampiques, avec
lesquelles il présente des connexions réciproques (Todd and Bucci, 2015). L’intégrité
fonctionnelle du RSC a été montrée comme nécessaire dans des taches de mémoire
spatiales et contextuelles, et notamment dans le rappel d'un CPc (Corcoran et al.,, 2011;
Keene and Bucci, 2008). L'étude de Corcoran montre par exemple que le blocage spécifique
de la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA du RSC bloque le rappel d'un CPc testé 3 jours
ou 36 jours apres le conditionnement chez la souris. Cette étude s’intéressait a un CPc
d'arriére-plan et les manipulations du RSC effectuées ne touchaient pas la mémoire associée
au son. Ces résultats suggéraient donc un réle spécifigue du RSC dans le traitement
contextuel, confirmant des résultats précédents (Keene and Bucci, 2008). Etant donné
I'implication différentielle de I'HPC et du CER dans les CPc de premier ou d'arriére-plan, il
serait intéressant d'étudier les effets de lésions ou d’inactivation du RSC lors d'un CPc de
premier plan. En effet, l'implication du RSC dans un CPc semble complexe, a l'image des
résultats contradictoires concernant son réle dans I'acquisition d'un CPc. En effet, les études
citées jusqu'ici ne révélent aucun réle du RSC dans l'acquisition d'un CPc, tandis qu'une
étude récente suggere son implication dans I'acquisition d'un CPc lors d'un conditionnement
"de trace" (Kwapis et al., 2015). Cependant, une inhibition de la synthése protéique et non
une inactivation de l'activité neuronale était réalisée au cours de cette étude. Ainsi, les
différences de manipulations effectuées, combinées aux différents types de protocoles de
conditionnement, pourraient expliquer la disparité des résultats concernant l'implication du
RSC au cours d'un CPc. Les différentes connexions du réseau hippocampique décrit ci-dessus

sont résumées sur la figure 15.
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Figure 15 : Représentation schématique des connexions anatomiques du réseau impliqué
dans le traitement de l'information contextuelle au cours d'un conditionnement
contextuel a la peur. On distingue les régions formant la formation hippocampique (HF) des
régions para-hippocampiques (PHR) et du néocortex, avec comme région principale le cortex
rétrosplénial (RSC). L'interaction entre ces différentes régions permet l'intégration
d'information sensorielles multimodales (principalement visuo-spatiales) permettant la
représentation complexe du contexte. DG : gyrus dentelé dorsal; CA3/CA1 : aires CA1 et CA3
de I'hippocampe dorsal; Sub : subiculum; EC : cortex entorhinal; LEA : aire latérale du cortex
entorhinal;, MEA : aire médiane du cortex entorhinal; PER : cortex périrhinal; POR : cortex
postrhinal. Adapté de van Strien et al., 2009, Nature Review Neuroscience et de Todd and
Bucci, 2015, Behavioral and Neural Plasticity.

La formation d'une représentation contextuelle lors d'un CPc nécessite donc au niveau
cérébral l'implication de nombreuses régions hippocampiques et para-hippocampiques.
Cependant, les conditions déterminant I'implication de chacune de ces régions semblent

dépendre du type de protocole utilisé, et de futures études sont nécessaires a une meilleure
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compréhension du role exact de ces structures dans le traitement des informations
contextuelles. Ces informations contextuelles traitées par le réseau hippocampique
nécessitent ensuite d’étre associées aux informations émotionnelles du S| afin de créer la

peur du contexte.

b) Implication du réseau émotionnel lors d'un CP

L’Amy n’est pas directement connectée avec le dHPC, et recevrait donc I'information
contextuelle au travers du vHPC (Anagnostaras et al., 2001; Maren and Fanselow, 1995),
structure émotionnelle présentant de fortes connexions réciproques avec I’Amy (PitkdNen et
al., 2006). Le role du vHPC au cours d'un CP ne s'arréte cependant pas au transfert des
informations du dHPC vers I'Amy. Tout d'abord, comme nous l'avons déja décrit au
précédent chapitre, le vHPC est une structure centrale dans |'expression de comportements
d'anxiété, et une lésion du vHPC altere a la fois I'expression d'un CPc (Maren, 1999; Maren
and Holt, 2004) et d'un CPi (Maren and Holt, 2004). De plus, I'étude de Maren et Holt
montre que la lésion pré-apprentissage du vVHPC semble pouvoir étre compensée dans le cas
d'un CPc d'arriére-plan, suggérant un role limité du vHPC dans I'encodage du contexte. De
maniére intéressante, cette compensation n'est pas observée dans le cas d’'un CPi. Une
étude récente renforce cette idée d'implication spécifigue du vHPC dans le traitement
émotionnel (Huff et al., 2016). Dans cette étude, les auteurs ont utilisé un protocole
particulier de CP : les rats étaient exposés au contexte une premiere fois, puis y étaient
replacés le lendemain et recevaient immédiatement un choc électrique. Ainsi,
I'apprentissage du contexte avait lieu le jour 1 et I'association avec le choc le lendemain. La
stimulation optogénétique de la voie BLA-vHPC renforgait I'apprentissage lorsqu'elle avait
lieu aprés l'association contexte-choc mais pas lorsqu'elle avait lieu le jour 1, aprés
I'apprentissage contextuel. Encore une fois néanmoins, les études réalisées sur le sujet ont
apporté de nombreux résultats parfois contradictoires. Malgré tout, I'ensemble des données
semble converger vers l'idée d'une fonction du vHPC dans l|'association contexte-SI et non
dans le traitement contextuel en lui-méme. Une cause potentielle de la disparité des
résultats peut venir du fait que les études lésionnelles ne semblent pas adaptées pour

étudier le réle du vHPC au cours d'un CP, puisque I'étude de Maren révele un effet différent

81



d'une lésion et d'une inactivation (Maren and Holt, 2004). En effet, aprés une lésion,
I’organisme peut généralement avoir le temps de compenser |'effet de la lIésion en utilisant
des voies et réseaux normalement non utilisés dans tels ou tels comportements. Dans le cas
d’une inactivation, ces processus de compensation n’ont pas le temps de se mettre en place.
Par ailleurs, il semblerait malgré tout que le vHPC soit lié d'une certaine maniere au
traitement de l'information contextuelle puisqu'une étude suggére son implication dans le
processus de généralisation (Cullen et al., 2015). La généralisation est un phénomene
observé lors de la consolidation a tres long terme d'un CP (aprés plusieurs semaines) qui
conduit l'individu a « généraliser sa peur » a d’autres contextes et donc a exprimer la
réponse de peur conditionnée dans un contexte différent du contexte de conditionnement.
Une possibilité est que la fonction de traitement de I'information contextuelle soit, au cours
du temps, peu a peu supportée par le vHPC au détriment du dHPC. Le vHPC recevant moins
d'informations visuo-spatiales que le dHPC, et ses cellules de lieu possédant un champ plus
large ( Amaral and Witter, 1995; Kjelstrup et al., 2008), une représentation moins précise du
contexte se mettrait alors en place avec le temps qui passe, entrainant le phénomeéne de

généralisation.

Néanmoins, si le réle du vHPC dans le CP est encore loin d’étre compris, le réle de
I’Amy est bien plus clairement défini. Chez le rongeur, les travaux de Joseph LeDoux ont
permis d’accroitre considérablement les connaissances sur cette structure et son implication
dans le CP (Johansen et al., 2011; LeDoux, 2007, 2000; Phillips and LeDoux, 1992). Les
connaissances actuelles placent ’Amy comme la région permettant I'association entre le SC
et le S, ainsi que I'expression de la peur conditionnée (Fanselow and Poulos, 2005; Goosens
and Maren, 2001, 2001; Johansen et al., 2011; LeDoux, 2007, 2000; Maren, 2005). Si cette
fonction d’association SC-SI est claire, I'implication respective des noyaux amygdaliens reste
encore a définir. Les travaux de lésion et d’inactivation ont placé le noyau basolatéral (BLA)
comme primordial dans I'association contexte-Sl, tandis que le noyau latéral (LA) serait
impliqué de maniéere privilégiée dans I'association SC saillant-SI (Goosens and Maren, 2001;
Onishi and Xavier, 2010). Les observations neuroanatomiques vont dans le sens de ces
conclusions puisque le BLA recoit majoritairement des informations contextuelles en
provenance de I’'HPC ainsi que des cortex entorhinal et polymodaux, tandis que le LA recoit

des informations élémentaires par les afférences des thalamus et cortex sensoriels
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(Rodrigues et al., 2009). Cependant, les connexions intrinséques a I’Amy laissent supposer
qgue les activités des noyaux amygdaliens sont interdépendantes, et qu’un seul type de CP
pourrait induire des modifications dans chacun des noyaux amygdaliens. En accord avec
cette hypothése, une activation des kinases ERK1/2 est observée a la fois dans le LA et le BLA
apres un CPc de premier plan (Trifilieff et al., 2007). De maniere intéressante, cette
activation est uniquement observée dans le LA lors d’un CPc d’arriére-plan, mettant encore
une fois en évidence une différence entre ces deux types de conditionnement, y compris au
niveau du réseau émotionnel. Un modeéle putatif du réseau impliqué dans I'acquisition d’un

CPc et dans la réponse de peur conditionnée est présenté sur la figure 16.

CONTEXTE
(stimulus conditionné)

STIMULUS AVERSIF
(stimulus inconditionnel)

Activation SNA

ASSOCIATION

CONTEXTE-CHOC E%W FREEZING

Figure 16 : Représentation schématique du réseau cérébral impliqué dans I'acquisition
d'un CPc et I'expression de peur conditionnée. Les informations relatives au contexte sont
traitées par un réseau organisé autour de I'hippocampe dorsal (dHPC, marron). L'information
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émotionnelle du stimulus aversif est associée au contexte au niveau de l'amygdale
basolatérale (BLA). Le BLA leve ensuite l'inhibition que la partie latérale de I'amygdale
centrale (CEl) exerce sur la partie médiane (CEm). Le CEm active ensuite des noyaux
hypothalamiques et du tronc cérébral pour déclencher la réponse de peur conditionnée
(gris). L'nippocampe ventral (vHPC) est représenté avec deux couleurs afin de marquer son
role de relai entre réseau contextuel et réseau émotionnel (rouge). RSC : cortex
rétrosplénial; CER : cortex entorhinal; vHPC : hippocampe ventral; LA : amygdale latérale;
PVN : noyau paraventriculaire de I'hypothalamus; LH : hypothalamus latéral; PAG : substance
grise périaqueducale.

Le modele présenté ici est simplifié a différents niveaux. Premiérement, le traitement des
informations semble varier en fonction du type de conditionnement (de premier plan ou
d’arriére-plan) dans la majorité des structures présentées (HPC, Amy et CER).
Deuxiemement, d’autres régions ou groupes de cellules pourraient jouer un réle primordial
lors de I'acquisition d’'un CPc, a I'image des cellules intercalées de I'’Amy. Les cellules
intercalées sont des groupes de cellules inhibitrices au sein de I’/Amy, qui ont un réle majeur
de régulation de l'activitt amygdalienne et semblent impliquées notamment dans
I’extinction d’'un CPi (Blaesse et al., 2015; Likhtik et al., 2008). D’autre part, le cortex
préfrontal médian (CPFm), et notamment la région cingulaire antérieure, semble également
étre impliqué dans I'acquisition et I’expression d’un CPc (Courtin et al., 2013; Rozeske et al.,
2015). Cette derniere observation peut paraitre surprenante car le CPFm a longtemps été
impliqué dans la consolidation d’'un CPc, mais pas dans son acquisition. La consolidation est
un ensemble de processus nécessaires aux renforcements et modifications de la trace
mnésique d’un événement. C'est une étape importante du processus de mémorisation qui
arrive apres l'acquisition de I'événement a mémoriser et qui peut durer plusieurs heures,

voire méme plusieurs années.

C. La consolidation mnésique

Une fois formée, la mémoire est encore fragile et extrémement sensible aux
interférences qui pourraient I'altérer. La trace mnésique nouvellement formée doit passer
par différents processus de consolidation afin de se stabiliser et de s’inscrire dans la durée

(Dudai et al., 2015; Frankland and Bontempi, 2005; McGaugh, 2000). Le concept de
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consolidation fut introduit originellement par Georg Ellias Miller et Alfons Pilzecker en 1900.
lIs s'inspirerent notamment des travaux de Herman Ebbinghaus et conduisirent une série
d'expériences dans lesquelles les sujets devaient associer des paires de syllabes dénuées de
sens (Lechner et al., 1999). Ils constatérent alors une amélioration des performances des
sujets en fonction du temps (figure 17A). De maniére intéressante, cette courbe montrant
une amélioration de la mémoire en fonction du temps s'oppose a la courbe de I'oubli
d’Ebbinghaus (figure 17B), révélant potentiellement |'aspect sélectif de la consolidation
mnésique : l'utile est renforcé tandis que l'inutile est oublié. Néanmoins la différence

d'échelle temporelle entre les deux courbes limite leur mise en paralléle.
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Figure 17 : Evolution de la mémoire au cours du temps : renforcement et oubli. A. Courbe
de préservation de Miiller et Pilzecker. La mémoire de l'association de paires de syllabes
était testée a différents intervalles de temps. On remarque que le taux d'erreurs diminue
rapidement pendant les 10 premiéres minutes aprés l'apprentissage, révélant une
consolidation de la mémoire. Repris de Lechner et al., 1999, Learning & Memory. B. Courbe
de Il'oubli d'Ebbinghaus montrant la cinétique de rétention de l'information au cours du
temps. On remarque un oubli trés rapide durant les premiéres heures puis une stabilisation
du pourcentage de rétention, mettant en évidence la stabilité des mémoires ayant survécu
au processus d'oubli.

A l'image des deux phases de la courbe d'Ebbinghaus, les processus de consolidation
passent au travers de deux étapes au cours du temps. La premiére, prenant place dans les
premieres minutes ou heures aprés |'apprentissage, correspond au phénomene dit de
consolidation synaptique. Au cours de cette étape, les connexions synaptiques ayant servi de
support a I'apprentissage seraient renforcées grace a I'activation de cascades intracellulaires

et de mécanismes de plasticité synaptique de longue durée tels que la LTP (Dudai, 2004). La
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seconde étape du processus de consolidation, plus tardive et qui peut se poursuivre pendant
plusieurs années aprés I'apprentissage initial, correspond a la consolidation dite systémique.
Au cours de cette étape, les réseaux neuronaux impliqués dans le rappel de la mémoire vont
peu a peu se modifier pour permettre a la trace mnésique de se maintenir a long terme,
supportée petit a petit par d'autres réseaux neuronaux que les réseaux initialement
impliqués dans le stockage de la trace. De maniére intéressante, on observe en parallele des
modifications qualitatives de la mémoire qui finit peu a peu par perdre certains détails
contextuels des souvenirs. Ce processus appelé sémantisation de la mémoire conduit les
souvenirs épisodiques riches en détails a s’intégrer peu a peu dans le savoir général de la
mémoire sémantique. La premiére évidence ayant permis d’avancer I’hypothése d’une
réorganisation au cours du temps des réseaux neuronaux responsables du maintien de Ila
mémoire est I'étude du patient HM (Scoville and Milner, 1957). Comme nous |I'avons dit, HM
présentait une amnésie totale de sa mémoire déclarative et épisodique, notamment pour
des souvenirs ayant eu lieu aprés son intervention chirurgicale (amnésie antérograde), mais
aussi avant celle-ci (amnésie rétrograde). HM était en effet incapable de se rappeler
d’événements remontant jusqu’a approximativement 19 mois avant son opération. Le
gradient temporel de cette amnésie rétrograde fit émerger I'idée d’'un désengagement
progressif des structures du LTM dans le rappel de la mémoire. Plusieurs théories existent
guant a la nature des modifications subies par les réseaux mnésiques au cours du temps.
Nous présenterons ici les trois théories majeures de la consolidation des mémoires
déclaratives : la théorie standard de la consolidation, la théorie des traces multiples et la

théorie de la transformation.

1. La théorie standard de la consolidation

La théorie standard de la consolidation est inspirée de I'hypothése formulée par le
modélisateur David Marr qui met en parallele I'activité cérébrale avec celle d'un ordinateur
(Marr, 1970, 1971). En se basant sur les observations du patient HM, Marr proposa ainsi que
I'HPC ait une fonction d'encodage rapide et de stockage a court terme de l'information,
similaire a celle de la mémoire vive (RAM) d’un ordinateur. L'information serait ensuite

transférée vers les modules corticaux pour un stockage a long terme, de la méme maniére
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gu'elle est stockée dans le disque dur d'un ordinateur. Ce processus permettrait d'éviter la
saturation de I'HPC et de libérer celui-ci pour I'encodage de nouvelles informations. Afin de
tester cette hypothese, de nombreux travaux ont fait appel a une approche lésionnelle chez
I’animal. Dans une étude publiée en 1992, Kim et Fanselow ont réalisé un CPc chez le rat puis
lésé le dHPC a différents temps apres le conditionnement (Kim and Fanselow, 1992). Les
résultats de cette étude ont montré une diminution de freezing indiquant une mauvaise
consolidation de la mémoire en lien avec ce conditionnement lorsque la Iésion était réalisée
1 jour apres celui-ci. En revanche, ils ont aussi montré que la mémoire du CPc semblait
intacte lorsque la lésion était réalisée 28 jours aprés le conditionnement. Ces résultats
semblaient donc révéler un gradient temporel dans I'implication du dHPC dans le rappel du

CPc, mimant ainsi d’'une certaine maniéere I'amnésie rétrograde observée chez HM.

Néanmoins, il n’y aurait pas un temps précis auquel la mémoire devient indépendante
de I'hippocampe, mais une réorganisation progressive des réseaux au cours du temps. De
maniere complémentaire aux études lésionnelles, des études d'imagerie ont ensuite été
réalisées. Ces études révelent ainsi chez le rongeur une diminution de I'activité du dHPC lors
d'un rappel plusieurs semaines apres |'apprentissage par rapport a un rappel réalisé un jour
aprés |'apprentissage, a la fois dans une tache de mémoire spatiale (Bontempi et al., 1999;
Maviel et al., 2004) et au cours d'un CPc (Frankland et al., 2004). Parallelement a la
diminution d'activité du dHPC, une augmentation de l'activité du cortex préfrontal médian
(CPFm), et notamment du cortex cingulaire antérieur (CCA) est observée dans ces études
lors du rappel a trés long terme (environ aprés un mois). De maniére intéressante, I'étude de
Frankland suggére que cette réorganisation systémique serait dépendante de la
consolidation synaptique. En effet, un déficit dans le rappel a trés long terme d'un CPc et
dans I'augmentation d'activité du CPFm peut étre observé chez des souris dont une enzyme
primordiale pour les mécanismes de plasticité synaptique, la Ca®* calmoduline kinase II
(CaMKll), est rendue non fonctionnelle dans le CPFm. En plus de ses fonctions dans la
régulation des émotions (comportements anxieux et contréle de I'activité amygdalienne), le
CPFm a été de nombreuses fois identifié comme une structure majeure de la réorganisation
systémique de la trace mnésique, ainsi que comme lieu privilégié de stockage a tres long
terme de l'information (Bontempi et al., 1999; Cullen et al., 2015; Frankland and Bontempi,

2005; Frankland et al., 2004; Goshen et al., 2011; Takashima et al., 2006, 2009; Wheeler et
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al., 2013). Nous avons déja décrit les fonctions du CPFm dans la régulation et I'expression
des émotions dans le chapitre précédent. Nous allons maintenant décrire plus en détail son
anatomie, ainsi que son role dans la consolidation a long terme de la mémoire. Il s'agit d'un
cortex agranulaire que I'on peut subdiviser en trois régions : le cortex cingulaire antérieur
(CCA), le cortex prélimbique (PL) et le cortex infralimbique (IL). En plus des projections
thalamiques, le CPFm recoit de nombreuses afférences en provenance de cortex associatifs,
et est donc parfaitement placé pour lintégration d’informations complexes au sein de
réseaux corticaux. Certains travaux montrent d’ailleurs une réorganisation des réseaux de la
mémoire au sein du cortex au cours du temps, des couches profondes vers les couches
superficielles, qui présentent plus de connexions cortico-corticales (Maviel et al., 2004). Le
transfert d’activité de I’'HPC vers le CPFm, mais aussi des couches profondes vers les couches
plus superficielles du cortex, pourrait donc sous-tendre la stabilisation au niveau cortical

d’une trace mnésique sur le long terme et potentiellement sa sémantisation.
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Figure 18 : Théorie standard de la consolidation de la mémoire. Représentation
schématique des réseaux neuronaux impliqués dans le rappel d'une mémoire récente (1
jour, gauche) ou lointaine (plusieurs semaines, droite). Selon ce modele, le rappel d'une
mémoire récente impliquerait un réseau hippocampo-cortical, tandis que le rappel d'une
mémoire lointaine impliquerait un réseau cortical intégrant notamment le cortex préfrontal
médian (CPFm). Dans ce modele, le CPFm pourrait avoir une fonction inhibitrice sur
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I'hippocampe, jouant un role important dans son désengagement progressif. Repris de
Frankland and Bontempi, 2005, Nature Reviews Neurosciences.

En résumé, la théorie standard de la consolidation propose que l'information soit
initialement encodée dans un réseau hippocampo-cortical, puis peu a peu transférée dans
des réseaux corticaux incluant notamment le CPFm, qui serait un acteur majeur du
désengagement du dHPC par son action inhibitrice, bien que ce dernier point soit purement
spéculatif (figure 18 ; Frankland and Bontempi, 2005). Néanmoins, plusieurs observations
ont amené a reconsidérer en partie cette théorie et ont notamment fait émerger la théorie

des traces multiples.

2. La théorie des traces multiples

La théorie des traces multiples fut proposée pour la premiere fois en 1997 par Lynn
Nadel et Morris Moscovitch (Nadel and Moscovitch, 1997). Cette théorie se base sur des
observations contradictoires a ce que prédit la théorie standard de la consolidation. Un
gradient temporel dans I'amnésie rétrograde des patients touchés de lésions du LTM n’est
que tres peu ou pas observé dans le cas des mémoires épisodiques, suggérant une
implication permanente de I’'HPC dans certaines formes de mémoires. En accord avec cette
idée, certaines études ont pu montré que le dHPC peut, dans certains cas, rester impliquer
dans le rappel d'un CPc 30 jours apres celui-ci (Goshen et al., 2011). De plus, I'étendue
temporelle de I'amnésie semble dépendre de I'étendue de la lésion du LTM. Des patients
dont la totalité de la formation hippocampique était |ésée présentaient ainsi une amnésie
totale, non graduelle. Ces observations conduisirent des auteurs a proposer I'hypothese
suivante : chaque réactivation du réseau lié¢ a un souvenir entraine la formation d'une
nouvelle trace mnésique dans un réseau hippocampo-cortical. Ainsi de multiples traces
mnésiques se forment au cours du temps et le LTM, et notamment I'HPC, serait toujours
nécessaire au rappel des informations contextuelles liées a la mémoire. Un méme souvenir
serait alors supporté par de nombreuses traces mnésiques, a la fois corticales et
hippocampiques. Les mémoires épisodiques pour lesquelles un rappel des détails du

contexte lié a I'épisode mis en mémoire est nécessaire seraient alors trés atteintes par des
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lésions du LTM, que ces mémoires soient récentes ou plus anciennes. Néanmoins,
I'augmentation du nombre de traces au cours du temps amenerait la mémoire sémantique a
devenir de plus en plus supportée par des réseaux corticaux, et donc de plus en plus
indépendante du LTM. Une lésion du LTM produirait alors une amnésie temporellement
graduée dans le cas des mémoires sémantiques, les mémoires plus anciennes étant

supportées par un large réseau cortical.

La théorie des traces multiples n'est donc pas entierement contradictoire avec la
théorie standard de la consolidation, notamment en ce qui concerne la mémoire sémantique
pour laquelle les deux théories ont les mémes prédictions. La différence majeure concerne la
mémoire épisodique qui resterait complétement dépendante de I'HPC et dont I'amnésie
rétrograde ne présenterait pas de gradient temporel selon les prédictions de la théorie des
traces multiples. Une autre différence réside dans la nature des réseaux neuronaux
impliqués dans le rappel de la mémoire lointaine. Il s'agirait de réseaux corticaux selon la
théorie standard, tandis qu'il s'agirait de réseaux hippocampo-corticaux selon la théorie des
traces multiples. L'interprétation de nouveaux résultats cherchant a élucider la question ont
amené a une nouvelle hypothese dans la lignée de la théorie des traces multiples : la théorie

de la transformation.

3. La théorie de la transformation

Une implication de la théorie des traces multiples est qu'un méme souvenir pourrait
étre supporté a long terme a la fois par le néocortex et par I'HPC. Un bon exemple d'une
telle forme de mémoire est donné dans une étude utilisant un CPc chez la souris (Goshen et
al., 2011). Dans cette étude, les auteurs réalisaient une inactivation optogénétique de I'aire
dCA1 pendant le rappel d'un CPc 30 jours apres le conditionnement. Un des objectifs de
cette étude était de tester I'existence de mécanismes de compensation en I'absence d'un
dHPC fonctionnel lors du rappel a trés long terme. Pour cela, les auteurs ont réalisé deux
types d'inhibition de dCA1 : une inhibition précise, qui commencait au début du rappel, et
une inhibition prolongée qui commengait 30 minutes avant le début du rappel. Les résultats

révélaient une diminution importante des quantités de freezing, et donc de rappel, dans le
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cas d'une inhibition précise, et aucun effet dans le cas d'une inhibition prolongée. Ce résultat
indiquait donc que sans préparation 'HPC est bien nécessaire au rappel de I'information.
Néanmoins, ce rappel pourrait se faire en I'absence d’"HPC lorsque le systeme a un peu de
temps (30 min) pour s’adapter a celle-ci. D'autre part, I'étude a aussi révélé que |'expression
du géne c-fos, utilisé comme marqueur indirect d'activité, augmentait dans le CCA dans le
cas de l'inhibition prolongée de dCA1. Ces résultats suggeraient donc fortement I'existence
de deux traces mnésiques : une hippocampique, recrutée en temps normal, et une corticale,
dans le CPFm, qui pourrait prendre le relais au cas ou la trace hippocampique serait
indisponible. La théorie de la transformation soutient cette idée de deux traces supportant
la mémoire : une trace hippocampique contextuelle et détaillée, et une trace corticale plus
schématique et intégrée dans le savoir sémantique (Winocur et al., 2010). Cette théorie
propose également que le ou les indice(s) déclenchant le rappel déterminent quelle trace
serait recrutée. Ainsi, dans le cas d'un CP, la trace hippocampe serait recrutée
préférentiellement lors du rappel dans le contexte de conditionnement (mémoire
contextuelle détaillée), tandis qu'elle le serait moins lors d'un test effectué dans un contexte
différent (mémoire schématique généralisée) (Winocur et al., 2009). Par ailleurs, l'inhibition
du CCA dans I'étude de Goshen ne semblait pas pouvoir étre compensée, qu'elle soit précise
ou prolongée, ce qui suggere une importance primordiale des réseaux corticaux dans le

rappel a tres long terme de ce type de mémoire.

Les théories concernant la transformation a long terme de la mémoire et de la
modification des réseaux neuronaux sous-jacents ont donc évolué au cours du temps. Si le
désengagement de I'HPC est de plus en plus remis en cause, les différentes théories
s'accordent sur un point : la modification des réseaux entrainerait de maniére générale une
implication plus importante des aires du néocortex avec le temps. Cependant, le type de
mémoire étudié ainsi que les conditions du rappel peuvent faire varier le réseau recruté lors
du rappel, et faire ainsi varier les résultats des études. La question des mécanismes mis en
jeu dans cette réorganisation systémique reste également en suspens. En effet, nous
sommes en droit de nous demander quels mécanismes moléculaires sous-tendent cette
transformation de la trace mnésique au niveau cortical, mais aussi quand ont ils lieu ? Une

hypothése est que ces mécanismes pourraient avoir lieu pendant le sommeil.
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4. Role du sommeil dans la consolidation mnésique

Une des premiéres évidences d’un lien entre sommeil et consolidation mnésique
vient d’'une étude de Jenkins et Dallenbach, qui cherchaient a étudier les mécanismes
responsables de I'oubli. Une hypothése était qu’une cause majeure de l'oubli des
informations était la création d’interférences lors de nouveaux apprentissages. Pour tester
cette hypothese, ils firent apprendre des paires de syllabes a 2 sujets, dont un dormait aprés
I'apprentissage tandis que I'autre restait éveillé (Jenkins and Dallenbach, 1924). Il apparut
gue le sujet ayant dormi présentait une courbe de I'oubli plus lente que 'autre, révélant un
effet protecteur du sommeil contre I'oubli. Ce résultat fut attribué a une fonction de
sommeil de protection contre les interférences. Néanmoins, des résultats ultérieurs mirent
en évidence que l'effet bénéfique du sommeil sur la mémoire était également relié a la
composition du sommeil, c’est-a-dire de la proportion de SL et de SP. Ces observations
amenent l'idée d’un role actif du sommeil dans la consolidation mnésique plutot qu’un réle

passif de protection contre les interférences.

a) Sommeil paradoxal et consolidation mnésique

Plusieurs observations amenent a considérer le SP comme ayant une fonction
majeure dans la consolidation mnésique. Le SP présente en effet une activité éléctro-
encéphalographique similaire a celle de I'éveil, et donc particulierement riche. Il est aussi
I’état de sommeil au cours duquel on semble trouver les réves les plus riches puisque les
sujets réveillés au cours d’un épisode de SP ont un récit de ceux-ci trés détaillé. Chez
I'animal, de nombreuses études semblent confirmer le lien existant entre SP et consolidation
mnésique (Poe et al.,, 2010; Portell-Cortés et al., 1989; Smith, 1996; Vogel, 1975). Tout
d’abord, une augmentation des quantités de SP est observée dans les premieres heures qui
suivent un apprentissage, que ce soit chez le rongeur ou chez le chat (Fishbein et al., 1974;
Lecas, 1976; Leconte and Hennevin, 1981; Portell-Cortés et al., 1989; Smith and Wong,
1991). Certaines études ont montré que cette augmentation pouvait s’observer jusqu’a
plusieurs jours aprés I'apprentissage, et suivant un schéma cyclique (augmentations de SP
qui reviennent a des moments précis du cycle circadien) (Smith and Lapp, 1986; Smith et al.,
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1980). Ces résultats suggerent donc un role prolongé du SP dans la consolidation mnésique :
un méme événement serait ainsi traité plusieurs fois au cours des phases de sommeil qui
suivent cet événement, transformant peu a peu la trace mnésique pour son intégration en
mémoire de longue durée. Le délai entre apprentissage et augmentation des quantités de SP
observée dans ces études semble hautement dépendant du type de tache, et des résultats
trés variables ont pu ainsi étre observés. De maniere intéressante, I'augmentation des
guantités de SP au cours de ces périodes spécifiques semble étre prédictive de I'acquisition
de la tache, et marquer la différence entre animaux performants et non performants (Smith
and Wong, 1991). Ces observations amenérent Smith a proposer I’hypothese d’une « fenétre
de sommeil paradoxal » (Smith, 1996), qui correspond a une fenétre temporelle critique
pour 'influence du SP sur la mémoire, période révélée par I'augmentation des quantités de
SP aprés un apprentissage. Cette hypothése est appuyée par le fait que les privations de SP
ont un effet délétere sur la mémoire principalement lorsqu’elles sont réalisées pendant Ia
fenétre de sommeil paradoxal (Legault et al., 2010; Smith, 1996; Smith et al., 1998).
Cependant, et comme nous I'avons déja mentionné, les études de privation de SP ont
régulierement été critiquées parce que le stress engendré par la méthode de privation
pourrait en lui-méme affaiblir la consolidation de la mémoire. En effet, la méthode de
privation la plus utilisée jusqu’a ce jour est la méthode du « pot de fleur inversé », dans
laguelle I'animal est placé sur une plateforme au dessus de I'eau. L’atonie musculaire du SP
entraine la chute de I'animal dans 'eau, privant ainsi efficacement de SP. Toutefois cette
méthode de privation place I'animal dans un environnement aversif, ce qui constitue une
source de stress (Born and Gais, 2000; Fishbein, 2000; Horne and McGrath, 1984; Pokk and
Vili, 2001) qui peut lui-méme interférer avec la consolidation de la mémoire (de Quervain,
2006). Ces critiques sont légitimes et un effet du stress ne peut étre écarté dans ces études,
mais plusieurs arguments confirment I'idée d’un r6le du SP dans la consolidation de la
mémoire. Premierement, d’autres études de privation ont été réalisées par des méthodes
peu stressantes et réveélent un effet délétere de la privation de SP sur la mémoire (Datta,
2004; Inostroza et al., 2013; Ravassard et al., 2016). D’autre part, I'augmentation artificielle
des quantités de SP apres un apprentissage (par des agents pharmacologiques ou une
procédure de rebond) améliore les performances des animaux lors du rappel d’'une tache
contextuelle ou spatiale (Ravassard et al., 2016; Wetzel et al., 2003). Enfin, des études

s’'intéressant aux mécanismes ayant lieu au cours du SP et n’utilisant donc pas de privation
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révelent I'importance du rythme théta du SP dans la consolidation mnésique (Boyce et al.,

2016; Nishida et al., 2009; Popa et al., 2010).

Malgré ces évidences, les résultats des études s’intéressant au réle du SP dans Ia
consolidation de la mémoire restent variables, notamment chez I'Homme. Plusieurs
évidences semblent montrer que le SP aurait une fonction sélective dans la consolidation de
certains types de mémoires (Rasch and Born, 2013). La variabilité des résultats concernant le
role du SP sur la mémoire serait donc une conséquence des différents types de mémoire
étudiés. Tout d’abord, comme évoqué au chapitre précédent, le SP semble jouer un réle
dans la consolidation des mémoires émotionnelles. De plus, les privations de SP chez
'Homme semblent affecter la mémoire procédurale ainsi que la mémoire déclarative
d’éléments complexes (phrases, histoires) tandis que la mémoire déclarative simple (mots
ou syllabes) ne semble pas affectée (Rasch and Born, 2013). Chez le rongeur, le SP semble
plus étroitement lié aux mémoires dépendantes de |'hippocampe. En effet, des
manipulations du SP post-apprentissage alterent les performances lors d’'un CPc (Boyce et
al., 2016; Ravassard et al., 2016) mais semblent épargner la mémoire d’'un CPi « non
dépendante de I'HPC » (Boyce et al., 2016). De plus, une privation de SP entraine une
altération des mécanismes de plasticité synaptique de longue durée et de synthese
protéique nécessaires a l'acquisition et la consolidation de la mémoire dans le dHPC
(McDermott et al., 2003; Prince and Abel, 2013; Ravassard et al., 2009, 2015). Le SP semble
donc jouer un réle dans certaines formes de mémoire, mais sa contribution exacte reste

encore aujourd’hui assez peu connue.

b) Modéles de consolidation de la mémoire au cours du sommeil

A ce jour, différentes hypothéses existent concernant le réle du sommeil dans la
mémoire. L’hypothése de « double processus » propose par exemple que différentes phases
de sommeil serviraient différents types de mémoire (Rasch and Born, 2013). Cette
hypothése est majoritairement basée sur I'observation chez I’'Homme que des privations de
début de nuit ou de fin de nuit semblent affecter différents types de mémaoire. Les privations

de début de nuit diminuent majoritairement les quantités de sommeil a ondes lentes tandis
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qgue les privations de fin de nuit diminuent préférentiellement les quantités de SP. Les
résultats de ces études suggerent que le sommeil a ondes lentes serait impliqué dans la
consolidation de la mémoire déclarative tandis que le SP serait impliqué dans le traitement
des mémoires procédurales et émotionnelles (Rasch and Born, 2013). Néanmoins cette
dissociation ne semble pas si évidente, et le sommeil a ondes lentes a ainsi été relié a la
mémoire procédurale dans certaines études (Aeschbach et al., 2008; Gais et al., 2000). Nous
allons présenter ici les principales hypothéses actuelles s’intéressant au role du sommeil

dans la mémoire.

(1) Les modeles de « consolidation passive » : I'hypothese
séquentielle (HS) et I'hypothese d’homéostasie synaptique (SHY)

L’hypothese d’homéostasie synaptique (SHY) formulée originellement par Tononi et
Cirelli (Tononi and Cirelli, 2003, 2006) propose que le sommeil a ondes lentes affaiblirait
globalement les connexions synaptiques afin d’éviter des phénomeénes de saturation des
réponses synaptiques, permettant ainsi a de nouveaux apprentissages de se mettre en place
par la suite. Cette hypothése est notamment basée sur |'observation que plus les synapses
sont potentialisées durant I'éveil, plus la puissance des ondes lentes au cours du sommeil
subséquent semble importante (Rasch and Born, 2013). Les oscillations lentes, notamment
inférieures a 1Hz, permettraient la dépotentialisation des synapses qui auraient été
potentialisées durant I'éveil. Il a en effet été observé in vitro qu’une activité neuronale dans
cette bande de fréquence induit une dépression a long terme des synapses (Kemp and
Bashir, 2001; Massey and Bashir, 2007). La fonction du sommeil de consolidation de la
mémoire serait alors un effet secondaire de cet affaiblissement des synapses, qui
engendrerait une disparition des connexions « superflues » supportant les informations
inutiles. Il y aurait ainsi une augmentation du ratio signal/bruit (utile/superflue), processus
au cours duquel seules les informations utiles persisteraient. Certains résultats vont dans le
sens de cette hypothése, montrant une diminution de l'activité synaptique pendant le
sommeil liée a I'activité au cours de I'éveil (pour revue : Rasch and Born, 2013 ; Tononi and

Cirelli, 2003, 2006). Cependant, une critique qui peut étre adressée a I’hypothése SHY est le
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mangque de considération pour les différences importantes qui existent entre les différents

stades de sommeil, qui sont probablement révélatrices de fonctions différentes.

L’hypothese séquentielle (HS) présente beaucoup de points communs avec
I’hypothese SHY, a la différence qu’elle préte une importance capitale a la succession entre
états de SL et de SP dans la consolidation de la mémoire et propose un double role de ces
phases de sommeil. Une diminution de la force des connexions aurait tout d’abord lieu au
cours du SL, diminution qui entrainerait un effacement des connexions « superflues ». Les
connexions supportant les informations utiles seraient par la suite renforcées et intégrées
dans le savoir sémantique au cours du SP (Ambrosini and Giuditta, 2001; Giuditta et al.,
1995). La succession des différentes phases de sommeil entrainerait alors une augmentation
du ratio signal/bruit (utile/superflue) permettant I'oubli des informations inutiles et le
renforcement des informations utiles. L’oubli serait supporté par les oscillations lentes du SL,
tandis que la consolidation serait due aux oscillations rapides du SP couplées a la présence
de facteurs de transcription (Giuditta et al., 1995). Chez le rongeur, plusieurs études vont
dans le sens de cette hypothése (Ambrosini et al., 1988, 1992; Giuditta et al., 1995), en
montrant par exemple une corrélation positive entre le nombre d’épisodes de SL suivis de SP
et les performances lors d’une tache d’évitement actif (Langella et al., 1992). A I'inverse, une
corrélation négative entre nombre d’épisodes de SL non suivis de SP et les performances est
observée, suggérant un role du SL dans l'affaiblissement des connexions. D’autre part,
certaines études prenant en considération le sommeil de transition (ST) suggérent fortement
un role primordial de ce stade de sommeil dans I'acquisition d’une tache d’évitement actif

(Ambrosini and Giuditta, 2001; Mandile et al., 2000; Vescia et al., 1996).

Les hypothéses « globales » présentées ici prétent un role général du sommeil dans la
régulation de la force des connexions synaptiques, qui aurait alors un réle passif dans la
consolidation de la mémoire par l'augmentation du ratio signal/bruit. Cependant, ces
hypothéses ne prennent pas en compte I’hétérogénéité de la mémoire, et le fait que
certaines formes de mémoires semblent dépendre de différentes phases de sommeil.
D’autre part, des évidences de mécanismes spécifiques au cours du sommeil, tels que la
réactivation de certaines traces mnésiques, ameénent a considérer un réle plus actif du

sommeil dans la consolidation mnésique.
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(2) Réactivations au cours du sommeil et consolidation
systémique active

Le point central du modele de consolidation systémique active repose sur |'existence
de réactivations des traces mnésiques qui ont été observées au cours du sommeil. La plupart
des études de réactivation s'intéressent aux cellules de lieu de I'HPC. Les cellules de lieu sont
des neurones de I'HPC dont la fréquence de décharge augmente drastiquement lors du
passage de I'animal dans une zone précise de son environnement. L'ensemble des cellules de
lieu permet donc une représentation spatiale précise de la position de I'animal dans son
environnement (Burgess et al., 1998). Les premiers a mettre en évidence une réactivation de
ces cellules au cours du sommeil furent Pavlides et Winson (Pavlides and Winson, 1989), et
de nombreuses études ont depuis observé le méme phénoméne (Lee and Wilson, 2002,
2004; Nadasdy et al., 1999). Plus précisément, c'est le pattern d'activation entre les
différentes CL qui semble se répéter, comme révélé par l'enregistrement en parallele de
multiples CL de I'aire dCA1 chez le rat (Wilson and McNaughton, 1994). Ces réactivations
sont observées au cours du SL, principalement au cours des sharp-waves ripples (SW-R;
(Kudrimoti et al., 1999; Nakashiba et al., 2009; O’Neill et al., 2008). Des réactivations sont
également observées dans d'autres régions que I'HPC, comme dans le cortex préfrontal
médian (CPFm). Ainsi, aprés l'acquisition d'une nouvelle regle dans un test de labyrinthe en Y
chez le rat, une réactivation du pattern de décharge relié a I'apprentissage est observé dans
le CPFm au cours du SL (Peyrache et al., 2009). De maniére intéressante, cette réactivation
survient environ 40 ms apres l'occurrence de SW-R dans I'HPC, suggérant que la réactivation
corticale serait guidée par l'activité hippocampique. Une autre étude utilisant une tache
spatiale chez le rat réveéle une réactivation des neurones du CPFm, observée
préférentiellement durant les périodes de SL riches en fuseaux et complexes K (Johnson et
al., 2010). Les études citées ci-dessus s'intéressaient aux réactivations neuronales au cours
du SL, et assez peu d'évidences existent concernant des phénoménes de réactivation au
cours du SP. Quelques études semblent cependant révéler des réactivations neuronales au
cours du SP (Hennevin and Hars, 1985; Hennevin et al.,, 1995; Louie and Wilson, 2001;

Pavlides and Winson, 1989; Poe et al., 2000, 2010). De maniéere intéressante, la réactivation
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des neurones du dCA1 semblent glisser peu a peu des pics vers les creux du rythme théta, au
fur et a mesure que les rats se familiarisent avec I'environnement (Poe et al., 2000). Comme
il avait précédemment été montré que la décharge des neurones pendant le pic ou le creux
du rythme théta provoquaient respectivement une potentialisation ou une dépression
synaptique (Holscher et al., 1997), ce résultat suggere que les réactivations au cours du SP
qui suit cet apprentissage pourraient étre liées au désengagement de I'HPC observé lors de

la consolidation systémique de cet apprentissage.

De nombreuses évidences réveélent donc des processus de réactivation des traces
mnésiques au cours du sommeil, et une question importante qui persiste est de déterminer
le réle fonctionnel de ces réactivations. Une bonne évidence d'un réle de ces réactivations
dans la consolidation mnésique provient d'une étude dans laquelle les auteurs sont
parvenus a induire une préférence de place chez la souris (de Lavilléon et al., 2015). Dans
cette étude, les auteurs stimulaient automatiquement le circuit de la récompense (medial
forebrain bundle ou MFB) pendant la réactivation spontanée d'une CL particuliére au cours
du SL, créant ainsi une association artificielle entre la récompense et la zone de décharge
(champ) de la CL. Par la suite, I'animal présentait une forte préférence de place pour le
champ de la CL, suggérant fortement l'implication de la réactivation des CL dans la
consolidation de la mémoire spatiale. Une autre évidence d'un réle fonctionnel des
réactivations au cours du sommeil provient d'une étude dans laquelle les SW-R étaient
inhibées au cours du SL post-apprentissage (Nakashiba et al., 2009). Le blocage des SW-R
entrainait une forte altération de la réactivation des neurones de dCA1 ainsi qu'un déficit
des performances lors du rappel d'un CPc, suggérant un lien entre SW-R, réactivation et

consolidation.

L'ensemble des évidences de réactivations neuronales au cours du sommeil et de
leurs implications comportementales ont donc permis de développer un modele de
consolidation systémique active au cours du sommeil. L'idée centrale de ce modele est que
les réactivations neuronales ayant lieu au cours du SL entraineraient le transfert des traces
mnésiques vers les sites corticaux de stockage a trés long terme de la mémoire (Rasch and
Born, 2013). En accord avec I'hypothése séquentielle, cette réorganisation nécessiterait
ensuite une stabilisation de cette trace au sein de ces réseaux par renforcement des

connexions synaptiques ayant lieu au cours du SP. En résumé, les informations initialement
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encodées dans un réseau hippocampo-cortical seraient peu a peu transférées vers des sites
corticaux, et notamment vers le CPFm, au cours des épisodes de SW-R et des fuseaux du SL.
Les synapses ainsi "marquées" seraient ensuite renforcées grace au rythme théta et a
I'activation de nombreux mécanismes de plasticité au cours du SP (Prince and Abel, 2013;
Ravassard et al., 2015). Le SL et le SP joueraient ainsi un réle complémentaire dans la
consolidation de la mémoire permettant la consolidation a long terme de la mémaoire.
L'importante activation corticale au cours du SP (Niethard et al., 2016; Renouard et al., 2015)
ainsi que le glissement des réactivations hippocampiques du pic vers le creux des oscillations
théta (Poe et al., 2000) suggerent que le SP soit particulierement impliqué dans le
désengagement hippocampique et l'implication croissante du cortex observés lors de la
consolidation systémique a trés long terme. Mais cela restait a démontrer et ce fut donc

I’objectif principal de ce travail de these que je vais vous décrire maintenant.

Dans les pages qui suivent sont exposés les résultats de mes travaux de these qui ont
consisté essentiellement a répondre a la problématique exposée ci-dessus. Dans un premier
chapitre, nous verrons dans quelle mesure une privation courte de SP réalisée
immédiatement aprées |'apprentissage influence la consolidation a trés long terme (30 jours)
d'un CPc. Ce chapitre répond aux objectifs 1, 2 et 3 décrits en tout début de ce manuscrit. La
premiere partie de ce chapitre est construite sous la forme d'un article a soumettre
prochainement. La deuxiéme partie de ce méme chapitre présente les résultats
complémentaires de cet article, qui concernent principalement I'objectif 3, mais présentent
également une analyse plus poussée du sommeil post-apprentissage. Dans un second
chapitre, nous présenterons les travaux de ma these qui répondent a I'objectif 4 décrit en
début de manuscrit, a savoir I'étude des modifications de la transmission glutamatergique
dans le CPFm des souris H/Rouen. Enfin, nous terminerons ce manuscrit par une discussion

générale des résultats et une conclusion sur I'ensemble des travaux de cette thése.
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ABSTRACT

Paradoxical sleep has been shown to play an important role in memory, and in particular in
emotional memory processes. In the present study, we tested whether post-learning PS
contributes to the long-term consolidation of remote fearful memory in mice. By using an
automated method of PS deprivation during 6 hours after contextual fear conditioning, we
found that PS deprivation impaired the recall of remote (30 days) - but not recent (24 hrs) -
memory of this conditioning. Using as a neuronal marker of activity the immediate early
gene Early Growth Response 1 (Egrl) in limbic cortical and subcortical areas involved in
memory processing, we also showed that the neuronal populations of the superficial layers
of the anterior cingulate cortex were less activated during the retrieval of remote memory
after post-learning PS deprivation. In contrast, after such deprivation, retrieval of remote
memory activates several areas involved in emotional processing such as the CA1 area of the
ventral hippocampus, the basolateral area of the amygdala and the superficial layers of the
ventral orbitofrontal cortex. By performing graph-theorical analyses, we also revealed that
post-learning PS is required to promote in time the reorganization of the functional
connections between limbic areas in order to reduce the level of global activity in this
network. These findings pinpoint a role for PS in the systemic long-term consolidation of

remote memory.
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INTRODUCTION

Episodic memories can last for a lifetime, especially when they are related to emotional
events. Although one may be under the impression that these memories remain stable over
time, it has been shown that their biological substrates can be deeply reorganized with time
promoting the consolidation of the memory trace (Frankland and Bontempi, 2005; Winocur
et al., 2007). This transformation of the engram had been studied in both humans and
animals, and studies suggest that a stronger reactivation of neocortical neuronal networks is
observed during recall of remote memories than for recall of recent memories (Cullen et al.,
2015; Do-Monte et al., 2015; Frankland and Bontempi, 2005; Frankland et al., 2004; Kim and
Fanselow, 1992; Maviel et al.,, 2004; Scoville and Milner, 1957; Sterpenich et al., 2009;
Walters and Zovkic, 2015; Wheeler et al.,, 2013; Winocur and Moscovitch, 2011). This
process called systemic consolidation is thought to represent the neuronal basis of memory
transformation (Frankland and Bontempi, 2005; Winocur and Moscovitch, 2011). The first
evidence of systemic consolidation was the observation of a temporally graded retrograde
amnesia in patients suffering from medial temporal lobe lesions such as HM (Scoville and
Milner, 1957). This observation led to the idea of a progressive disengagement of the
hippocampus (HPC) over time, confirmed thereafter by several studies, especially those
using contextual fear conditioning in rodents (Frankland et al., 2004; Kim and Fanselow,
1992). This progressive disengagement of the hippocampus would be accompanied by a
progressive engagement of neocortical regions, and particularly of the prefrontal cortex
(Bontempi et al., 1999; Cullen et al., 2015; Frankland and Bontempi, 2005; Frankland et al.,
2004; Goshen et al., 2011; Takashima et al., 2006, 2009; Wheeler et al., 2013). Since then
however, other studies have shown an involvement of the HPC even at remote delays

(Goshen et al.,, 2011; Nadel and Moscovitch, 1997; Winocur et al., 2009). Goshen and
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colleagues thus showed that recall of remote contextual fear memory is supported by the
dorsal HPC (dHPC) and the anterior cingulate cortex (ACC), an area of the medial prefrontal
cortex (mPFC), as the inactivation of either one of these structures impaired recall of remote
long-term memory. These results suggest that the consolidation of remote long term-
memory involves a balanced reorganization of cortico-hippocampal networks instead of an
all or none hippocampal disengagement and neocortical activation as initially proposed by
the multiple trace theory (Moscovitch et al., 2006; Nadel and Moscovitch, 1997; Winocur

and Moscovitch, 2011).

A largely accepted hypothesis is that post-training sleep plays an important role in memory
consolidation (Diekelmann and Born, 2010; Rasch and Born, 2013). In humans, it has been
shown that retrieval of remote memory recruits different networks depending on whether
subjects were sleep deprived or not after learning (Sterpenich et al., 2009). Sleep can be
segregated into two different stages: slow wave sleep (SWS) and paradoxical sleep (PS,also
called rapid eye movement sleep or REM sleep). Based on their electrophysiological and
neurochemical differences, these two stages are supposed to play different roles on
different types of memory (Diekelmann and Born, 2010; Rasch and Born, 2013). PS has thus
been closely linked to emotional memory processes (Genzel et al.,, 2015; Goldstein and
Walker, 2014), and several studies in both humans and animalshave shown a role for post-
learning PS in emotional memory consolidation (Boyce et al., 2016; Nishida et al., 2009; Popa
et al., 2010; Ravassard et al., 2016). However, until now, none of these studies has examined
whether post-learning PS plays a role in the consolidation and systemic reorganization of

remote memory.
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Several studies have demonstrated the crucial role played by PS in the expression of long
term potentiation (LTP), a form of long term synaptic plasticity critical for memory
consolidation (Calais et al., 2015; Prince and Abel, 2013; Ravassard et al., 2016; Sil’kis, 2009).
Based on several studies (Dolcos et al., 2004, 2005; Yoo et al., 2007)and on the particular
physiology of PS (involving a low level of adrenergic transmission, but a high level of
cholinergic activity; Diekelmann and Born, 2010; Saper et al., 2010), Walker and colleagues
have suggested that sleep exerts a dual role in memory and forgetting (Goldstein and
Walker, 2014; Walker and van der Helm, 2009a). The "Sleep to Forget, Sleep to Remember
"hypothesis thus poses that PS could erase (“forget”) the emotional tone associated with a
particular emotional/traumatic event while promoting at the same time the consolidation of
the declarative/contextual aspects of this memory. This could explain why, in non-
pathological conditions (unlike depression or post-traumatic stress disorder), one is able to
remember a negative experience without feeling emotional or traumatized by it. However,
conflicting results had been obtained while trying to test this hypothesis (Groch et al., 2013;
van der Helm et al., 2011). Here, we tested the role of post-learning PS in the consolidation
of recent or remote contextual fear memory in mice tested 24h or 30 days after
conditioning. For this purpose, mice were subjected to a selective PS deprivation during 6
hours following conditioning using an automated and non-stressful deprivation method
(Libourel et al., 2015). Our results reveal for the first time that such a deprivation is sufficient
to specifically impair future recall of remote - but not recent- fear memory, as well as the
network of brain structures involved in this recall. Our findings thus reveal a crucial role of
post-learning PS in initializing systemic consolidation for remote memory consolidation, and
suggest that PS plays an important role in excitability homeostasis which may facilitate

memory performance.
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MATERIAL AND METHODS

Subjects

All experiments were conducted on male C57BI/6J mice (Charles River) between 11 and 13
weeks of age. Animals were housed in groups of two to four mice per cage for one week
between reception and surgery. Animals had free access to food and water in a room
maintained on a mean temperature of 22°C and on a 12:12 light/dark cycle (light phase
between 8:00 am and 8:00 pm). The animal care and treatment procedures were in
accordance with the regulations of the local (Lyon 1 University DR2013-47) and European

(2010/63/EU) ethics committee for the use of experimental animals.

Surgery, polysomnographic recordings and vigilance states quantification

One week after reception, animals were implanted with electroencephalographic (EEG) and
electromyographic (EMG) electrodes in order to monitor their vigilance state. They were
anesthetized with an intraperitoneal injection of a ketamine (Virbac, 1 mg/kg) and xylazine
(Rompun 2%, 0.5 mg/kg) cocktail. Three EEG electrodes made with steel screws (Plastics One
Inc. ) were implanted on parietal (AP - 2mm; ML +1.5 mm from Bregma) and frontal (AP + 2
mm; ML — 1 mm from Bregma) positions, as well as above the cerebellum for reference (AP —
6 mm; L = 0 from Bregma). Two EMG electrodes were implanted bilaterally in the neck
muscles. EMG electrodes were small gold-coated pewter spheres. All electrodes were then
plugged to a female connector (Plastic One; Bilaney, Diisseldorf, Germany) and cemented to
the skull. Animals were then singly housed (isolated from one another) to prevent them for
gnawing implants. They were given seven days to recover from surgery. During this recovery
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period, they were habituated to be handled by the experimenter for 10 minutes per day, at
least two days before being placed in the recording chamber. At the end of the recovery
period, they were placed in a 20 cm diameter plexiglas barrel in a sound-attenuated,
ventilated, and electrically isolated chamber (40 x 40 x 60 cm), and were connected by a
tether to a rotating connector (Plastic One; Bilaney, Disseldorf, Germany). EEG/EMG activity
was amplified (500X), filtered (1 — 100 Hz for EEG and 10 — 100 Hz for EMG, Alpha-Omega,
Israel) and recorded continuously using a CED Power1401 converter and Spike2 (Cambridge
Electronic Design, Cambridge, UK) or SleepScore (Viewpoint) softwares. EEG and EMG signals
were sampled at 512 Hz. Animals freely moved in the recording chambers with free access to
food and water and were housed with the same light/dark cycle and temperature than in the
housing conditions. The vigilance states were manually scored post hoc in 5 s epochs using
Spike2 and SleepScore softwares. Vigilance states were scored during five days: three days
before fear conditioning (allowing for two days of habituation and one day of baseline) and
for 24h after conditioning. Three vigilance states were discriminated: 1) wakefulness (Wk)
characterized by strong muscular activity and fast oscillations on the EEG, 2) slow wave sleep
(SWS) characterized by a weak muscle tone and slow oscillations (0-4 Hz) on the EEG, and 3)
paradoxical sleep (PS) characterized by muscle atonia and theta (4-10 Hz) oscillations on the

EEG (Ravassard et al, 2016).

Fear conditioning

Contextual fear conditioning (CFC) and recall sessions of this conditioning were conducted
on 50 mice between 8:00 am and 9:00 am in a different room from the one they were sleep-

recorded in. Animals were unplugged and kept in an opaque transfer cage between
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threeand five minutes before beingmoved in the experimental room and placed in the
conditioning chamber. For training, mice were placed in a plexiglas conditioning chamber (25
x 25 x 35 cm, custom-made) that they were allowed to freely explore during four min prior
the onset of the unconditioned stimulus (US), a 0.7 mA, 1 s duration electric footshock
delivered through the grid floor. After an additional two min, mice were moved back to the
recording room and placed in a barrel (30 cm of diameter x 50 cm) to be recorded and PS
deprived, or not. CFC was tested either 1 day (RECENT) or 30 days (REMOTE) after training to
assess the strength of their memory. During testing, mice were re-exposed to the
conditioning chamber (context) for six consecutive minutes without footshock delivery.
Freezing behavior, defined as a complete absence of movement, was evaluated before (pre-
shock) and immediately after electric foot-shock delivery (post-shock), as well as during
testing (contextual recall) by a custom video-based software (FearFactor) developed under
Matlab ® (Mathworks). Camera (PointGreyFirefly MV) had a definition of 640 x 480 pixels at
15 frames per second, and video resolution of 11.5 pixels/cm. The animal actimetry was
estimated by calculating the number of pixels whose intensity changed more than 10 gray
levels between two successive frames. The threshold of number of changing pixels/sec was
determined compared to manual scoring of the first animals. Video actimetry was
performed with a side view for better detection. The conditioning chamber and the opaque
transfer cage were cleaned after each training/testing session using respectively 70%
ethanol or water. The same procedures were carried out on two control groups, except that
animals from these groups did not receive any footshock (RECENT no-shock and REMOTE no-
shock groups). We used these animals as controls, instead of home cage controls, for
immunohistochemistry experiments as done previously in several studies (Cullen et al.,

2015; Frankland et al., 2004).
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Paradoxical sleep deprivation

Immediately after conditioning, mice were placed in a barrel in the recording chamber and
half of them were PS deprived for 6 hours (RECENT PSD, REMOTE PSD, RECENT no-shock PSD
and REMOTE no-shock PSD groups). Deprivation was performed with an automated method
(Libourel et al., 2015). Briefly, this method relies on an online EEG and EMG signals analysis
with the software (Spike2 or SleepScore). Several discriminant parameters of EEG and EMG
recordings are calculated based on manual scoring of the recordings from the same animal
in order to automatically assign a vigilance state (Wk, SWS or PS) for every 1s epoch (see
details in Libourel et al., 2015). When a PS episode is detected, a Transistor-Transistor-Logic
(TTL) signal is sent to a stimulation box (Libourel et al., 2015) through a software (Shaker)
developed under Matlab®, waking up the animal by shaking the floor of the barrel via an
electromagnet on its base. This technique is much less aversive than other methods such as
an upside down flowerpot located in a bucket of water (Mendelson et al., 1974) which
induces stress by immobilization and due to the presence of water surrounding the platform
(Pokk and Vali, 2002). This method also prevents direct exposure to the experimenter (Kopp

et al., 2006) that could also produce stress.

Immunohistochemistry

Ninety minutes after the recall session, mice were deeply anesthetized with an
intraperitoneal lethal injection of pentobarbital (0.2 mL; CEVA Santé animale). They were
perfused successively at 7mL/min with 30 mL of ringer lactate with heparin (choay®, 1 mL/L)
at room temperature then with 50 mL of cold (4°C) 4% paraformaldehyde (PFA; Carlo Erba)

diluted in a phosphate buffer (0.1M) at pH 7.4 the day before. Brain were then extracted and
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kept 24h in PFA 4% at 4°C then at least 2 days in a 30% sucrose solution diluted in PB 0.1M
with 0.1% natrium azide (Millipore). Just before freezing, a small cut was made on the
ventro-medial part of the brain left hemisphere in order to identify the hemispheres for
immunohistochemistry analysis. Brains were then frozen at -50°C in 2-methylbutane (Sigma
Aldrich) for two minutes and conserved less than one week at -20°C before being cut in
30um thick coronal sections at -20°C with a cryostat (Leica). Brain slices were collected in a
phosphate saline buffer 0.02M with 0.3% triton (PBST), and then transferred for one hour in
PBST with 0.03% H,0,. Slices were conserved in PBST with 0.1% natrium azide (PBSTazpe)
until immunohistochemistry. Egrl immunohistochemistry was conducted on all brains the
same day to avoid variability. Slices were incubated with Egrl rabbit polyclonal antibody
(1:5000 in PBSTazpg; Santa Cruz Biotechnology, ref sc-189) for five days at 4°C with constant
rotation, then washed and incubated with goat anti-rabbit biotinylated IgG (1:1000 in PBST,
VectorLab, ref BA-1000) for 24 hours at 4°C with constant rotation. Staining was revealed
using the avidin-biotin peroxidase method (1:1000; ABC kit, VectorLab) coupled to
diaminobenzidine (DAB; 5 mg/mL) as a chromogen. Egrl-positive neurons were quantified
blindly using Mercator software (Explora Nova, France) on two to four sections for each
structure. Because EEG implantation sometimes slightly damaged the brain, we quantified
Egrl expression in the right hemisphere for every structure except for the prefrontal,
orbitofrontal and retrosplenial cortices and the claustrum, which were quantified on the left
hemisphere. An optic density threshold was chosen to quantify the density of positively
labeled nuclei per structure. Egrl-positive cell density was then normalized relative to the
corresponding no-shock control group value taken as 100 % (for instance, REMOTE PSD mice

value was normalized using REMOTE PSD no-shock mice values).

Statistical analysis

109



All statistical tests were performed using Anastats tools (AnaStats Scop ARL, RILLY SUR
VIENNE, France). Normality and homoscedasticity were evaluated respectively with Shapiro-
Wilks and Bartlett tests. Normally distributed data were compared using ANalysis Of
VAriance (ANOVAs) and post hoc Student t-tests. Non-normally distributed datas were
compared using Mann-Whitney or paired Wilcoxon tests. Immunohistochemical data were
analyzed using two-way ANOVAs for independent measures with Conditioning (shock versus

no-shock) or Deprivation (PSD versus non-PSD) as main factors.

Correlation matrices

Within each group of conditioned animals, all pairwise correlations between Egrl® cells
densitiy in all regions were determined by computing Fisher "r to z" transformation on the
Pearson correlation coefficient. Pearson correlation coefficients were obtained from a vector
size between 7 and 13 depending on the brain regions. Statistical comparison of each
correlation of the matrices were performed by using a bootstrap analysis, i.e. randomly
resampling datas 100 times. Correlation matrices, graphs and statistical analysis were
performed in python using the package neuropype_graph

(https://github.com/davidmeunier79/neuropype graph). Graph properties were computed

using radatools software (http://deim.urv.cat/~sergio.gomez/radatools.php) and displayed

using PajekXXL software.

Graph-theorical analysis and network construction
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Graph-theorical measures were performed to characterize network properties from
correlation matrices as in studies on functional or anatomical connectivity in humans
(Bullmore and Sporns, 2009). Network properties were computed using the 10% strongest
correlations in each group. Several parameters were calculated to characterize network
properties. First, the degree of a node is equivalent to the number of connections of the
node to all the others. The shortest path lenght corresponds to the minimum number of
nodes that have to be passed to go from one node to another, and is the inverse of the
efficiency (Rubinov and Sporns, 2010). The average path lenght is the mean of all shortest
path lenght values for one given node. The betweenness centrality of a node is defined as
the proportion of all shortest paths that pass through a given node. Finally, the clustering
coefficient is defined as the fraction of the node's neighbors that are also neighbors of each
other (Watts and Strogatz, 1998). Graphs were generated with PajekXXL software

(http://mrvar.fdv.uni-lj.si/pajek/).
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RESULTS

PS deprivation alters remote long-term memory

In order to assess the role of post learning PS on fear memory consolidation, we conditioned
mice to fear a new context and immediately exposed them to a 6 hour-long PS deprivation.
This short-term PS deprivation allowed the animals to rapidly recover from deprivation, to
avoid non-specific effect from tiredness when tested for recent recall 24h later. PS amount
was significantly reduced in REMOTE and RECENT PSD groups compared with PS amount the
day before conditioning (figure 1B; baseline sleep at Zeitgeber Time (ZT) 0-6h represented by
a horizontal line; RECENT PSD: p < 0.01; REMOTE PSD: p< 0.001) and to non-PSD groups
(p<0.001) during the deprivation period (ZT 0-6). As expected, this PS decrease was followed
by an increase in PS amount during 4 hours compared with baseline sleep, indicating a PS
rebound due to PS homeostasis (at ZT 6-8 and ZT 8-10). In addition, in non-PSD groups, fear
conditioning was immediately followed by a transient 2 hours decrease in PS amount
compared with baseline sleep (ZT 0-2; figure S1A-B). This conditioning-induced PS decrease
was likely due to the stress felt by the animals after having been exposed to the electric

footshock (Kim and Dimsdale, 2007; Sanford et al., 2010).
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Figure 1. Selective role of post-learning paradoxical sleep on remote memory
consolidation. A. Timeline of the protocol: PS deprived animals were subjected to a 6h PS
deprivation immediately after training given at Zeitgeber 0 (8:00 am, light-on onset). The
training protocol consisted of a single electric footshock (0.7 mA during 1s). Mice from the
RECENT group were tested 24h later (top timeline), and mice from the REMOTE group were
tested 30 days later (bottom timeline). B. Post learning PS quantities during the 10 hours
following learning (ZT 0-10), expressed as a percentage of the day before (baseline) for the
RECENT group (top; n = 12 (non-PSD), n = 12 (PSD)) and the REMOTE group (bottom; n =11
(non-PSD), n = 11 (PSD)). A significant decrease of PS quantities is observed in PSD groups
during deprivation (ZT 0-6), followed by an increase (rebound) during the 4 hours post
deprivation. An increase in PS is also observed in non-PSD animals between 8 and 10 hours
after fear conditioning (ZT 8-10) following the immediate (ZT 0-6) PS decrease due to
training. C. Freezing of mice during the two training phases (pre-shock and post-shock) and
during retrieval (recall) for the RECENT group (top, triangles; n = 14 (non-PSD), n = 12 (PSD))
and the REMOTE group (bottom, circles; n = 12 (non-PSD), n = 12 (PSD)). Results are
presented as mean * SEM values. Freezing amount during recall is decreased in PSD
compared to non-PSD animals in the remote condition. D. Regression curves between
amount of freezing during test session (Y axis) and PS quantities during the first 2 hours of
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rebound (ZT 6-8; X axis) for the RECENT groups (two top scatter plots : non-PSD (black
triangles) and PSD (red triangles)) and the REMOTE groups (two bottom scatter plots : non-
PSD (black circles) and PSD (red circles)). Grey lines represent the 95% confidence interval of
the linear regression. A significant positive correlation between PS quantities and freezing is
observed only for the REMOTE PSD group *: significant difference between PSD and non-PSD
(*<0.05, **<0.01, *** < 0.001); #: significant difference compared to baseline (# < 0.05, ##
<0.01)

In non-PSD groups, this conditioning-induced PS decrease was also followed by a significant
increase in PS amount compared with baseline sleep, an observation in agreement with
previous studies (Hennevin et al., 1974; Leconte and Hennevin, 1973; Portell-Cortés et al.,
1989; Smith et al.,, 1974, 1977, 1980). No difference in slow wave sleep amount was
observed between non-PSD and PSD animals, demonstrating the selectivity of the PS

deprivation (figure S1C-D).

We then assessed the effect of PS deprivation on recent long-term memory. No difference
was observed between PSD and non-PSD groups when memory was tested 1 day after
conditioning (figure 1C; p = 0.894; n = 14 non-PSD, n = 12 PSD). In contrast with recent long
term memory, PS deprivation impaired remote memory performance (expressed as a
percentage of time spent in freezing) in PSD mice compared to non-PSD animals (figure 1B
red; p = 0.02277; n = 12 non-PSD, n = 12 PSD). Moreover, a positive correlation between PS
amount at ZT 6-8 (during PS rebound) and the level of freezing was found in the remote PSD
group (figure 1D; Pearson correlation coefficient r = 0.76052; p-value = 0.00658). Such
correlation was not observed in other groups, suggesting a specific role of PS rebound on
remote memory consolidation. Taken together, these results strongly support a selective

role for post learning PS in the long-term consolidation of remote memory.
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Brain activity during retrieval

We next assessed the impact of PS deprivation on the organization and reorganization of
cortical and subcortical networks involved during the consolidation of RECENT or REMOTE
memory. In order to characterize neuronal populations activated during retrieval of these
two types of memories, we used the immediate early gene Egrl as an indirect marker of
neuronal activity. Using this marker, we then blindly analyzed the distribution of Egrl
positive neurons in 12 cortical and sub-cortical structures divided in 27 sub-regions following
classical anatomical criteria (Paxinos and Franklin, 2" edition). The density of Egrl positive
neurons in test groups was quantified as a percentage relative to the density of non-
conditioned animals (not exposed to footshock but solely to the conditioning context) in
order to substract basal neuronal activity associated with the sole exposure to the
conditioning context(Cullen et al., 2015; Frankland et al., 2004). First, in all areas except one,
we did not observe an effect of PS deprivation in the density of Egrl positive neurons in non-
conditioned animals (see supplementary figure S4). We then examined the effect of post-
learning PS deprivation in the dorsal hippocampus (dHPC) and related networks of
conditioned animals. ANOVAs showed a significant effect of Conditioning on the activity of
the dHPC (dCA1: F349= 27.23, p < 0.0001; dCA3: F3 4= 12.34, p = 0.0011; DG: F34;=14.63, p =
0.00044) in the RECENT groups (figure 2B, top left). Post hoc t-tests revealed a significant
increase in the density of Egrl positive cell in the dCA1 and dentate gyrus (DG) compared
with no-shock groups in both non-PSD and PSD groups (dCA1: p = 0.0064 (non-PSD), p =
0.0001 (PSD); DG: p = 0.008 (non PSD), p = 0.026 (PSD)). A significant increase in the density
of Egrl positive cellsin the dCA3 was observed for non-PSD animals (p = 0.002, top right),
whereas only a non-significant trend towards such increase was observed in the PSD group

(p = 0.0609).
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Figure 2. Egrl expression in the dorsal hippocampus and the reuniens nucleus of the
thalamus after retrieval of contextual fear conditioning. A. Photomicrographs showing Egrl
immunostaining in the dentate gyrus (DG) and the nucleus reuniens (Re) in the 4
experimental groups. B. Density of Egrl positive cells expressed as a percentage of the no-
shock groups value in dCA1 (top left), dCA3 (top right), dentate gyrus (DG, bottom left) and
reuniens nucleus of the thalamus (Re, top right). In each plot, results are shown for non-PSD
groups (black triangles (RECENT non-PSD, n = 13) and black circles (REMOTE non-PSD, n =
11)) and PSD groups (red triangles (RECENT PSD, n = 11) and red circles (REMOTE PSD, n =
11)). Results are presented as mean = SEM values. An overall hyperactivation of dorsal
hippocampus is observed after RECENT recall. The dentate gyrus and the thalamic nucleus of
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reuniens are hyperactivated in the REMOTE PSD group.#: significant difference compared to
no-shock group (#: p < 0.05, ##: p < 0.01, ###: p < 0.001).dCA1/dCA3: CA1 and CA3 regions of
dorsal Ammon's horn; DG: dorsal dentate gyrus; Re: nucleus reuniens.

In contrast, we did not found any increase in the density of Egrl positive cell in the dCA1
when animals were tested 30 days after conditioning (REMOTE groups), whether animals
were PS deprived or not (figure 2B). ANOVA revealed also a significant effect of Conditioning
on DG activity in REMOTE animals (F536=5.70, p = 0.022, figure 2B), but no significant effect
of Deprivation (F;36=3.05, p = 0.0895). However, post hoc t-test revealed a significant
increase in the density in the DG of PSD group compared with PS deprived no-shock controls
(p = 0.0267). No significant effect of Deprivation (F336=1.99, p = 0.167) or Conditioning
(F3,36=3.40, p = 0.074) was observed in dCA3 in REMOTE groups. We next investigated Egrl
expression in the nucleus reuniens since this thalamic nucleus is a major anatomical and
functional relay between the dHPC and the medial prefrontal cortex (PFC) (Cavdar et al.,
2008; Eleore et al., 2011; Griffin, 2015; Varela et al., 2014; Vertes, 2002), and is potentially
involved in remote fear memory recall (Wheeler et al., 2013). A significant effect of
Conditioning (F33,=9.85, p = 0.0.0036) but not of Deprivation (F33,=1.53, p = 0.2253) was
observed on the nucleus reuniens activity during RECENT recall. Post-hoc t-test revealed a
significant increase activation of nucleus reuniens only in the PSD group (p = 0.027) whereas
only a trend for such increase was observed in the non-PSD group (p = 0.081). A significant
increase in Egrl positive cell the nucleus reuniens was observed in the REMOTE PSD group
compared to no-shock group (ANOVA (Conditioning): F333=6.25, p = 0.0176; post hoc t-test:
p = 0.0137) but this hyperactivation failed to reveal a significant effect of PS Deprivation
(ANOVA (Deprivation): F333=3.12, p = 0.0864). Overall, these results suggest that the dHPC

and its related structures might be hyper-activated during REMOTE memory recall in the PS
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deprivation group. To further test this hypothesis, we next investigated PFC activity during

recall.

We thus assessed the density of Egrl positive cell in areas of the PFC involved in fear
conditioning: the ventral orbitofrontal cortex (VO), the anterior cingulate (ACC), as well as
the prelimbic (PL) and the infralimbic (IL) areas. We computed the density of labeled cells
separately in the deep (V/VI) and superficial (II/Ill) layers of these areas. In the RECENT
groups, ANOVAs revealed a significant effect of Conditioning on the activity of the deep
layers of the prelimbic (PLdI) and infralimbic (ILdl) cortices (F5 3= 5.41, p = 0.027 (PLdl); F335=
8.00, p = 0.008 (ILdl)). Post-hoc student t-tests confirmed a significant increase in ILdl activity
in the RECENT PSD group (p = 0.038) but the other differences remained non significant. A
significant effect of Deprivation on the activity of the deep layers of the ventral part of the
orbitofrontal cortex (VOdI) was revealed (ANOVA : F33s= 4.40, p = 0.043 (VOdI)) that
remained non significant after post-hoc t-test (PSD vs non-PSD : p = 0.066). We did not find
any difference in the density of Egrl positive cells for these areas in the other brain regions
in RECENT groups (ANOVAs (Deprivation): F33s= 0.62, p = 0.437 (ACCsl); F33,=0.04, p = 0.845
(ACCdl); F335=0.08, p = 0.778 (PLsl); F33,=0.02, p = 0.887 (PLdl); F335=0.02, p = 0.887 (ILsl);
F3,38=0.11, p = 0.737 (ILdl); F535=0.61, p = 0.44 (VOsl);); ANOVAs (Conditioning): F533=0.00, p
= 0.945 (ACCsl); F332= 1.92, p = 0.176 (ACCdl); F33s= 0.20, p = 0.66 (PLsl); F335= 3.17, p =

0.084 (ILsl); F335=3.31, p = 0.078 (VOsl); F535= 0.02, p = 0.887 (VOdl))
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Figure 3. Egrl expression in the prefrontal cortex after retrieval of contextual fear
conditioning. A. Photomicrographs showing Egrl immunostaining in the superficial layers of
ACC (ACCsl) and VO (VOsl) in the four experimental groups B. Density of Egrl positive cells
expressed as a percentage of the no-shock groups value in the anterior cingulate cortex
(ACC), prelimbic cortex (PL), infralimbic cortex (IL) and the ventral part of the orbitofrontal
cortex (VO). The left columns show results in the superficial layers of the cortices (ll/Ill, sl)
and the right columns show results in the deep layers (V/VI, dl). In each plot, results are
shown for non-PSD groups (black triangles (RECENT non-PSD, n = 13) and black circles
(REMOTE non-PSD, n = 11)) and PSD groups (red triangles (RECENT PSD, n = 11) and red
circles (REMOTE PSD, n = 11)). Results are presented as mean + SEM values. Hyper-activation
of superficial layers of ACC (ACCsl) is observed only in the REMOTE non-PSD group, whereas
superficial layers of VO (VOsl) are hyper-activated only in the REMOTE PSD group.*:
significant difference between non-PSD and PSD groups (*: p < 0.05, **: p < 0.01); #:
significant difference compared to no-shock group (#: p < 0.05, ##: p < 0.01, ###: p < 0.001).
ACC: anterior cingulated cortex; PL: prelimbic cortex; IL: infralimbic cortex; VO: ventral
orbitofrontal cortex; ACCsl: superficial layers of ACC; VOsl: superficial layers of VO.

For REMOTE groups, ANOVAs revealed a significant effect of Deprivation (F33¢= 6.14, p =
0.018), Conditioning (F33s= 4.94, p = 0.0326) and of the interaction between these two
factors (F3 3= 6.14, p = 0.018) on the density of Egrl positive cell of the ACC superficial layers
(ACCsl, figure 3B top left). Post hoc student t-test showed a significant increase in the density
of Egrl positive cell in the ACCsl in the non-PSD group compared with no-shock group (p =
0.045) and to PSD group (p = 0.0086). On the contrary, the density of Egrl positive cells was
increased in superficial layers of VO (VOsl) in REMOTE PSD animals compared to non-PSD
and no-shock groups (ANOVA: F3,s= 5.45, p = 0.027 (Deprivation); F3,s= 10.29, p = 0.0033
(Conditioning); F32s=5.45, p = 0.027 (Interaction); post hoc t-test: p = 0.0012 (vs non-PSD), p
= 0.0002 (vs no-shock)). These effects of PS deprivation on Egrl expression in the PFC were
observed only in the ACCsl and VOsl. ANOVAs revealed also a significant effect of
Conditioning in the density of Egrl positive cells of deep layers of the ACC (ACCdl), PL (PLdI)
and IL (ILdl) in both REMOTE non-PSD and PSD groups (F33s= 13.54, p = 0.0008 (ACCdl); F335=
10.56, p = 0.0026 (PLdl); F33,= 11.88, p = 0.0017 (ILdl)). Post hoc t-tests showed a significant
increase in Egrl positive cells in the ACCdIl and PLdl of both groups compared to no-shock
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controls (ACC: p = 0.0174 (non-PSD), p = 0.0149 (PSD); PL: 0.0346 (non-PSD), p = 0.021

(PSD)), and in the ILdI of PSD animals only (p = 0.0269).

Altogether, the results in the dHPC, Reuniens and PFC suggest that few hours of post
learning PS are critical to the future reorganization of the hippocampo-prefrontal network
involved in the long-term consolidation of remote memory. We next measured Egrl
expression in several cortices known to be involved in memory processes: the agranular and
granular retrosplenial cortices and the lateral entorhinal cortex. We also analyzed Egrl
expression in the claustrum, a major cortical input previously shown to be involved in

cortical activation during PS (Renouard et al., 2015).
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Figure 5. Egrl expression in cortical network after retrieval of contextual fear
conditioning. A. Photomicrographs showing Egrl immunostaining in the retrosplenial
granular cortex (RSG) and in the lateral entorhinal cortex (LEC) in the four experimental
groups. B. Density of Egrl positive cells expressed as a percentage of the no-shock groups
value in the retrosplenial agranular (RSA) and granular cortices (RSG), in the lateral
entorhinal cortex (LEC) and in the claustrum. The top line shows results in the superficial
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layers of the cortices (II/Ill, sl) and the bottom line shows results in the deep layers (V/VI, dl).
In each plot, results are shown for non-PSD groups (black triangles (RECENT non-PSD, n = 13)
and black circles (REMOTE non-PSD, n = 11)) and PSD groups (red triangles (RECENT PSD, n =
11) and red circles (REMOTE PSD, n = 11)). Results are presented as mean * SEM values. We
can see a significant hyper-activation of the deep layers of the lateral entorhinal cortex
(LECdI) in the RECENT groups. A significant reduction of activity is observed in the superficial
layers (11/111) of the granular retrosplenial cortex (RSG) in the REMOTE non-PSD group. #: p <
0.05 vs no-shock group. RSA: agranular retrosplenial cortex; RSG: granular retrosplenial
cortex; LEC: lateral entorhinal cortex; Cla: claustrum.

ANOVA showed a significant effect of Conditioning on the activity of the LEC deep layers
(V/VI) during RECENT recall (figure 5B; F33¢= 8.76, p = 0.0054). Post hoc t-tests revealed an
increase in the density of Egrl positive cells in this region in both non-PSD (p = 0.0462) and
PSD (p = 0.0422) conditions. In the REMOTE condition, ANOVA shows a significant effect of
Conditioning on the density of Egrl positive cells in the superficial layers (lI/Ill) of the
granular retrosplenial cortex (F33,= 4.56, p = 0.04). Post hoc t-test reveals a significant
reduction of activity in this region in non-PSD animals (p = 0.0346), that is not observed in
PSD animals (p = 0.3993). Thus PS deprivation prevented the apparent disengagement of
granular retrosplenial cortex during remote recall but had a weaker effect on these cortical

areas than on prefrontal cortical areas.
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Figure 5. Egrl expression in
contextual fear conditioning.

the ventral hippocampus and amygdala after retrieval of

A. Photomicrographs showing Egrl immunostaining in the
basolateral amygdala (BLA) and in the CA1 region of the ventral hippocampus (vCA1) in the
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four experimental groups. B. Density of Egrl positive cells expressed as a percentage of the
no-shock groups value in the CA1 (vCA1) and CA3 (vCA3) regions of the ventral hippocampus
and in the lateral (LA), basolateral (BLA) and central (CE) amygdala. In each plot, results are
shown for non-PSD groups (black triangles (RECENT non-PSD, n = 13) and black circles
(REMOTE non-PSD, n = 11)) and PSD groups (red triangles (RECENT PSD, n = 11) and red
circles (REMOTE PSD, n = 11)). Results are presented as mean + SEM values. A significant
hyper-activation of the ventral hippocampus and basolateral nucleus of amygdala can be
observed in REMOTE PSD mice. *: significant difference between non-PSD and PSD groups (*:
p < 0.05, ***: p < 0.001); #: significant difference compared to no-shock group (#: p < 0.05,
##: p < 0.01). BLA: basolateral nucleus of the amygdala; LA: lateral nucleus of the amygdala;
CE: central nucleus of the amygdala; vCA1/vCA3: CA1 and CA3 regions of ventral Ammon's
horn.

We finally investigated the activity of structures known to play an important role in the
processing of emotional information. ANOVAs showed a significant effect of Conditioning on
the activity of the basolateral (BLA), lateral (LA) and central (CE) nuclei of the amygdala in
the RECENT groups (figure 5B; F341= 9.68, p = 0.0034 (BLA); F34:= 10.08, p = 0.0029 (LA);
F33s= 8.39, p = 0.0062 (CE)). Post hoc t-tests revealed a significant increase in the density of
Egrl positive cells in the BLA (p = 0.0171) and LA (p = 0.0022) compared with no-shock
controls in non-PSD animals; such an increase in Egrl positive cell counts was also observed
in the CE, but it remained non-significant (p = 0.0586). In contrast, significant increase in the
density of Egrl positive cells was observed in the CE of PSD animals (p = 0.0419), while
remaining a non-significant trend in the BLA nucleus (p = 0.0668). No effect of Deprivation or
Conditioning on the ventral hippocampus Egrl positive cells count was observed in the

RECENT groups.

In the REMOTE groups, ANOVAs revealed a significant effect of Deprivation, Conditioning
and of the interaction between these two factors in the BLA and vCAl (figure 5B;

Deprivation: F; 3= 4.57, p = 0.0394 (BLA); F33¢= 8.12, p = 0.0072 (vCA1); Conditioning: F336=
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4.88, p =0.0336 (BLA), F336=9.45, p = 0.004 (vCA1); Interaction: F33¢= 4.57, p = 0.0394 (BLA);
F336= 8.12, p = 0.0072 (vCA1)). Post hoc t-tests showed a significant increase in the density of
Egrl positive cells in these structures in PSD animals compared to non-PSD (figure 5B; p =
0.0103 (BLA); p = 0.0005 (vCA1)) and no shock controls (figure 5B; p = 0.0263 (BLA); p =
0.004 (vCA1)). An increase in the density of Egrl positive cells in the CE could also be
observed in non-PSD and PSD groups compared to no-shock controls (figure 5B; ANOVA
(Conditioning): F33¢= 10.87, p = 0.022; post hoc t-test: p = 0.0334 (non-PSD), p = 0.0298
(PSD)). Finally, a significant effect of Conditioning was observed in vCA3 (ANOVA: F336= 7.82,
p = 0.0082), and post hoc t-test revealed a significant increase in the density of Egrl positive
cells in this region in PSD animals compared to no-shock controls (p = 0.0203). Taken
together, these results show that brain structures known to play an important role in
emotional processes (i.e. amygdala and vHPC) may be hyper-activated in REMOTE PSD
animals compared to REMOTE non-PSD, and show a specific effect of PS deprivation on
remote memory consolidation as we do not see any difference between RECENT non-PSD
and RECENT PSD animals. These results thus highlight a selective role of post-learning PS in

the consolidation of remote memory in the conditions we tested in this study.

Functional connectivity matrices and network analysis

The modulation of Egrl positive cell density we observed could reflect potential co-activities
between different brain areas during the recall of recent and remote memory. In order to

examine such network co-activation, we computed the correlation of the density of Egrl
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positive cells between all different areas. The correlation matrices thus generated allowed us

to build connectivity matrices or connectomes (Poirier et al., 2008; Wheeler et al., 2013).
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Figure 6. Co-expression of Egrl during recall of contextual fear memory. A. Inter-regional
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correlation matrices for Egrl expression in the RECENT non-PSD (top left), RECENT PSD
(bottom left), REMOTE non-PSD (top right) and REMOTE PSD (bottom right) groups. Colors
reflect correlation strength, measured as a value of Z obtained from Fisher transformation of
Pearson correlation coefficient r. Z value for auto-correlations of regions with themselves
was artificially put at 0. Stars reveal significant correlations that are also significantly
superior compared to the corresponding non-PSD or PSD group. PS deprivation seems to
lead to a less connected network in the RECENT condition, and to a more connected network
in the REMOTE condition B. Differences in the amount of significant correlations in each
region between PSD and non-PSD groups for the RECENT (black bars) and the REMOTE (red
bars) groups. Histogram is obtained by subtracting the number of significant correlations
from non-PSD group to PSD group in each region. This analysis reveals the opposite effect of
PS deprivation between RECENT and REMOTE conditions, leading to a global reduction of
correlations in the RECENT PSD group (mainly negative values), and a global enhancement in
the REMOTE PSD group (mainly positive values). dCA1/dCA3: CA1 and CA3 regions of dorsal
Ammon's horn; DG: dorsal dentate gyrus; vCA1/vCA3: CA1 and CA3 regions of ventral
Ammon's horn; BLA: basolateral nucleus of the amygdala; LA: lateral nucleus of the
amygdala; CE: central nucleus of the amygdala; ACCsl: superficial layers of the anterior
cingulated cortex; PLsl: superficial layers of the prelimbic cortex; ILsl: superficial layers of the
infralimbic cortex; ACCdI: deep layers of the anterior cingulated cortex; PLdl: deep layers of
the prelimbic cortex; ILdl: deep layers of the infralimbic cortex; RSAsl: superficial layers of the
agranular retrosplenial cortex; RSGsl: superficial layers of the granular retrosplenial cortex;
RSAdI: deep layers of the agranular retrosplenial cortex; RSGdI: deep layers of the granular
retrosplenial cortex; VOsl: superficial layers of the ventral orbitofrontal cortex; VOdI: deep
layers of the ventral orbitofrontal cortex; LECsl: superficial layers of the lateral entorhinal
cortex; LECil: intermediate layers of the lateral entorhinal cortex; LECdI: deep layers of the
lateral entorhinal cortex; PVT: paraventricular nucleus of the thalamus; Re: nucleus reuniens;
MD: medio-dorsal nucleus of the thalamus. *: p < 0.05, **: p < 0.01.

We calculated Pearson correlation coefficient between all areas, performed a Fisher “r to Z”
transformation and computed correlation matrices for all experimental groups using Z value
as an index of correlation strength (figure 6A). Our results revealed that the REMOTE non-
PSD network presented the smaller amount of significant correlations compared with
REMOTE PSD network and RECENT networks. Moreover, we found an opposite effect of PS
deprivation in our RECENT and REMOTE conditions. Indeed, PS deprivation seems to
diminish the total number of significant correlations during the recent recall, whereas it
seems to enhance the number of significant correlations during the remote recall (figure 6B).
In the REMOTE condition, this effect was mainly observed in cortical networks (correlations
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involving PL, IL, RSA, RSG, VO and LEC). We also performed a graph-theorical analysis (Watts
and Strogatz, 1998; Wheeler et al., 2013) which suggests that post-learning PS tends to
regularize memory network activity during remote recall (figure S3, table S1). Overall, these
results are in accordance with the analysis of Egrl positive cell density revealing a stronger

activation of memory networks in REMOTE PSD compared with REMOTE non-PSD mice.

DISCUSSION

In the present study, we found that PS deprivation given immediately after fear conditioning
impaired the long-term (remote), but not short-term (recent) consolidation of this emotional
memory (figure 1). By analyzing the expression of the IEG Egrl in a large number of cortical
and subcortical areas involved in memory processing, we also showed that neuronal
populations of the superficial layers of the anterior cingulate cortex are less activated during
retrieval of remote long-term memory after post-learning PS deprivation. In contrast, after
post-learning PS deprivation, retrieval of remote long term memory activates several areas
involved in fear-related processing such as the CA1l area of the ventral hippocampus
(Adhikari et al., 2010; Cullen et al., 2015; Kjelstrup et al., 2002; Moser and Moser, 1998;
Padilla-Coreano et al., 2016), the basolateral area of the amygdala (Johansen et al., 2011;
LeDoux, 2007, 2000) and the superficial layers of the ventral orbitofrontal cortex
(Chakraborty et al., 2016; Panayi and Killcross, 2014; Shiba et al., 2016; Sierra et al., 2016).
These findings pinpoint a role for post-learning PS in the systemic consolidation of remote

long-term memory.
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Post-learning PS deprivation impairs remote long term memory

Our results suggest that post-learning PS may facilitate the consolidation of remote long-
term emotional memory. Our work also reveals that even after PS deprivation, post-learning
PS is able to modulate remote long-term memory consolidation since we showed a positive
correlation between the amount of PS rebound occurring after PS deprivation and memory
performance at recall 30 days later (figure 1D). The homeostatic PS rebound following
deprivation in the REMOTE PSD group (figure 1B) may thus alleviate the detrimental effect of
PS deprivation on memory performance. It has been shown that PS rebound after PS
deprivation, but also increase in PS amount by pharmacological means, are able to facilitate
spatial or contextualmemory (Ravassard et al.,, 2016; Wetzel et al., 2003). It could be
interesting to test whether an increase in PS amount is able to enhance remote memory, to

determine if PS regulates long-term remote memory as well as long-term recent memory.

Long-term modulation of neuronal activity in limbic areas by post-learning PS

Using the expression of Egrl as an indirect marker of neuronal activity, we quantified the
density of neurons expressing Egrl (Egrl+) in a large number of limbic and cortical regions
during retrieval of recent and remote memory. To assess the level of brain activity specific to
the retrieval of these emotional memories, we compared our test groups with control
context groups (no-shock controls see Methods) as previously done in other studies(Cullen
et al., 2015; Do-Monte et al., 2015; Frankland et al., 2004). As expected, we observed a
significant hyper-activation (i.e.an increase in the density of Egrl+ cells) of the dorsal HPC
(dHPC) when animals were tested 24 hours after conditioning (figure 2B), a result in

agreement with several studies showing an involvement of this structure at recall of recent
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memory (Cullen et al., 2015; Frankland et al., 2004; Goshen et al., 2011; Kim and Fanselow,
1992). Moreover, recent studies also reveal a progressive involvement of several midline
thalamic nuclei in fear memory retrieval (Wheeler et al., 2013; Marchand et al., 2014; Do-
Monte et al., 2015). Among them, the nucleus reuniens may play a crucial role in the
interaction between the dHPC and the PFC during systemic consolidation, as it is the most
important anatomical link between the dHPC and the prefrontal cortex (PFC) (Vertes et al.,
2015). We did not see any effect of Conditioning or Deprivation on the activity of the nucleus
reuniens in our RECENT groups (figure 2B). However, likely due the small amount of Egrl+
cells in some of these areas, the variability of the results observed in several thalamic areas
in our RECENT groups was important (figure S2). Overall, our results did not reveal any
significant effect of PS deprivation on brain activity during retrieval of RECENT long-term
memory. Memory performance and level of Egrl expression seem thus similar in deprived

and non-deprived RECENT tested animals.

On the contrary, our study revealed important differences in Egrl expression during
REMOTE recall between PSD and non-PSD animals. First of all, a significant hyper-activation
of the dentate gyrus (DG) and the nucleus reuniens, were observed in the REMOTE PSD but
not the REMOTE non-PSD group (figure 2B). Interestingly, in addition to DG activation, there
was a trend toward dCA3 activation in REMOTE PSD animals (figure 2B; p = 0.07). This
stronger involvement of DG and dCA3 for REMOTE PSD mice was also observed in our
connectome analysis. Indeed, both of these regions showed an enhanced number of
significant correlations in PSD compared to non-PSD group (figure 6B). Finally, our graph
analysis identified dCA3 as a major hub of brain activity during recall of REMOTE PSD mice
(figure S3). Altogether, these results strongly support an important role of dCA3 and DG for

remote recall when mice were PS deprived after conditioning. The hyper-activation of part
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of the dHPC and of its principal relays to the PFC thus suggests that PS deprivation might
have altered the transformation of the memory trace from a dHPC based trace to a PFC

based one.

In addition to the dHPC, a significant hyper-activation of the ventral hippocampus (vHPC) is
observed in REMOTE PSD animals (figure 5B). This hyper-activation is much stronger in the
vCA1l area, where it is also significantly higher compared to non-PSD animals. Interestingly, a
previous study from our team revealed that vCA1l was strongly activated following a PS
rebound (Ravassard et al.,, 2016).The hyper-activation of this structure observed in the
REMOTE PSD group could thus be due to PS rebound following deprivation. However, we do
not see any correlation between vHPC activation and PS amount during rebound (data not
shown). In consequence, no direct evidence supports this hypothesis in the present study.
We also see hyper-activation of the BLA in REMOTE PSD group compared to non-PSD and
no-shock groups (figure 5B). The vHPC and the amygdala are part of the limbic emotional
network known to be involved in the expression of fear and anxiety (Adhikari et al., 2010,
2015; Downer, 1961; Goosens and Maren, 2001; Johansen et al., 2011; LeDoux, 2007, 2000;
Padilla-Coreano et al., 2016; Sladky et al., 2015). According to the “Sleep to Forget, Sleep to
Remember” hypothesis(Goldstein and Walker, 2014; Walker and van der Helm, 2009b), PS
could be crucial for the long-term reduction of activity in emotional brain areas that are
activated after a traumatic/emotional event. This reduction of activity would thus lead to a
decrease in the emotional tone associated to the memory of this emotional event (Goldstein
and Walker, 2014). As no clear difference is observed in RECENT groups, this suggests that
the first hours of post-learning PS are crucial to initiate the process of decrease in excitability
in this emotional network. Moreover, it has been shown that the BLA would be specifically

involved in contextual fear conditioning, in opposition to the lateral nucleus of the amygdala
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(LA) whose activity would be more specific of cued fear conditioning (Goosens and Maren,
2001; Onishi and Xavier, 2010). As the hyper-activation of the amygdala was only observed
in the BLA (figure 5B), this strongly suggests that activation of the amygdala was driven by
regions involved in the processing of contextual information such as the dHPC and
retrosplenial cortex, which were also more activated in REMOTE PSD than in REMOTE non-

PSD mice (figures 3B and 5B).

This overall hyper-activation of the emotional network in the REMOTE PSD group seems
paradoxical as the animals expressed less emotional behavior (freezing) than REMOTE non-
PSD animals. One possibility is that mice expressed fear in a different way than freezing, such
as ultrasound vocalizations (Ko et al., 2005). Indeed, we did not control the actual emotional
state of mice during recall, for example by measuring such vocalizations or corticosterone
levels. Therefore, we cannot conclude that the emotional network hyper-activation we
observed in REMOTE PSD animals led to higher emotional arousal. Another possibility is that
this hyper-activity of the emotional network seen in our REMOTE PSD animals would be due
to an abnormal activation of the initial memory network, thereby non functional, due to a
lack of homeostasis regulation during post-learning PS. It has been recently suggested that
PS plays an important role in the homeostasis of hippocampal excitability (Grosmark et al.,
2012; Miyawaki and Diba, 2016; Niethard et al., 2016; Steriade et al.,, 2001). Thus, the
enhanced expression of Egrl in emotional limbic areas at remote delays could result from a
decrease in the sleep dependent excitability homeostasis during post-learning period of PSD.
Synaptic metaplasticity which regulates mechanisms of memory such as LTP could be
dependent on PS amount (Abraham and Bear, 1996). Thus, following the Bienenstock,
Cooper and Munro model (Bienenstock et al., 1982), PSD which enhanced excitability could

lead to an increase in the threshold for LTP induction in limbic networks and therefore to
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decrease in memory performance. Conversely, an increase in PS amount will decrease post-
learning neuronal activity level and increase the probability to evoke LTP in limbic networks.
Nevertheless, the results we obtained in limbic areas strongly support a crucial role of
immediate post-learning PS in initiating the processes of reduction of activity in the

emotional network observed at remote delays (Goldstein and Walker, 2014).

Reorganization of cortical networks by post learning PS

Our findings suggest that post-learning PS is involved in the laminar reorganization of the
cortical network involved in the long-term consolidation of remote memory. All cortical
effects of PS deprivation are observed in the superficial layers, suggesting a more important
role of PS in the regulation of cortico-cortical connections. Notably, neuronal populations of
the superficial layers of the ACC are more activated in the REMOTE non-PSD group than the
REMOTE PSD group. Several studies have shown a cortical laminar reorganization during the
long-term consolidation of remote memory, in particular after fear conditioning (Maviel et
al., 2004; Sacco and Sacchetti, 2010). This systemic consolidation by cortical laminar
reorganization tends to facilitate information transfer through cortico-cortical connections
instead of cortico-subcortical pathways. Thus, remote memory storage could be
accomplished via a laminar redistribution of activity or plasticity and a strengthening of
cortico-cortical connections without an energy consuming increase in the global activity of
cortical areas (Frankland and Bontempi, 2005). Moreover, mPFc, and particularly ACC, has
been shown to exert an inhibitor control on amygdala activity (Likhtik, 2005)that could

explain the decrease activity of the BLA we observed at remote delays in the non-PSD group
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(figure 5B). In consequence, the lack of activation of the ACC when mice are PS deprived

could result in the BLA hyper-activation in our REMOTE PSD group.

In opposition to the results obtained in the ACC, we observed a hyper-activation in the
superficial layers of the ventral part of the orbitofrontal cortex (VO) in REMOTE PSD animals
compared with REMOTE non-PSD and no shock controls (figure 3B). Moreover, our graph
analysis revealed that the superficial layers of VO is the most important hub of REMOTE PSD
network, with the higher degree (number of connections with other nodes) and the higher
value of “betweenness centrality” (figure S3; table S1). Betweenness centrality value is linked
to the number of total shortest paths passing through the node, and is thus an indicator of
its functional centrality. These results are very interesting knowing the involvement of the
orbitofrontal cortex in emotional processes(Hornak, 2003; Izquierdo, 2005; Padoa-Schioppa
and Assad, 2008; Panayi and Killcross, 2014; Schoenbaum et al., 1998; Shiba et al., 2016),
and particularly in fear conditioning in both rodents and human (Alvarez et al., 2008;
Chakraborty et al., 2016). Indeed, the interaction of VO with the amygdala seems important
for the acquisition of contextual fear conditioning in humans (Alvarez et al., 2008). Our data
thus confirm that the recall of remote fear memory after post-learning PS deprivation would
involve a more emotional network not only in sub-cortical structures, but also in neocortical
areas. Altogether, our findings concerning cortical activity suggest that post-learning PS
could tag the cortical network that supports with time the long-term consolidation of
remote memory, and that the disruption of this post-learning PS would lead to a switch from
a ACC-based memory trace to a VO-based trace for remote memory recall, thereby driving a

stronger activation of limbic emotional areas.

Fear memory network connectivity
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Using graph analysis methods to quantify Egrl results (Figure S3), we revealed that post-
learning PS selectively increases the clustering coefficient. The clustering coefficient
quantifies the number of connections between the nearest neighbours and reflects the
number of possible functional connections between structures. Random networks have low
clustering coefficient whereas complex networks and regular lattice have high clustering
coefficient. Thus, this increase in clustering in non-PSD groups compared with PSD groups
suggests that PS may increase the complexity level in the networks involved in emotional
memory. The graph analysis also indicates an increase in mean Path Lengths by post-learning
PS in recent and remote long-term memory. Path length is the minimum number of edges
that must be traversed to go from one node to another. In contrast with random and
complex networks (such as “small world”) which have short mean path lengths, regular
networks (lattices) have long mean path lengths (Watts and Strogatz, 1998). PS would thus
tend to regularize networks involved in emotional long-term memory, meaning that all
neighbours (here subcortical and cortical areas) are more connected by post-learning PS,
without shortcut as in small worlds. The main functional advantage of lattice organization
could be to reduce the level of synchronization and propagation of activity. This decrease in
dense code and increase in sparseness reduces the neuronal energy budget of the neuronal
populations in the limbic areas. Altogether, these results suggests a new role for PS in long-
term emotional processing by enhancing memory and decreasing the amount of activity in
limbic areas according to the proposed free energy principle in sleep function (Hobson and

Friston, 2012).
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Figure S1: Specificity of paradoxical sleep deprivation. A-B. Post learning paradoxical sleep
(PS) quantities during the deprivation period (ZT 0-6), expressed as a percentage of the day
before (baseline) for the RECENT group (A; n = 12 (non-PSD), n = 12 (PSD)) and the REMOTE
group (B; n = 11 (non-PSD), n = 11 (PSD)). A significant decrease of PS quantities is observed
in PSD groups during all deprivation (ZT 0-6), and during the first 2 hours following
conditioning (ZT 0-2) in non-PSD groups. C-D. Post learning slow wave sleep (SWS) quantities
during the 10 hours following conditioning (ZT 0-10), expressed as a percentage of the day
before (baseline) for the RECENT group (C; n = 12 (non-PSD), n = 12 (PSD)) and the REMOTE
group (D; n = 11 (non-PSD), n = 11 (PSD)). A significant decrease of SWS quantities is
observed in all groups during the deprivation period (ZT 0-6). No difference is observed
between non-PSD and PSD groups during the deprivation period (ZT 0-6), revealing the
specificity of our deprivation method.
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Figure S2: Egrl expression during recall in two thalamus nuclei and intermediate layer of
the entorhinal cortex. Density of Egrl positive cells expressed as a percentage of the no-
shock groups value in the paraventricular (PVT) and mediodorsal (MD) nuclei of the
thalamus, and in the intermediate layer of the entorhinal cortex (LECil). In each plot, results
are shown for non-PSD groups (black triangles (RECENT non-PSD) and black circles (REMOTE
non-PSD)) and PSD groups (red triangles (RECENT PSD) and red circles (REMOTE PSD).
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Figure S3: Graphs representing fear memory network in each group. Graphs were built
using the strongest correlations in each group (10% strongest). Each node represents a brain
region and each line a correlation. Node size is proportional to the betweenness of the node,
which is linked to the number of total shortest paths passing through the node, and thus is
an indicator of its functional centrality. Lines thickness is proportional to the strength of the
correlation. Isolated regions (i.e. regions that do not show any correlation among the 10%
strongest) are not represented on the graphs. dCA1/dCA3: CA1 and CA3 regions of dorsal
Ammon's horn; DG: dorsal dentate gyrus; vCA1/vCA3: CA1 and CA3 regions of ventral
Ammon's horn; BLA: basolateral nucleus of the amygdala; LA: lateral nucleus of the
amygdala; CE: central nucleus of the amygdala; ACCsl: superficial layers of the anterior
cingulated cortex; PLsl: superficial layers of the prelimbic cortex; ILsl: superficial layers of the
infralimbic cortex; ACCdI: deep layers of the anterior cingulated cortex; PLdl: deep layers of
the prelimbic cortex; ILdI: deep layers of the infralimbic cortex; RSAsl: superficial layers of the
agranular retrosplenial cortex; RSGsl: superficial layers of the granular retrosplenial cortex;
RSAdI: deep layers of the agranular retrosplenial cortex; RSGdI: deep layers of the granular
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retrosplenial cortex; VOsl: superficial layers of the ventral orbitofrontal cortex; VOdI: deep
layers of the ventral orbitofrontal cortex; LECsl: superficial layers of the lateral entorhinal
cortex; LECil: intermediate layers of the lateral entorhinal cortex; LECdI: deep layers of the
lateral entorhinal cortex; PVT: paraventricular nucleus of the thalamus; Re: nucleus reuniens;
MD: medio-dorsal nucleus of the thalamus.
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RECENT non-PSD REMOTE non-PSD

Degree Betweenness Centrality Degree Betweenness Centrality
vCA3 1 0 dCA1l 2 0
BLA 1 0 dCA3 1 0
LA 2 0 DG 3 0.07894736842105
ACCsl 5 0.014035088 vCAl 8| 0.37368421052632
PLsl 3 0 vCA3 2 0
ACCdl 7 0.130214425 BLA 3 0.13157894736842
PLdI 6 0.110526316 LA 3 0.00526315783474
IdI 3 0 ACCsl 5 0.14736842105263
RSAs| 4 0.084795322 PLsl 5 0.0140350877193
RSGsl 9 0.250877193 lsl 1 0
RSAdI 6 0.273879142 ACCdI /) 0
RSGdI 6 0.05380117 PLdI 5| 0.0140350877193
Vosl 2 0.093567251 ldl 5| 0.08421052631579
Vodl 1 0 RSAs| 2 0
LECsl 2 0.175438596 RSAdI 3 0.00263157894737
LEDil 4 0.245614035 RSGdI 3 0.00263157894737
LEDdI 4 0.093567251 Vosl 2 0.07894736842105
PVT 1 0 Vodl 1 0
Re 1 0 LECsl 3 0.13157894736842
Cla 2 0 LECil 4 0.03333333333333
Mean 3.5 0.07631578945 LECdI 5| 0.16491228070175
Mean 3.4 0.063157894736842
RECENT PSD REMOTE PSD
Degree Betweenness Centrality Degree Betweenness Centrality
dCA3 1 0 dCA1 1 0
vCAl 1 0 dCA3 9 0.41461988304094
BLA 2 0 DG 1 0
LA 3 0.1 vCAl 3 0.10526315789474
ACCsl 5 0.01842105263158 vCA3 3 0.01949317738791
PLsl 7 0.27105263157895 BLA it 0
Ilsl 6 0.10701754385965 LA 2 0
ACCdI 3 0 ACCsl 1 0
PLdI 6 0.2140350877193 ACCd! 2 0
Idl 4 0.14210526315789 PLdI 3] 0.10526315789474
RSAsI 2 0 Idl 1 0
RSGsl 7 0.33947368421053 RSAsI 3 0
RSAdI 3 0.0140350877193 RSGsl 6 0.09200779727096
RSGdI 8 0.43070175438596 RSAdI 4 0.00311890838207
Vosl 1 0 RSGdI 5 0.04639376218324
Vodl 3 0 Vosl 9 0.4916179337232
LECsl 2 0 Vodl 2 0
LECil 1 0 LECs! 5 0.28070175438596
LECd! 3 0.1 LECil 5 0.11988304093567
Re 1 0 LECdI 4 0.01754385964912
Cla 1 0 Mean 3.5 0.0847953216374275
|Mean 3.45 0.086842105263158

Table S1 : Graph-theorical properties of the nodes in memory networks. The degree and
betweenness centrality values are presented for each node of each group's memory
networks. The network value of each property is calculated as the mean of all nodes value.
dCA1/dCA3: CA1 and CA3 regions of dorsal Ammon's horn; DG: dorsal dentate gyrus;
vCA1/vCA3: CA1 and CA3 regions of ventral Ammon's horn; BLA: basolateral nucleus of the
amygdala; LA: lateral nucleus of the amygdala; CE: central nucleus of the amygdala; ACCsl:
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superficial layers of the anterior cingulated cortex; PLsl: superficial layers of the prelimbic
cortex; ILsl: superficial layers of the infralimbic cortex; ACCdI: deep layers of the anterior
cingulated cortex; PLdI: deep layers of the prelimbic cortex; ILdl: deep layers of the infralimbic
cortex; RSAsl: superficial layers of the agranular retrosplenial cortex; RSGsl: superficial layers
of the granular retrosplenial cortex; RSAdI: deep layers of the agranular retrosplenial cortex;
RSGdI: deep layers of the granular retrosplenial cortex; VOsl: superficial layers of the ventral
orbitofrontal cortex; VOdI: deep layers of the ventral orbitofrontal cortex; LECsl: superficial
layers of the lateral entorhinal cortex; LECil: intermediate layers of the lateral entorhinal
cortex; LECdI: deep layers of the lateral entorhinal cortex; PVT: paraventricular nucleus of the
thalamus; Re: nucleus reuniens; MD: medio-dorsal nucleus of the thalamus.
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RECENT non-PSD |RECENT PSD |p-value
Clustering coefficient 0,990907117] 0,414058957| 0,00990099
Average path lenght 4,037021823] 2,571428571| 0,00990099

REMOTE non-PSD |REMOTE PSD |p-value
Clustering coefficient 0,515306122] 0,464722222| 0,00990099
Average path Ienght 8| 2,526315789| 0,03960396

Table S2 : Graph-theorical properties of the memory networks. The clustering coefficient
and average path lenght values of the memory networks are presented for each group. The
p-value of statistical comparison between PSD and non-PSD groups are shown for each
parameter in the RECENT (up) and REMOTE (down) conditions.

148



200 A-@ dCA1 dHPC 200+ VHPC
A @ dCA3 ) A @ vCA1
~ & A-@ vCA3
% 150 4eDo 3 150 "
) o . '
& 100+4-wemeeene +_ === »———* ---------- S [0 ——_ BSOS NS
o o =
S 50 - = 50 A
> >
- —
= =
5 0 G o
= RECENT REMOTE S RECENT REMOTE
i ]
W o
: - A @BLA By ; 25 AePVT Thal/Cla
o A® LA = A ® Re
% 150{ 4aecE = 150{ aeMD
o] @) Ao Cla
o _—® o
= 100 {-e-eeeereifenens T LR PP L PP PERPES = 100 A
|.-|ko fﬁ77-77-7_77-77_"""———7 i |_|_an -7:7?-7":’:?::_{':(:/’// _
90 1 —F 50 |
#
0 0
RECENT REMOTE RECENT REMOTE
250 - 200, Cortex um
PREXm A @ ACCsl A @ RSAs|
200 4@ PLsl A ® RSGsl
% ’ A @ ILsl % 1501 4 @ LECs
A @ VOs|
_g 1 50 1 — =~ 1 % 1 00 .—«""""{{JJ '--+
1 . i_ji_ - | RS AR E 7_'/_',:,-'/*"""'_':'. R e RS R A R e e
8 1[0 0 ] b — \-,{--'-; ----------- 8 i“*——— f—»+
1 -
E s ' S 50
P P
— i
= 0 G g
5 RECENT REMOTE 5 RECENT REMOTE
© ©
w w
K] _ _ ; Cort
8 a0 aeacca PFCvm 8 a0 P ortexm
S opp | =®EL > A @ RSGdl
= [| A=mela 2 1504 4 e Leca
2 A @ VOdi 2
Q &
o) o
L L

RECENT REMOTE I RECENT REMOTE

Figure S4 : Influence of PS deprivation on brain activity during retrieval of context alone.
Egrl® cells density in no-shock-PSD animals expressed as a percentage of non-PSD-no-shock
animals dor the RECENT (triangles) and REMOTE (circles) groups. A significant reduction of
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activity is only observed in the central nucleus of the amygdala in the RECENT group. PFCyy :
superficial layers of prefrontal cortex ; PFCy,y, : deep layers of prefrontal cortex; Cortexy :
superficial layers of cortical areas; Cortexy,y, : deep layers of cortical areas. dCA1/dCA3: CA1
and CA3 regions of dorsal Ammon's horn; DG: dorsal dentate gyrus; vCA1/vCA3: CA1 and CA3
regions of ventral Ammon's horn; BLA: basolateral nucleus of the amygdala; LA: lateral
nucleus of the amygdala; CE: central nucleus of the amygdala; ACCsl: superficial layers of the
anterior cingulated cortex; PLsl: superficial layers of the prelimbic cortex; ILsl: superficial
layers of the infralimbic cortex; ACCdl: deep layers of the anterior cingulated cortex; PLdl:
deep layers of the prelimbic cortex; ILdl: deep layers of the infralimbic cortex; RSAsl:
superficial layers of the agranular retrosplenial cortex; RSGsl: superficial layers of the
granular retrosplenial cortex; RSAdI: deep layers of the agranular retrosplenial cortex; RSGdl:
deep layers of the granular retrosplenial cortex; VOsl: superficial layers of the ventral
orbitofrontal cortex; VOdI: deep layers of the ventral orbitofrontal cortex; LECsl: superficial
layers of the lateral entorhinal cortex; LECdI: deep layers of the lateral entorhinal cortex; PVT:
paraventricular nucleus of the thalamus; Re: nucleus reuniens; MD: medio-dorsal nucleus of
the thalamus.# : significant difference compared to no-shock-non-PSD group (p < 0.05).
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II. Résultats supplémentaires non présentés dans
I'article

A. Consolidation de la mémoire a long terme récente (24h)
1. Le sommeil de transition joue-t-il un role dans la consolidation ?

Nous avons observé dans I'étude décrite dans [larticle I'absence d’effet
comportemental de la privation de SP lorsque les animaux étaient testés 24 heures apreés le
conditionnement (figure 1C de I'article). C’est un résultat inattendu qui a particulierement
retenu notre attention. Plusieurs travaux dont ceux de notre équipe ont montré le réle du SP
post-apprentissage dans la consolidation d’une mémoire de la peur testée 24 heures apres
I’'apprentissage. Nous avons donc tenté de comprendre les raisons de cette absence d’effet
a court terme de la privation de SP dans notre étude. Nous avons noté que cette étude est la
premiere de notre équipe utilisant une méthode de privation automatique de sommeil.
Nous avons donc analysé en détail le sommeil des animaux au cours de la période de
privation, en quantifiant notamment le sommeil de transition (ST), un état de vigilance situé
dans la transition entre épisodes de SL et épisodes de SP. Nous nous sommes intéressés au
ST car notre méthode de privation n’empéche pas les animaux d’entrer en ST (figure 19B-C).
Dans la littérature, la place du ST reste mal caractérisée, étant pour certains partie prenante
du SP (communication de K Sakai) ou du SL (PH Luppi) ou pour d’autres encore un état de
vigilance a part entiére (Glin et al.,, 1991). Le ST se caractérise par la présence conjointe
d’oscillations de rythme théta du SP et de rythme delta du SL (Glin et al., 1991). Un réle de
cette phase de sommeil dans la mémoire émotionnelle a précédemment été suggéré
(Ambrosini and Giuditta, 2001; Datta and O’Malley, 2013). Nous avons donc quantifié les
durées de ST chez les souris privées et non privées de SP, et nous avons ensuite corrélé les
performances mnésiques de nos souris avec ces quantités de ST. Cette analyse révéle une
corrélation positive entre les quantités de ST pendant la période de privation et le niveau de
freezing des animaux du groupe RECENT PSD (figure 19B-C). Ce résultat suggére que le ST est
peut-étre suffisant pour permettre, de maniere compensatrice, la consolidation d’une

mémoire récente en cas d’absence de SP. En effet, cette corrélation n’est pas observée chez
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le groupe d’animaux non privés, ce qui suggere qu’en conditions normales les quantités de

ST ne sont tres certainement pas reliées a la consolidation de la mémoire.
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Figure 19 : Role sélectif du sommeil de transition dans la consolidation de la mémoire
récente (24h). A. Exemple d’enregistrement polysomnographique illustrant la
caractérisation du sommeil lent (SL), du sommeil de transition (ST) et du sommeil paradoxal
(SP) sur la base des signaux électroencéphalographiques (EEG) et électromyographiques
(EMG). Des oscillations appartenant a la bande delta (0-4 Hz) et théta (4-10 Hz) sont
observées de maniere simultanée pendant les épisodes de Sl. B-C. Quantités de ST post-
apprentissage pendant la période de privation (ZT 0-6) exprimées en pourcentage de la ligne
de base quantifiée le jour précédent (histogrammes), et courbes de régression linéaire entre
les quantités de freezing lors du rappel (axe Y) et les quantités de ST pendant la période de
privation (axe X). Les résultats sont présentés pour le groupe testé a 24h (B; n =12 (non-PSD,
noir), n = 12 (PSD, rouge)) et le groupe testé a 30 jours (C; n = 11 (non-PSD, noir), n = 11
(PSD, rouge)). Une diminution significative des quantités de ST par rapport a la ligne de base,
ainsi qu’une corrélation significative entre les quantités de ST et le taux de freezing sont
observées uniquement dans le groupe RECENT PSD. #: différence significative par rapport a
la ligne de base (# < 0.05) ; p : coefficient de corrélation de Spearman.
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Ce role compensateur du ST pourrait étre relié a la synchronie élevée de I'activité entre HPC
et néocortex caractéristique de cet état qui serait propice a la mémoire (Gervasoni, 2004). ||
pourrait également étre lié aux oscillations de rythme théta dont on connait le role
facilitateur sur la mémoire. En effet, le role du SP dans la consolidation d’'une mémoire de la
peur récente semble majoritairement relié a ces oscillations (Boyce et al., 2016; Popa et al.,
2010). L’étude de Boyce réveéle notamment que la seule inhibition des oscillations de rythme
théta au cours du SP post-apprentissage bloque la consolidation d’un CPc, révélant un lien
causal entre rythme théta du SP et consolidation de la mémoire. Nos résultats suggérent
donc un double réle du SP dans la consolidation d’un CPc: un r6le dans la consolidation
récente qui pourrait passer par les oscillations de rythme théta, et un role dans la
consolidation ancienne qui serait plus directement relié aux quantités de SP post-
apprentissage. En effet, si le ST ne semble pas pouvoir compenser les déficits mnésiques
engendrés par la privation du SP lors du rappel effectué 30 jours aprés le conditionnement,
une augmentation importante des quantités de SP pendant le rebond semble pouvoir
compenser la privation (figure 1D de I’article). Notre étude n’apporte pas d’indices quant
aux mécanismes reliés a cette fonction, mais une hypothése serait que le milieu
neuromodulatoire particulier du SP (r6le potentiel de I'acétylcholine, de I’hormone de
mélano-concentration ou de la dopamine) permettrait la mise en place des processus de

consolidation a trés long terme de la mémoire.

2. Modification de I'intensité du stimulus aversif

Une autre hypothése que nous avons testée pour examiner les facteurs qui
pourraient expliquer I'absence d’effet de notre privation lors du rappel a 24h est le type de
protocole de conditionnement. L'intensité du choc électrique (0,7 mA) que nous avons
utilisé aurait pu étre trop importante, produisant un effet de saturation, pour qu’une
privation de SP puisse induire des déficits mnésiques a court terme. Nous avons donc réalisé
le méme protocole expérimental sur une autre série d’animaux en utilisant pour le
conditionnement un choc électrique de plus faible intensité (0,5 mA). Nos résultats ne
révelent pas d’effet de la privation de SP sur le taux de freezing des souris lors du rappel 24h

aprées le conditionnement (figure 20A), malgré une diminution importante des quantités de
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SP et d’une légére atteinte du SL (figure 20B). De maniére intéressante, une corrélation
significative entre les quantités de ST au cours de la privation et le taux de freezing lors du
rappel est observée a la fois dans le groupe non-PSD (figure 20C) et le groupe PSD (figure
20D). Ces résultats suggerent encore un role du ST dans la consolidation a 24h d’un CPc, bien
gue le faible nombre d’animaux utilisés lors de cette étude (non-PSD: n=5; PSD: n = 6)
limite I'interprétation des résultats. Par ailleurs, ces résultats ne révélent pas d’importance
de l'intensité du stimulus aversif dans I'effet d’une privation de SP sur la consolidation
mnésique. Cependant, le faible taux de freezing observé dans notre étude n’exclue pas un

« effet plancher », qui empécherait d’observer un effet comportemental de notre privation.
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Figure 20: La diminution de I'intensité du stimulus aversif ne fait pas apparaitre un effet de
la privation de SP lors du rappel de la mémoire récente. A. Quantités de freezing au cours
d’un rappel effectué 24h aprés un conditionnement réalisé avec un choc électrique de plus
faible intensité (0,5 mA). Les résultats sont exprimés en pourcentage du temps total du
rappel pour le groupe d’animaux non privés de SP (non-PSD, noir, n = 5) et privés de SP (PSD,
rouge, n = 6) La privation de SP n’entraine pas de modification comportementale. B.
Quantités de sommeil lent (SL), sommeil de transition (ST) et SP au cours de la période de
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privation (ZT 0-6). La privation de SP entraine une importante diminution des quantités de SP
ainsi qu’une légere diminution des quantités de SL. C-D. Corrélation entre les quantités de
freezing durant le rappel (axe Y) et les quantités de ST pendant la période de privation (axe
X). Une corrélation positive entre ces deux parametres est observée chez les animaux non
privés (C, noir) et les animaux privés (D, rouge). * : différence significative (test de Wilcoxon
pour échantillons indépendants ; ** : p<0,01) ; p : coefficient de corrélation de Spearman

L’'ensemble de ces résultats suggere donc fortement que le ST pourrait jouer un réle dans la
consolidation a court terme (24h) d’un CPc en compensant I'absence de SP. Ce role du ST
pourrait alors étre supporté par les oscillations de rythme théta dont I'importance dans ce
type de consolidation a déja été montré (Boyce et al., 2016; Popa et al., 2010). L’étude de
Boyce révele un roéle spécifigue du théta du SP sur la partie contextuelle du
conditionnement, en opposition avec la composante indicée. Il était donc intéressant
d’examiner l'influence de I'effet de la privation de SP sur le traitement du contexte seul, c’est
a dire en I'absence de CP. C’est ce que nous avons fait sur un groupe d’animaux exposés au
contexte seul (no shock). Néanmoins, nous n'avons observé de role majeur du SP sur le

traitement contextuel en I'absence de composante émotionnelle (figure S4 de l'article).

B. Expériences comportementales complémentaires

1. Importance des conditions environnementales d'élevage

Plusieurs études ont révélé I'importance des conditions d'élevage dans les quantités
de sommeil et les performances mnésiques des animaux (Gutwein and Fishbein, 1980a;
Mirmiran et al., 1982; Tagney, 1973). Au cours de cette thése, les conditions d'élevage des
animaux du laboratoire ont été modifiées au cours de ma thése par l'ajout d'envirodry
(SERLAB), exigé par le Comité de Bien-étre Animal de la Faculté et qui permet aux animaux
de se confectionner un nid. Nous avons donc analysé l'impact de ces modifications de
I'environnement d'élevage sur les performances mnésiques des animaux, ainsi que sur les
modifications des quantités de SP suivant |'apprentissage. Les protocoles d'implantation
d'électrodes, de conditionnement et de privation de SP utilisés ici sont les mémes que ceux

présentés dans l'article. Les animaux des groupes non-PSD-enr et PSD-enr ont été élevés en
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présence d'envirodry, tandis que les animaux des groupes non-PSD et PSD ont été élevés
sans enrichissement de l'environnement. Les tests statistiques réalisés ici sont des tests
paramétriques pour I'analyse du comportement (t-test) et non paramétriques pour I'analyse
des quantités de sommeil (tests de Wilcoxon). L'analyse ANOVA des quantités de freezing
lors du rappel 30 jours aprés le conditionnement contextuel a la peur ne révele pas d’effet
significatif du facteur Privation (F3; =3,25; p = 0,0766) ni du facteur Enrichissement (Fj,
60=1,94 ; p = 0,18) ni de leur interaction (F3,60=1,42 ; p = 0,2388). Néanmoins, la comparaison
deux a deux des quantités de freezing révelent une diminution significative chez le groupe
PSD par rapport aux groupes non-PSD-enr (t-test; p = 0,006) et non-PSD (t-test; p = 0,04),
qui n’est pas observée chez le groupe PSD-enr (figure 21A). L'analyse de I’évolution des
guantités de freezing entre l'acquisition (session post-choc) et le rappel réveéle une
augmentation significative dans les groupes non-PSD-enr (t-test apparié ; p = 0,0009) et non-
PSD (t-test apparié ; p = 0,003) qui n’est pas observée chez les groupes PSD-enr et PSD
(figure 21B). L’analyse ANOVA de ce paramétre montre un effet significatif de la Privation (F3,
60=6,62; p = 0,0126). Les t-test post-hoc révelent que cette évolution des quantités de
freezing est statistiquement inférieure dans le groupe PSD par rapport aux groupes non-PSD-
enr (p = 0,0028) et non-PSD (p = 0,0053). L’évolution du freezing entre acquisition et rappel
semble ainsi suivre une évolution graduelle dépendante a la fois de la privation de SP et de
I’enrichissement (non-PSD-enr > non-PSD > PSD-enr > PSD), bien que |'analyse statistique ne

fasse pas directement apparaitre cet effet.
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Figure 21 : Importance de I'environnement d'élevage dans les performances mnésiques et
les modifications du SP liées a l'apprentissage. A. Quantités de freezing au cours de
I'acquisition (pré-choc et post-choc) et lors d’un rappel effectué 30 jours aprés un
conditionnement contextuel a la peur. Les résultats sont exprimés en pourcentage du temps
total du rappel pour le groupe d’animaux non privés de SP élevés avec enrichissement (non-
PSD-enr, barres noires vides, n = 19) ou non (non-PSD, barres noires, n = 13) et privés de SP
élevés en présence d'enrichissement (PSD-enr, barres rouges vides, n = 18) ou non (PSD,
barres rouges, n = 13). Aucune différence statistique n'est observée. B. Différence de
freezing entre la fin de |'acquisition (post-choc) et le jour du rappel. Une augmentation
significative des quantités de freezing entre les 2 sessions n'est observée que dans les
groupes non privés de SP. La valeur de cette différence est significativement supérieure chez
les groupes non privés de SP uniquement par rapport au groupe d'animaux privés de SP
élevés sans enrichissement. # : différence significative entre session post-choc et rappel (test
de student pour échantillons appariés; ## : p < 0,01 ; ### : p < 0,001) C. Quantités de SP post-
apprentissage pendant la période de privation (ZT 0-6) et les 4 heures qui suivent (ZT 6-8 et
ZT 8-10). Les quantités sont présentées en pourcentage des quantités basales mesurées la
veille. Une diminution significative des quantités de SP est observée dans tous les groupes
pendant la période de privation. La quantité de SP pendant cette période est
significativement supérieure dans les groupes d'animaux élevés avec enrichissement par
rapport a leurs homologues élevés sans enrichissement (non-PSD enr VS non-PSD et PSD-enr
VS PSD). Une augmentation significative des quantités de SP pendant les 2 premiéres heures
suivant la privation (ZT 6-8) est observée uniquement dans le groupe PSD-enr. Une
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augmentation significative des quantités de SP entre 8 et 10 heures aprés le
conditionnement (ZT 8-10) est observée dans tous les groupes a |'exception du groupe PSD.
# : différence significative par rapport a la ligne de base (test de Wilcoxon pour échantillons
appariés ; # : p < 0,05 ; ## : p < 0,01 ; ### : p < 0,001) D. Corrélation entre les quantités de
freezing durant le rappel (axe Y) et les quantités de SP pendant les 2 premieres heures
suivant la privation (ZT 6-8, axe X) dans les groupes PSD-enr (haut, cercles vides) et PSD (bas,
cercles pleins). Une corrélation positive significative entre ces deux parameétres est observée
chez les animaux du groupe PSD uniquement. *: différence significative entre les groupes (B
: test de student; C : test de Mann-Withney; * : p < 0,05; ** : p < 0,01; ***: p < 0,001)

Nous nous sommes ensuite intéressés a l'influence de I'enrichissement sur les modifications
des quantités de SP post-apprentissage. Cette analyse révele une diminution significative
pendant les 6 heures suivant I'apprentissage (ZT 0-6) dans tous les groupes par rapport aux
guantités basales mesurées la veille, comme il a été observé dans |'étude principale (figure
21C). De maniére intéressante, un effet de I'enrichissement est observé puisque cette
diminution est moins importante dans les groupes élevés dans un milieu enrichi (p < 0,001
(non-PSD VS non-PSD-enr) ; p = 0,0426 (PSD VS PSD-enr)). Aucune différence significative
n’est observée par la suite entre les groupes non-PSD-enr et non-PSD. Une augmentation
significative des quantités de SP est observée chez les animaux du groupe PSD-enr lors des 4
heures suivant la période de privation (ZT 6-8: p < 0,001 ; ZT 8-10: p < 0,001), qui est
absente chez les animaux du groupe PSD (figure 21C). Ainsi, la présence d’envirodry semble
permettre une meilleure homéostasie du sommeil (comme indiqué par I'efficacité du rebond
de SP aprés la privation), qui pourrait expliquer les différences observées au niveau
mnésique. Cette influence de I'envirodry sur les quantités de SP ne semble pas passer par
une réduction de la latence d'entrée en SP, puisqu'aucune différence n'est observée entre

les groupes concernant ce parametre (données non montrées).

Il faut noter également que I'augmentation de SP entre 8 et 10 heures aprés |'apprentissage
(ZT 8-10) est observée dans tous les groupes a I'exception du groupe PSD (non-PSD-enr : p =
0,04 ; non-PSD : p = 0,0094). L’augmentation des quantités de SP aprés |'apprentissage a été
déja observée dans notre étude principale ainsi que dans plusieurs études précédentes
(Fishbein et al., 1974; Lecas, 1976; Leconte and Hennevin, 1981; Portell-Cortés et al., 1989;
Smith and Wong, 1991). L’absence de cette augmentation dans le groupe PSD suggére donc
I'absence de mécanismes de consolidation primordiaux, qui pourraient avoir lieu en

présence d’enrichissement permettant la confection d’un nid et donc une meilleure qualité
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de sommeil. En ce sens, la performance des animaux du groupe PSD semble plutot dépendre
des quantités de SP ayant lieu durant les 2 premiéres heures suivant la privation (ZT 6-8),
puisqu’une corrélation significative est observée entre ces 2 parametres dans le groupe PSD
uniquement (figure 21D). L'ensemble de ces résultats suggéere donc une importance des
conditions d’élevage dans les modifications du SP liées a I'apprentissage, et donc dans les

performances des animaux.

2. Evaluation de I'anxiété des animaux au cours du rappel

Une des questions émanant de notre étude principale est de déterminer si
I’hyperactivation du réseau émotionnel lors du rappel a 30 jours, observée chez les animaux
privés, est liée a un état émotionnel de peur et/ou d’anxiété exacerbé, en accord avec
I’hypotheése de Matthew Walker « Sleep to Forget, Sleep to Remember ». Selon cette
hypothése en effet, une privation de SP devrait aboutir a une moins bonne consolidation des
aspects contextuels de la mémoire émotionnelle (processus « sleep to remember » altéré),
mais aussi a une exacerbation de la réactivité émotionnelle des individus lors de Ia
présentation d’indices de rappel de I'information émotionnelle (processus « sleep to forget»
altéré). Nos résultats montrent en effet que nos animaux ne s’immobilisent pas autant que
nos souris non privées 30 jours aprés la privation de SP - et donc potentiellement ne se
rappellent pas des informations liées au contexte de |’expérience. En revanche, ils montrent
une forte activité de leur réseau « émotionnel » qui pourrait dénoter une forte réactivité
émotionnelle. Ces résultats pourraient donc étre en accord avec |I'hypothése de Walker.
Néanmoins, des niveaux faibles de freezing pourraient aussi dénoter une plus faible
réactivité émotionnelle, et donc dans ce cas, ’hypothése de Walker ne saurait étre vérifié.
Nous avons donc voulu, a la suite du rappel a 30 jours, tester I'état émotionnel de nos souris
par d’autres moyens comportementaux. Un moyen simple et couramment utilisé est le
dosage de la corticostérone plasmatique. Néanmoins, la différence de freezing observée
pendant le rappel est subtile, et nous souhaitions éviter un biais provoqué par le stress
induit par le prélevement sanguin en lui-méme, qui aurait pu effacer la différence potentielle
de ce parametre. Nous avons donc reproduit le méme protocole que celui utilisé dans

I'article, accompagné de tests comportementaux réalisés immédiatement aprés le rappel a
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30 jours afin d’évaluer le niveau d’anxiété des animaux. Nous avons utilisé deux tests qui ont
été montré comme sensibles au niveau d’anxiété chez les souris adultes, le test d’interaction

sociale avec un juvénile et le test du double compartiment clair/obscure.

a) Méthodes

Test d’interaction sociale juvénile

11 souris males C57BI/6J (Charles River ; 5 non-PSD et 6 PSD) dgées de 12 semaines le jour
du conditionnement ont réalisé un test d’interaction sociale juvénile immédiatement apres
le rappel a 30 jours d’'un CPc. Dans ce test, un souriceau agé de 3 semaines était placé dans
un cylindre en plexiglas transparent de 10 cm de diameétre et de 12 cm de hauteur au centre
d’une aréne opaque de 40 cm de coté et de 20 cm de hauteur. Les extrémités du cylindre
étaient fermées, et des trous de 3 mm de diametre étaient percés a intervalles réguliers
(tous les 15 mm verticalement et horizontalement) afin de permettre le passage des odeurs.
Le souriceau a été habitué 1 heure par jour pendant les 3 jours précédant le test a étre placé
dans le cylindre, en présence de nourriture et d’eau. Le jour de I'expérience, le souriceau
était placé dans le cylindre 30 minutes avant le début du test et I'adulte était introduit dans
I’'aréne immédiatement aprées le rappel du CPc pendant 10 minutes. Deux animaux par jour
(1 PSD et 1 non-PSD) réalisaient I'interaction avec le méme jeune, et chaque jour l'ordre de
passage était alterné. La litiere de I'aréne était changée et I'arene nettoyée a I'eau entre les
2 animaux pour éviter les perturbations dues a la présence de I'odeur de I'animal précédent.
Une interaction était comptabilisée lorsque I'adulte flairait le cylindre pendant au moins 1
seconde. La totalité du test était enregistrée a I'aide d’une caméra placée sur le dessus du
cylindre, échantillonnant les images a 15 images par seconde (B/W CCD). Le logiciel
Videotrack (Viewpoint) a ensuite permis I'analyse des vidéos issues de ces enregistrements.
Le nombre et la durée des interactions ont été quantifiés a posteriori  par un
expérimentateur aveugle aux conditions. Les tests statistiques réalisés pour cette expérience

sont des tests non paramétriques (tests de Wilcoxon).

Test du double compartiment clair/obscur
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De la méme maniére que dans le test d’interaction sociale, 22 souris males C57BI/6J (11 PSD
et 11 non-PSD) agées de 12 semaines le jour du conditionnement ont réalisé un test de
double compartiment immédiatement apres le rappel a 30 jours d’'un CPc. Le dispositif du
test (40 x 20 x 30 cm) se divisait en deux parties égales (20 x 20 x 30 cm) : un compartiment
clair, éclairé avec une intensité de 200 lux, et un compartiment sombre non éclairé et dont
I'extrémité supérieure est fermée. L'animal pouvait passer de l'un a l'autre des
compartiments par l'intermédiaire d’un passage étroit (5 x 5 cm) a la base de la paroi
séparant les compartiments. Immédiatement aprées le rappel du conditionnement a la peur,
I'animal était placé dans le compartiment sombre et laissé pendant 6 minutes dans le
dispositif. Deux animaux par jour (1 PSD et 1 non-PSD) réalisaient le test, et chaque jour
I'ordre de passage était alterné. Le dispositif du double compartiment était nettoyé entre les
deux animaux avec un spray désinfectant (Bactopin plus). L’enregistrement du test se faisait
avec le méme dispositif que pour le test d’interaction sociale juvénile, et le comportement
était analysé a posteriori par un expérimentateur aveugle aux conditions. Les tests
statistiques réalisés pour I'analyse de cette expérience sont des tests paramétriques (t-

tests).

b) Résultats et discussion

Le premier test que nous avons réalisé est un test d’interaction sociale juvénile,
comme il a déja été précédemment été fait pour évaluer l'anxiété chez le rongeur
(Christianson et al., 2010; Martin et al., 2013). Dans ce test, les animaux étaient introduits
dans une aréne en présence d’un souriceau immédiatement aprés le rappel a 30 jours, et le
nombre d’interactions ainsi que leur durée étaient quantifiées (voir méthodes). Comme
nous avions pu l'observer auparavant (figure 1C de [Iarticle), les résultats du
conditionnement a la peur révélent une diminution significative du freezing lors du rappel
chez les animaux privés de SP (figure 22A; p = 0,011). Cette diminution est accompagnée
d’'une augmentation significative du nombre d’interactions avec le souriceau durant les 2
premieres minutes du test d’interaction sociale par rapport aux animaux non privés de SP
(figure 22C; p = 0,042). Ce résultat suggere une anxiété réduite chez les animaux privés de

SP, en accord avec les résultats du freezing. Cependant, aucune corrélation n’est observée
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entre le taux de freezing et le nombre d’interactions durant les 2 premieres minutes du test
d’interaction sociale, ainsi aucune évidence directe d’un lien entre ces deux parameétres n’a
pu étre révélée (figure 22D). Par ailleurs, une privation partielle de sommeil lent (SL) est
observée pendant la privation de SP, et un effet du manque de SL ne peut étre entierement
écarté (figure 22B). Néanmoins la similarité des résultats du conditionnement de peur par
rapport aux effets d’une privation spécifique, ainsi que la faible proportion de SL

mangquante, suggere un effet négligeable du manque de SL.
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Figure 22 : Effet de la privation de SP post-apprentissage sur I’état émotionnel lors du
rappel. A. Taux de freezing lors d’'un conditionnement contextuel a la peur exprimé en
pourcentage du temps total chez des animaux privés de SP pendant 6h aprés I'apprentissage
(PSD, n = 5) et non privés de sommeil (non-PSD, n = 7). Les résultats sont présentés au cours
de I'acquisition avant I'occurrence du choc électrique (pré choc) et aprées (post choc) ainsi
gue pendant le rappel. On observe une diminution significative du taux de freezing lors du
rappel chez les animaux PSD. B. Quantité de sommeil lent (SL) et de SP pendant les 6h de
privation, exprimée en pourcentage des quantités basales mesurées la veille. Une
diminution significative des quantités de SL et de SP sont observées dans le groupe PSD par
rapport a la ligne de base et au groupe non-PSD. C. Cinétique du nombre d’interactions avec
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le souriceau lors du test d’interaction sociale. Une augmentation significative du nombre
d’interactions pendant les 2 premiéres minutes du test est observée chez les animaux PSD
par rapport aux animaux non-PSD. D. Corrélation entre le taux de freezing lors du rappel du
conditionnement a la peur (axe Y) et le nombre d’interactions au cours des 2 premieres
minutes du test d’interaction sociale (axe X). Aucune corrélation significative n’est observée
entre ces deux parametres en considérant I'ensemble des animaux non-PSD et PSD. *:
différence significative entre les groupes (*: p < 0,05; **: p < 0,01); #: différence
significative par rapport a la ligne de base.

Le souriceau étant placé au centre de I'aréne dans ce test, les adultes avaient a s’exposer a
découvert afin de lI'explorer, et leur anxiété inhibait donc ce comportement. Ainsi les
résultats de cette expérience suggeérent une anxiété réduite chez les animaux privés de SP,
et non augmentée comme le prédit I'hypothése « Sleep to Forget, Sleep to Remember ».
Néanmoins le test d’interaction sociale fait intervenir d’autres parameétres que I'anxiété, et
notamment I'empathie. Il a en effet été montré que les rongeurs pouvaient exprimer un
comportement d’empathie pour un congénere (Meyza et al., 2016), et dans nos conditions
d’expérience le souriceau était enfermé dans le cylindre. Un rat mis en présence d’un
congénere emprisonné semble exprimer un comportement empathique en le libérant (Ben-
Ami Bartal et al., 2011). D’autre part, ce type de comportement semble étre sous l'influence
du niveau de stress de I'animal, puisque la latence de libération est inversement corrélée au
niveau de corticostérone plasmatique, indiquant une inhibition de ce comportement par le
stress (Ben-Ami Bartal et al., 2016). En ce sens, nous pourrions supposer que le
comportement exploratoire au cours de notre test est inhibé en raison du stress de I'animal,
gue ce soit par son aspect d’interaction sociale en elle-méme ou son aspect de
comportement empathique. Cependant, la régulation du comportement empathique par le
stress semble complexe puisque la méme étude révele qu’un traitement anxiolytique
supposé réduire le niveau de stress de I'animal inhibe ce comportement d’empathie. Nous
avons donc par la suite réalisé un test moins complexe a interpréter, et plus habituel de

I’étude de I'anxiété : le test du double compartiment clair/obscur.

Comme pour I'expérience d’interaction sociale, le test du double compartiment était réalisé
immédiatement apres le rappel a 30 jours d’un CPc. Tout d’abord, nous observons ici aussi
un effet aspécifique de la privation de SP sur les quantités post-apprentissage de SL (figure

23B). Les résultats ne montrent pas d’effet significatif de la privation de sommeil sur le taux
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de freezing lors du rappel (figure 23A). Nous attribuons ce manque d’effet de la privation de
SP au fait que les animaux utilisés pour cette expérience étaient hébergés en présence
d’enrichissement (envirodry, voir plus haut). Nos résultats suggérent une diminution de
I'effet de la privation de SP dans ces conditions d’hébergement (figure 21). Nous
n’observons pas non plus de différence entre les groupes non-PSD et PSD au cours du test de
double compartiment concernant les paramétres de latence d’entrée dans le compartiment
clair, le nombre d’entrées, ou la durée moyenne et totale passée dans le compartiment clair
(figure 23C). Néanmoins le comportement des animaux au cours de ce test semble
étroitement lié au comportement de peur exprimé lors du rappel du conditionnement a la
peur, a I'image du nombre d’entrées dans le compartiment clair qui est inversement corrélé
au taux de freezing (figure 23D). Ainsi I'absence de différence lors du test d’anxiété pourrait

étre due a I'absence d’effet observé lors du rappel.

L'activité cérébrale lors du rappel n’est pas uniquement liée au rappel en lui-méme, mais
également au processus de reconsolidation, et dans le cas du conditionnement a la peur
également au processus d’extinction (Einarsson et al., 2015; Graff et al., 2014; Inaba et al.,
2015; Likhtik et al., 2008; Winocur et al., 2009). Nous avons voulu tester I’hypothése selon
laquelle I’hyperactivation du réseau émotionnel observée dans notre étude principale (figure
5B de l'article) pourrait étre due a I'un de ces deux processus. Pour cela, nous avons réalisé
un second rappel le lendemain du rappel a 30 jours (J31) chez les animaux ayant subi le test
du double compartiment (et élevés avec de I'envirodry). Aucune différence de freezing n’est
observée entre les groupes non-PSD et PSD lors du rappel a J31 (figure 23A). Cependant la
encore |'absence d’effet de la privation de SP lors du rappel a 30 jours limite la mise en

relation de ces résultats avec ceux de I’étude principale.
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Figure 23 : Effet de la privation de SP post-apprentissage sur la reconsolidation et I'état
émotionnel lors du rappel. A. Taux de freezing lors d’un conditionnement contextuel a la
peur exprimé en pourcentage du temps total chez des animaux privés de SP pendant 6h
aprés l'apprentissage (PSD, n = 11) et non privés de sommeil (non-PSD, n = 12). Les résultats
sont présentés au cours de I"acquisition avant I'occurrence du choc électrique (pré choc) et
aprés (post choc) ainsi que pendant les rappels a 30 jours et 31 jours. Aucun effet significatif
de la privation de SP n’est observé. B. Quantité de sommeil lent (SL) et de SP pendant les 6h
de privation, exprimée en pourcentage des quantités basales mesurées la veille. Une
diminution significative des quantités de SL et de SP sont observées dans les groupes non-
PSD et PSD par rapport a la ligne de base, et dans le groupe PSD par rapport au groupe non-
PSD. C. Différents parametre mesurés pendant le test de double compartiment. Aucune
différence n’est observée entre les groupes non-PSD et PSD concernant la latence d’entrée
dans le compartiment clair, le nombre d’entrée ou le temps passé dans le compartiment
clair. D. Corrélation entre le taux de freezing lors du rappel a 30 jours du conditionnement a
la peur (axe Y) et le nombre d’entrées dans le compartiment clair sur la totalité de la durée
du test de double compartiment (axe X). Une corrélation négative significative est observée
entre ces deux parametres en considérant I'ensemble des animaux non-PSD et PSD. *:
différence significative entre les groupes (*: p < 0,05; **: p < 0,01); #: différence
significative par rapport a la ligne de base.
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Nos expériences n’ont pas mis en évidence une différence évidente d’anxiété entre les
groupes non-PSD et PSD lors du rappel 30 jours aprés un CPc. Néanmoins un aspect
important de cette série d’expériences est |'effet des conditions d’hébergement sur
I'influence des privations de SP sur la mémoire (figure 21). En effet, nos résultats suggerent
qgue les animaux élevés en présence d’envirodry et permettant aux animaux de se
confectionner un nid- présentent une résistance plus importante a |'effet de la privation de
SP sur les performances mnésiques. Cet effet indirect de I'envirodry pourrait étre la
conséquence d’une meilleure récupération du sommeil chez les souris privées. Un effet du
niveau d’enrichissement sur les quantités et la structure du sommeil, et notamment du SP,
avait déja été révélé chez le rongeur (Gutwein and Fishbein, 1980a; Mirmiran et al., 1982;
Tagney, 1973). De maniére intéressante, |'augmentation de quantités de SP par
I’enrichissement de I'environnement d’élevage avait déja été observée dans la littérature, de
maniére conjointe a une augmentation des performances lors d’une tache mnésique de

discrimination visuelle testée 28 jours apres I'apprentissage (Gutwein and Fishbein, 1980b).
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CHAPITRE I

ETUDE DE L’ACTIVITE GLUTAMATERGIQUE DANS LE CORTEX
PREFRONTAL MEDIAN CHEZ UN MODELE MURIN DE
DEPRESSION : LE MODELE H/ROUEN

Au cours du premier chapitre, nous nous sommes intéressés au role du SP dans la
consolidation de la mémoire émotionnelle. Nous avons notamment voulu tester I'hypothése
Sleep to Forget, Sleep to Remember, qui propose que le SP réduise le tonus émotionnel
associé a la mémoire. Un corolaire de cette hypothése est que des troubles du SP seraient
observés de maniére conjointe a des troubles des émotions, comme observé dans la
dépression majeure (DM). Cette hypothése propose que la DM puisse étre liée a une
mauvaise consolidation de la mémoire émotionnelle au cours du SP (Goldstein and Walker,
2014). Une hypothese émergente concernant les mécanismes neurobiologiques de la
dépression majeure est que celle-ci pourrait étre due a une altération de la transmission
glutamatergique, notamment dans le cortex préfrontal médian (CPFm). Ces deux hypothéses
sont intéressantes a mettre en relation car le CPFm est impliqué dans la consolidation de la
mémoire émotionnelle, notamment au cours du SP (Genzel et al., 2015). Dans le chapitre qui
suit, nous nous sommes intéressés a la transmission glutamatergique dans le CPFm du

modeéle murin de DM H/Rouen.

I. Contexte del’étude

Comme nous l|'avons évoqué dans la partie « rappels bibliographiques » de notre
introduction, la DM est une maladie psychiatrique caractérisée par des troubles de I'humeur
et un certain nombre d’autres symptémes dont des altérations du sommeil, notamment du
SP (Franzen and Buysse, 2008; Palagini et al., 2013). Chez les patients atteints de DM, une
hypo-activation du CPF est régulierement observée. Celle-ci disparait apres traitement aux
antidépresseurs (Seminowicz et al., 2004). Ce déficit d'activité, combiné aux altérations du

SP, pourraient conduire a une mauvaise régulation des émotions au cours du SP, notamment
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par un manque de modulation par le CPF des structures émotionnelles limbiques telle que
I'Amy (Genzel et al., 2015; Goldstein and Walker, 2014). Des résultats récents révélent une
altération importante de la transmission glutamatergique chez les sujets dépressifs,
notamment dans le CPF, qui pourrait expliquer son hypo-activation (Choi et al., 2015; Duman
and Aghajanian, 2012; Li et al., 2011). Nous disposons au laboratoire du modele murin de
DM H/Rouen (présenté dans les « rappels bibliographiques »). Cette lignée est issue de
croisements successifs entre individus les plus résignés de chaque génération d’une
population de souris CD-1. Dans ce modele, la résignation était évaluée par le test de
suspension par la queue. Les souris de chaque génération présentant une durée
d’'immobilité supérieure a 115 secondes sur 6 minutes de test ont été croisées entre elles
afin d’aboutir a la lignée H/Rouen présentant un phénotype résigné (El Yacoubi et al., 2003;
Elyacoubi and Vaugeois, 2007; Popa et al., 2006). Les souris de cette lignée présentent en
outre un déficit majeur de la transcription du géne codant pour la sous-unité des récepteurs
AMPA GluAl dans le CPF, mesuré par analyse transcriptomique et en comparaison avec le
modele de souris non résignées (Non-Helpless) NH/Rouen. La lignée NH/Rouen a été
obtenue comme la lignée H/Rouen par croisements réciproques, de souris non résignées
cette fois-ci. De plus, aucune modification détectable de I'expression des autres récepteurs
glutamatergiques ionotropiques n’est observée chez ces souris. En outre, il a été montré que
les souris résignées H/Rouen présentent des altérations du SP similaires a celles observées
chez les sujets dépressifs (El Yacoubi et al., 2003; Popa et al., 2006). Le but de notre étude
était donc de déterminer s’il existe une atteinte de la transmission glutamatergique basale
chez les souris résignées. Nous nous sommes donc intéressés a la transmission
glutamatergique dans le CPFm de ces souris par une approche électrophysiologique in vitro
en patch-clamp en configuration potentiel imposé des neurones pyramidaux des couches
profondes de cette région. Cette méthode permet de disséquer en détails les atteintes de la
transmission glutamatergique, grace par exemple a [l‘application d’antagonistes des
récepteurs aux neurotransmetteurs. Nos résultats révelent des différences importantes de
transmission glutamatergique AMPA entre les souris des lignées H/Rouen et NH/Rouen.
Nous n'avons malheureusement pas encore étudié les liens que ces déficits pourraient avoir
avec les altérations du SP observées chez ces souris. La seule caractérisation des altérations

de la transmission glutamatergique observés dans cette pathologie est toutefois
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intéressante et importante pour le développement de nouveaux traitements

antidépresseurs a effet rapide (Duman and Aghajanian, 2012; Li et al., 2011)

II. Matériel et Méthodes

Animaux

Les animaux utilisés dans cette étude étaient des souris femelles issues des lignées H/Rouen
et NH/Rouen. Nous avons choisi d’étudier des souris femelles car, tout comme chez
I'Homme, les symptomes de la DM sont plus marqués chez les femelles que chez les males

(El Yacoubi et al., 2013). Tous les animaux ont préalablement été screenés avec le test de

suspension par la queue (entre leur 6°™ et leur 8°™° semaine) afin de vérifier leur phénotype
respectivement résigné (immobilité supérieure a 115 secondes) ou non résigné (immobilité

inférieure a 35 secondes).

Test de suspension par la queue

Le test de suspension par la queue était réalisé avec un systeme informatisé permettant de
tester six animaux simultanément. Les souris étaient suspendues a un crochet par de la
bande adhésive (Scotch ™) fixée a leur queue. Le crochet était relié a un détecteur de
mouvements transmettant les données a un ordinateur. Le taux d'immobilité était quantifié
sur une durée totale de 6 minutes. Les souris qui parvenait a s'accrocher a leur queue trois
fois pendant la session étaient retirées de I'étude. Toutes les souris étaient isolées pendant

15 minutes avant le test.

Immunofluorescence

Des souris femelles des lignées H/Rouen (n = 4) et NH/Rouen (n = 4) agées de 12 a 15
semaines ont été profondément anesthésiées par une injection intra péritonéale de

pentobarbital sodique (0,2 mL, CEVA Santé animale). Les animaux ont ensuite été perfusés
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avec une solution de ringer lactate héparinée (1mL/L) a température ambiante puis avec 50
mL d'une solution froide (4°C) de paraformaldéhyde (PFA) dilué a 4% dans un tampon
phosphate (PB, 0,05 M, pH = 7,4) préparée la veille. Les cerveaux ont été extraits et placés
en post-fixation a 4°C dans la méme solution de PFA pendant 24 heures a 4°C, puis conservés
a 4°C dans une solution cryoprotectrice de sucrose dilué a 30% dans du PB 0,1 M contenant
0,1% d'azoture de sodium jusqu'a leur congélation. Les cerveaux ont ensuite été congelés
en les plongeant dans du 2-méthylbutane a -50°C pendant 2 minutes, puis conservés a -20°C
pendant 1 semaine au maximum avant leur découpe en coupes coronales de 20um
d'épaisseur a l'aide d'un cryostat (Leica). Les coupes étaient prélevées dans du PB 0,1 M, puis
placées a -20°C dans une solution cryoprotectrice composée de 50% de PB 0,1M et de 50%
de glycérol jusqu'a l'immunofluorescence. L'étape d'immunofluorescence a été réalisée le
méme jour sur tous les cerveaux afin de réduire la variabilité du marquage. Les coupes ont
été incubées pendant 5 jours a 4°C dans du tampon phosphate salin (0,02 M) contenant
0,3% de triton (PBST), 0,1% d'azoture de sodium, 2% de sérum albumine bovine (BSA) et un
anticorps polyclonal dirigé contre la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA (Millipore,
référence PC246) dilué au 1:200. Les coupes ont ensuite été incubées 24 heures a 4°C dans
du PBST contenant 2% de BSA et un anticorps secondaire couplé au fluorophore Alexa488°®
(Thermofisher, référence A21206) dilué au 1:500. Les coupes ont été montées entre lame et
lamelle dans un milieu de montage contenant du DAPI (VECTASHIELD®, référence H-1200,
Clinisciences) puis observées en microscopie confocale. Les photographies ont été acquises
sur une épaisseur de 15um a 17um avec un pas de 1um entre chaque image. La densité de

marquage GluAl a ensuite été analysée a l'aide du logiciel Imagel.

Electrophysiologie

21 souris de la lignée H/Rouen et 19 souris de la lignée NH/Rouen agées de 8 a 10 semaines
ont été utilisées pour I'ensemble de I'étude électrophysiologique. Les animaux étaient
profondément anesthésiés par une injection l|étale intra péritonéale de pentobarbital
sodique (150 mg/kg) puis leur cerveau était prélevé. Des coupes coronales de 350 um
étaient réalisées a l'aide d'un vibratome (VT1000S) dans du liquide céphalo-rachidien

artificiel (LCRA) a basse température (0-4°C) contenant, en mM : 85 NaCl, 26 NaHCOs, 2,5
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KCl, 1,25 NaH,P0,, 0,5 CaCl,, 4 MgCl,, 25 D-glucose, 75 sucrose. Les coupes étaient ensuite
maintenues pendant au moins 30 minutes a température ambiante dans du LCRA
(composition, en mM : 124 NaCl, 26 NaHCO3, 1,25 NaH,PQ,, 2,5 KCI, 4 MgCl,, 1 CaCl,, 10 D-
glucose) oxygéné avec un gaz composé de 95% de CO, et 5% de O,. Les coupes étaient
ensuite transférées dans la cuve d'enregistrement continuellement perfusée avec du LCRA
oxygéné (composition, en mM : 124 NaCl, 26 NaHCOs, 1,25 NaH,PO,, 2,5 KCl, 4 MgCl,, 4
CaCl,, 10 D-glucose, 0,1 picrotoxine (PTX)) maintenu a 33°C. La PTX est un antagoniste des
récepteurs GABA,, ce qui permet de s'affranchir de la composante inhibitrice des réponses.
La forte concentration en magnésium de la solution d'enregistrement avait pour but de
compenser I'augmentation d'excitabilité due a la présence de la PTX. En effet, le manque de
contréle inhibiteur associé aux nombreuses connexions récurrentes des réseaux du PFC
entrainait une hyperexcitabilité des tranches qui génait I'analyse des réponses. Pour les
expériences s'intéressant aux courants miniatures, le CaCl, était remplacé par du SrCl, (4,8
mM), le strontium permettant une désynchronisation des EPSC (Oliet et al., 1996; Xu-
Friedman and Regehr, 1999). Les neurones pyramidaux des couches profondes des régions
prélimbique et cingulaire antérieure du CPF étaient enregistrés en voltage-clamp
(configuration cellule entiére) a I'aide d'une micropipette de verre contenant une solution
de césium gluconate (Cs-Glu ; composition, en mM : 120 Cs-Glu, 10 HEPES, 10 Na-phospho-
créatine, 0,1 CaCl,, 2 MgCl,, 1 lidocaine, 1 éthyléne glycol bis (EGTA), 2 mM adénosine tri-
phosphate (ATP)) contenant 0,2% de neurobiotine (Vector Laboratories, référence SP-1120).
L'amplitude des courants post-synaptiques excitateurs (EPSC) étaient mesurés en réponse a
la stimulation en couches superficielles (couches 1I/11l, voie 1) ou profondes (couches V/VI,
voie 2) du CPFm. Des stimulations pairées espacées de 100 ms étaient réalisées sur chaque
voie pour toutes les expériences a I'exception de celles réalisées en milieu contenant du Sr*
afin de pouvoir mesurer le paired-pulse ratio (PPR), indicateur de la probabilité de libération
présynaptique du neurotransmetteur. L'ensemble des enregistrements ont été réalisé en
maintenant le potentiel de membrane des neurones a -70 mV, a |'exception des courants
NMDA qui étaient mesurés a un potentiel de membrane de +50 mV. L'amplitude des
réponses AMPA était mesurée au pic de I'EPSC, tandis que I'amplitude des réponses NMDA
était mesurée 100 ms apres la stimulation afin de s'affranchir de la composante AMPA de la

réponse (Clem and Huganir, 2010). L'analyse des courants AMPA perméables au Ca’* a été
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réalisée par I'application de 1-Naphthyl Acetyl Spermine trihydrochloride (NASPM, Tocris) a

une concentration de 50 uM.

Révélation des neurones enregistrés

Immédiatement apres la fin des enregistrements électrophysiologiques, les tranches étaient
placées a 4°C dans du paraformaldéhyde (PFA) dilué a 4% dans du tampon phosphate (PB ;
0,1 M ; pH = 7,2), puis conservées dans du PB a 4°C jusqu'a I'étape de révélation de la
neurobiotine. L'étape de révélation consistait en 15 minutes d'incubation des tranches dans
du NH4Cl concentré a 50 mM dans du PB, suivi de 1 heure d'incubation dans du tampon
phosphate salin (0,02 M) contenant 0,3% de triton, et enfin de 3 heures d'incubation en
présence de Texas Red (VectorLab). Les coupes étaient ensuite montées entre lame et
lamelle dans une solution composée de 50% de PB et 50% de glycérol, puis observées en
microscopie confocale a fluorescence afin de vérifier la nature et la localisation des neurones

enregistrés.

III. Résultats et discussion

A. Etude in vitro de la transmission glutamatergique

1. Identification et localisation des neurones enregistrés

La premiere étape d'analyse a réaliser a été de localiser et d'identifier les neurones
enregistrés. Pour cela, les pipettes d'enregistrements étaient remplies avec une solution
intracellulaire contenant de la neurobiotine, une molécule diffusant a l'intérieur du neurone
lors de son enregistrement et pouvant étre révélée par le couplage avec un fluorochrome.
En effet, contrairement a la couche pyramidale de I'HPC, il est plus difficile de se repérer

dans les régions corticales, et plusieurs types de neurones ont des formes similaires.
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L’analyse en microscopie a fluorescence et confocale (figure24) permet seule d’identifier la

couche corticale et le type neuronal (cellule pyramidale ayant une dendrite apicale et de

nombreuses épines sur les ramifications dendritiques).

H/Rouen NH/Rouen

Figure 24 : Identification des neurones enregistrés par la révélation en fluorescence de la
neurobiotine. Les pipettes d'enregistrement contenaient de la neurobiotine, qui diffusait
dans le neurone pendant I'enregistrement. Ici sont présentées des photomicrographies d'un
neurone enregistré de chaque lignée prises en microscopie confocale.

La révélation de la neurobiotine nous a donc permis de vérifier que les neurones enregistrés
étaient bien dans les régions d'intérét (CCA et PL). De plus, la présence d'une dendrite
apicale dirigée vers la couche 1, ainsi que la forme du corps cellulaire nous a permis de
vérifier la nature pyramidale des neurones enregistrés. Ce type de révélation permet
également de réaliser une analyse de l'arborisation dendritique et de la densité et du

volume des épines, ce que nous n'avons pas encore finalisé dans cette étude.

2. Transmission synaptique médiée par I'activation des récepteurs
AMPA en condition basale.

L'objectif de cette série d'expériences était de déterminer si la transmission
glutamatergique dans le CPFm entre les souris des lignées H/Rouen et NH/Rouen est
différente. Des résultats préliminaires de notre équipe ont révélé une diminution

significative du niveau d'ARNm codant pour la sous-unité GluAl des récepteurs AMPA chez
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les souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen. Nous souhaitions donc nous
concentrer sur la composante post-synaptique de la réponse synaptique glutamergique.
Pour I'étudier, il fallait donc comparer la transmission glutamatergique basale chez les souris
H/Rouen et NH/Rouen avec une technique adaptée. Les méthodes traditionnelles
d’enregistrement reposant sur la stimulation électrique ne peuvent étre utilisées puisque
I'amplitude de la réponse synaptique est reliée de maniére linéaire au nombre de fibres
axonales stimulées. De maniére alternative, nous avons réalisé des enregistrements en
substituant le strontium (Sr**) au calcium (Ca®'), une méthode utilisée pour étudier la
transmission synaptique au sein d’un jeu de connexion avec une résolution approchant les
méthodes d’analyses quantales de libération d’un neurotransmetteur (Goda and Stevens,
1994). Le Sr** est un cation divalent permettant également la libération des
neurotransmetteurs au niveau pré-synaptique. Cependant, il est moins efficace que le Ca**
puisque les EPSC sont de moindre amplitude (Oliet et al., 1996). Deuxiemement, la libération
évoquée des vésicules est désynchronisée et phasique en présence de Sr**, ce qui provoque
la libération de quanta (courants miniatures, CM) sur plusieurs centaines de millisecondes
(Oliet et al., 1996; Xu-Friedman and Regehr, 1999). A chaque instant, le ou les sites de
libération du neurotransmetteur ont une chance de libérer ou non le contenu d'une vésicule
contenant ces molécules de neurotransmetteur (Stevens, 1993). Bernard Katz et collégues
ont mis en évidence qu’une réponse synaptique correspond au produit de la probabilité de
libération du neurotransmetteur (pr), de I'amplitude g de la réponse post-synaptique
(correspondant a un quantum pour une seule vésicule libérée) et au nombre n de sites de
libération du neurotransmetteur (del Castillo and Katz, 1954). L'entrée de calcium dans la
terminaison axonale suite a la stimulation des collatérales de Schaffer, permet I'activation de
protéines favorisant I'exocytose des vésicules de glutamate et donc sa libération dans la
fente synaptique. Cet outil permet donc d'étudier les réponses évoquées par des quanta
isolés les uns des autres, ce qui réduit les éventuelles différences pré-synaptiques (effet du
nombre de sites n et du nombre de fibres axonales activées) et permet d’évaluer les

réponses post-synaptiques qui concernent 'amplitude g d’un quantum.

Sous strontium, la stimulation électrique permet d’évoquer des réponses synaptiques
« quantales » dans la cellule pyramidale enregistrée dans les couches profondes du CPFm. En

utilisant cette technique nous pouvons déterminer si des différences existent entre les
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réponses synaptiques des connexions superficielles, probablement cortico-corticales
(intrinseques a l'aire et venant d’aires corticales voisines) et des connexions profondes,
probablement venant de structures sous-corticales. Sur la figure 25, I'analyse de la
distribution de I'amplitude des CM révéle une diminution significative de la médiane (Me)
chez les souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen, a la fois lors de la stimulation des
couches superficielles (figure 25A; Me(H/Rouen) = 7,665 ; Me(NH/Rouen) = 20,836) et des
couches profondes (figure 25B; Me(H/Rouen) = 7,268 ; Me(NH/Rouen) = 8,016). Nous avons
également analysé la distribution de l'amplitude des EPSC spontanés, c'est-a-dire non
évoqués par une stimulation électrique. Cette analyse révéle la encore une diminution
significative de la valeur médiane chez les souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen
(figure 25C; Me(H/Rouen) = 18,828 ; Me(NH/Rouen) = 23,149). L'ensemble de ces résultats
suggére donc une diminution générale de I'amplitude des courants AMPA (i.e. q) dans les
neurones pyramidaux des couches profondes du CPFm chez les souris H/Rouen par rapport
aux souris NH/Rouen, quelle que soit la voie étudiée. Ce résultat suggére ainsi une

diminution de I'expression synaptique des récepteurs AMPA dans ces cellules pyramidales.
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Figure 25 : Etude de I'amplitude des courants miniatures et spontanés. A-B. Analyse de
I'amplitude des EPSC miniatures. Gauche : graphiques représentant la distribution des EPSC
miniatures évoqués par la stimulation des couches superficielles (A, n = 298 par groupe) ou
profondes (B, n = 228 par groupe) en fonction de leur amplitude chez les souris H/Rouen
(bleu foncé) et NH/Rouen (bleu clair). La ligne noire pointillée marque la moitié des
populations totales, et permet de projeter sur l'axe X la valeur médiane de chaque
distribution (lignes pointillées bleues). Une moyenne des événements d'un animal
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représentatif de cette valeur médiane est illustrée sur le graphe. L'analyse statistique par le
test de Kolmogorov-Smirnov (analysant la distribution statistique de I'amplitude des
courants AMPA) révele une valeur médiane de |'amplitude des EPSC supérieure chez les
souris NH/Rouen par rapport aux souris H/Rouen sur les deux voies étudiées. Un exemple de
tracé est donné pour chaque cas sur la droite des graphiques. C. Analyse de I'amplitude des
EPSC spontanés (n = 834 par groupe) chez les souris H/Rouen (bleu foncé) et NH/Rouen
(bleu clair). La méme analyse est réalisée sur les EPSC spontanés, non évoqués par une
stimulation électrique. Une moyenne des événements d'un animal représentatif de la valeur
médiane de chaque lignée est illustrée sur la droite du graphe. L'analyse statistique révele ici
aussi une valeur médiane de I'amplitude des EPSC spontanés significativement supérieure
chez les souris de la lignée NH/Rouen par rapport aux souris de la lignée H/Rouen.

Nous avons ensuite étudié le rapport AMPA/NMDA, qui est classiquement utilisé pour
guantifier 'amplitude des réponses AMPA aprés induction de mécanismes de plasticité tels
qgue la LTP, puisqu’il a été montré que de maniere générale I'amplitude de la réponse des
récepteurs NMDA ne changeait pas lors de ce phénoméne de plasticité (Clem and Huganir,
2010). Nous avons réalisé cette analyse sans induire de mécanismes de plasticité synaptique
afin de mettre en évidence des différences basale entre les deux lignées dans la composition
en récepteurs au niveau de la membrane post-synaptique. Nos résultats révelent une
diminution significative de ce rapport chez les souris H/Rouen par rapport aux souris
NH/Rouen lors de la stimulation des couches profondes (26B; p = 0,025), ce qui va encore
une fois dans le sens d'une diminution de la réponse AMPA chez cette lignée. Cependant,
nous n'observons pas de différence significative lors de la stimulation des couches
superficielles, mais une tendance a une augmentation de ce rapport chez les souris H/Rouen
(figure 26B ; p = 0,074). Au vu de la différence importante dans la valeur médiane des CM
observée lors de la stimulation des couches superficielles (figure 25A), ce résultat suggére
donc une diminution importante des réponses synaptiques NMDA (qui expliquerait
I'absence de modification du rapport AMPA/NMDA). Nous déterminerons si cette
diminution de I'amplitude des réponses synaptiques NMDA dépend d’une diminution du
nombre de récepteurs NMDA ou plutét d’'une diminution du nombre de sites synaptiques au
niveau de cette voie, peut-étre par diminution du nombre de synapses sur les cellules
pyramidales enregistrées. Ces résultats doivent donc étre complétés par une analyse des
atteintes pré-synaptiques (permettant I'évaluation du nombre de sites n) en calculant la
fréquence des courants synaptiques spontanés et évoqués sous strontium et en comptant le

nombre et la forme des épines dendritiques des neurones que nous avons enregistrés.
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Figure 26 : Analyse du rapport AMPA/NMDA. A. lllustrations présentant la moyenne des
évenements pour un animal représentatif de chaque lignée. Les tracés sont obtenus en
moyennant les tracés de 50 EPSC correspondant a l'activation des récepteurs AMPA
mesurée a un potentiel de membrane de -70 mV (noir) et de 50 EPSC correspondant a
I'activation des récepteurs NMDA mesurée a un potentiel de membrane de +50 mV (rouge).
B. Histogrammes représentant la valeur absolue du rapport de I'amplitude des courants
AMPA sur lI'amplitude des courants NMDA. Ce rapport est significativement supérieur chez
les souris de la lignée NH/Rouen lors de la stimulation des couches profondes (droite).

Un indicateur de la composante pré-synaptique est I'analyse du PPR (voir méthodes), qui
permet d'évaluer la probabilité de libération du neurotransmetteur. Nous observons dans
I'ensemble de nos enregistrements une augmentation de l'amplitude de la deuxiéme
réponse par rapport a la premiére (paired-pulse facilitation, PPF ; figure 27), ce qui indique
une augmentation de libération du neurotransmetteur (ici le glutamate) suite a la deuxieme
stimulation. Cette augmentation est due a l'accumulation du Ca’* résiduel dans le bouton
pré-synaptique suite a la premiére stimulation, qui entrailne une augmentation de la
libération du neurotransmetteur. Une diminution de la libération du neurotransmetteur lors
de la premiére stimulation créerait alors une augmentation du pool de vésicules contenant
le neurotransmetteur présentes lors de la deuxiéme stimulation, et donc une augmentation
de la PPF. A l'inverse, une augmentation de la libération lors de la premiére stimulation
entrainerait une diminution de la PPF. Nos résultats ne révelent aucune différence de PPF
entre nos deux lignées, ce qui ne suggére pas de modifications de la probabilité de libération

du glutamate (figure 27).
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Figure 27 : La paired-pulse facilitation (PPF) n'est pas différente entre les lignées H/Rouen
et NH/Rouen. Les tracés moyens d'expériences représentatives sont présentés sur la gauche
de la figure pour la stimulation en couches superficielles (II/Ill, haut) et en couches
profondes (V/VI, bas) chez les souris des lignées NH/Rouen (gauche) et H/Rouen (droite). Les
lignes pointillées et les double-fleches marquent la différence d'amplitude entre les 2
réponses, utilisée pour calculer la PPF. Sur la droite sont présentées les valeurs moyennes de
la PPF en pourcentage d'augmentation par rapport a la premiére réponse.

Les différences de réponse AMPA révélées par cette série d'expériences nous a ensuite

conduit a déterminer le sous-type de récepteurs dont |I'expression pouvait étre modifiée.

3. Récepteurs AMPA perméables au Caz*

Il existe différents types de récepteurs AMPA, qui se caractérisent par une combinaison
particuliére des sous-unités formant les récepteurs. Parmi ces sous-types de récepteurs, les
récepteurs CP-AMPA (pour Calcium Permeable-AMPA) sont caractérisés le plus souvent par
la présence de la sous-unité GluAl, perméable au Ca®* et par I'absence de la sous-unité
GluA2 non perméable au Ca**. Ce type de récepteur a déja été impliqué dans les processus
de plasticité synaptiqgue comme la LTP (Shi et al., 1999), ainsi que dans la mémoire. En effet,
une insertion transitoire de ces récepteurs est observée au niveau de la synapse thalamo-
amygdalienne apres un CPi (Clem and Huganir, 2010). Nous avons étudié l'implication de ces
récepteurs dans la réponse AMPA par l'application d'un antagoniste des récepteurs CP-

AMPA, le NASPM.
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Figure 28 : Analyse des courants AMPA perméables au Ca®. A. Cinétique de I'évolution de
I'amplitude des EPSC sous application de NASPM. L'amplitude des EPSC est présentée en
pourcentage de la ligne de base en fonction du temps pour les réponses a la stimulation des
couches superficielles (l1/11l, gauche) et des couches profondes (V/VI, droite). La zone grise
représente la durée d'application du NASPM. Une différence entre souris H/Rouen et
NH/Rouen n'est observée qu'en cas de stimulation des couches profondes qu'a la 7éme
minute d'application de I'antagoniste. La premiére minute au cours de laquelle la réponse
est significativement diminuée par rapport a la ligne de base est indiquée par les symboles
"#" (NH/Rouen) et "S" (H/Rouen). B. Diminution de |'amplitude des EPSC aprés application
de NASPM. Les histogrammes présentent I'amplitude normalisée des EPSC moyennée sur les
5 derniéres minutes d'application de NASPM lors de la stimulation des couches superficielles
(gauche) et profondes (droite). Les tracés représentent la moyenne des EPSC d'un animal
représentatif de la lignée sur les 5 minutes de ligne de base (noir) et les 5 derniéres minutes
d'application de NASPM (rouge). Une diminution significative des EPSC est observée sur les 2
voies chez les 2 lignées. * : différence significative entre H/Rouen et NH/Rouen (p < 0,05) ; # :
différence significative par rapport a la ligne de base (NH/Rouen ; p < 0,05) ; S : différence
significative par rapport a la ligne de base (H/Rouen ; p < 0,05).

Nos résultats révelent une diminution significative de la réponse par rapport a la ligne de
base entre 10 et 15 minutes d'application de NASPM lors de la stimulation des couches
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superficielles dans les deux lignées (figure 28B gauche ; p = 0,05 (NH/Rouen) ; p = 0,046
(H/Rouen)). Aucune différence significative n'est observée entre les lignées, bien que
I'antagoniste semble avoir une cinétique d'action plus rapide chez les souris de la lignée
H/Rouen (diminution significative aprés 5 minutes d'application de NASPM ; figure 28A
gauche ; p = 0,046) par rapport aux souris de la lignée NH/Rouen (diminution significative
aprés 8 minutes d'application de NASPM ; p = 0,011). Une diminution significative est
également observée entre 10 et 15 minutes d'application de NASPM chez les deux lignées
lors de la stimulation des couches profondes (figure 28B droite ; p = 0,018 (NH/Rouen) ; p =
0,011 (H/Rouen)). Sur cette voie, une diminution significative de la réponse est observée a la
7éme minute d'application de I'antagoniste chez les souris NH/Rouen par rapport aux souris
H/Rouen (figure 28A droite ; p = 0,016), moment auquel la diminution d'amplitude de la
réponse apparait de maniere significative chez la lignée NH/Rouen (p = 0,05). Une
diminution significative de la réponse est observée a la 9éme minute d'application de
NASPM chez les souris H/Rouen (p = 0,012). Ces différences ne sont néanmoins pas
significatives entre les lignées concernant la diminution de la réponse entre 10 et 15 minutes
d'application de NASPM. En effet, une tendance a une diminution plus importante chez les
souris NH/Rouen est observée, qui demeure non significative avec un intervalle de confiance

de 95% (figure 28B droite ; p = 0,058).

L'ensemble des résultats de notre étude électrophysiologique suggere donc fortement une
hypo-activité de la transmission glutamatergique basale dans le CPFm des souris H/Rouen
par rapport aux souris NH/Rouen. Ce résultat est en accord avec [|"hypothese
glutamatergique récemment proposée, ainsi qu’avec certains résultats de la littérature
(Duman and Aghajanian, 2012). Cette hypo-activité semble étre due a une réduction du
nombre de récepteurs AMPA post-synaptiques. En effet, les différences significatives entre
les lignées sont observées lors de I'analyse des courants miniatures (figure 25) et du rapport
AMPA/NMDA (figure 26). Ces deux analyses permettent I'étude des récepteurs post-
synaptiques, et suggerent une diminution de I'amplitude de la composante AMPA des EPSC
chez les souris de la lignée H/Rouen (amplitude des courants miniatures et rapport
AMPA/NMDA diminués). De plus, nous n’observons pas de différence entre les lignées lors
de I'analyse de la PPF (figure 27), ce qui suggere qu’il n’y a pas de différence de probabilité

de libération du neurotransmetteur au niveau pré-synaptique.
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Nous avons ensuite voulu quantifier I'expression de la sous-unité GIluAl des récepteurs
AMPA au niveau protéique. Cette analyse a permis de tester I'hypothése selon laquelle la
diminution de la réponse AMPA observée en électrophysiologie pourrait étre reliée a une

diminution de I'expression de cette protéine.

B. Expression de la sous-unité GluA1

La transcription du géne codant pour la sous-unité GIuAl des récepteurs AMPA est
fortement réduite dans le CPFm des souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen. Nous
avons voulu tester si la diminution de la transmission glutamatergique révélée par nos
résultats électrophysiologiques était reliée a une sous-expression de GIuAl au niveau
protéique. Pour cela, nous avons réalisé une révélation en immunofluorescence de cette
protéine puis quantifié le nombre de puncta (nombre de sites de marquage) observés par
unité de volume. Nos résultats préliminaires réalisés sur 4 animaux de chaque lignée
suggerent une tendance a I'augmentation de l'expression de GluAl chez les souris de la
lignée NH/Rouen par rapport aux souris de la lignée H/Rouen (figure 29). Cette
augmentation n'est cependant pas significative (test de Mann-Whitney : p = 0,15 (couches
profondes) ; p = 0,25 (couches superficielles)), et il convient de compléter cette étude en

augmentant la taille des échantillons.
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Figure 29 : Expression de la protéine GluAl dans le CPFm des souris H/Rouen et
NH/Rouen. A. Photomicrographies de la révélation en immunofluorescence de la protéine
GluA1l dans les couches superficielles (II/1ll, haut) et profondes (V/VI, bas) dans le CPFm des
souris NH/Rouen (gauche) et H/Rouen (droite). B. Quantification du nombre de puncta par
unité de volume dans les couches superficielles (haut) et profondes (bas) du CPFm des souris
H/Rouen et NH/Rouen. Une tendance non significative vers la diminution du nombre de
puncta est observée dans les 2 couches chez les souris H/Rouen par rapport aux souris
NH/Rouen.

Une autre différence qui semble apparaitre lors de I'observation des clichés est la différence
de volume des puncta entre les 2 lignées, qui semble beaucoup plus importante chez les
souris H/Rouen (figure 29). Nous n'avons pas encore quantifié ces données, mais des
résultats préliminaires de colocalisation avec la protéine synaptique Synapsine suggérent
que les puncta de taille importante soient localisés au niveau des synapses (données non
montrées). Si les futures analyses confirment cette différence apparente, cela pourrait
suggérer un déficit de trafic de cette sous-unité GIuA1l qui pourrait entrainer des déficits
importants de plasticité. Par ailleurs, réaliser une expérience d'immunofluorescence sans
perméabiliser la membrane cytoplasmique permettrait d'évaluer le niveau d'insertion de ces

récepteurs a la membrane. En effet, notre étude ne permet pas de différencier les protéines
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cytoplasmiques des protéines membranaires, et une diminution de l'insertion de GIuAl au
niveau de la membrane synaptique pourrait étre reliée a la diminution de la transmission
glutamatergique observée chez les souris H/Rouen. Il serait par ailleurs important
d’identifier le type de neurones, en réalisant par exemple une révélation en
immunofluorescence de la CamKIl, qui permettrait d’identifier les neurones pyramidaux. Il
est en effet possible que I'expression de GIuA1l differe entre neurones principaux excitateurs
et interneurones inhibiteurs. Des modifications de |’expression de GIuAl dans I'un ou I'autre
de ces types de neurones pourraient entrainer des effets opposés au niveau fonctionnel et il
est donc important, tout comme pour 'étude électrophysiologique, d’identifier le type de

cellule étudiée.

C. Discussion méthodologique

1. Utilisation du modele de dépression H/Rouen

L'utilisation de modéles animaux dans I'étude des troubles psychiatriques a toujours
été sujette a débat, depuis son introduction ancienne en psychologie expérimentale. En
effet, il est impossible de créer un modeéle reproduisant exactement les symptémes de la
maladie chez une autre espéce. Comme mentionné dans la partie Rappels Bibliographiques
la pathologie psychiatrique est par nature trés complexe sur le plan symptomatologique et
I’on a souvent recours a la notion de syndrome (groupe de symptémes), par exemple pour la
schizophrénie, et non plus de maladie clairement identifiée. Les classifications de
symptémes comme le DSMIV sont utiles pour le diagnostic mais n’ont pas la reproductibilité
observée dans les maladies neurologiques. Il faut noter également que la pathologie
psychiatrique résulte plus qu’une autre de l’association entre un dysfonctionnement
neurobiologique et un environnement social perturbé. Ainsi, les troubles psychiatriques sont
exprimés trés différemment selon les individus. Cela doit conduire bien s(ir a beaucoup de
prudence dans le développement et I'utilisation de modéles animaux de la dépression.
Cependant, tout comme dans |'étude de la mémoire ou des émotions, des tests
comportementaux mis au point ont progressivement permis d’établir des correspondances

entre especes. Ce sont ces similarités comportementales que |'utilisation de modeles
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animaux permet d'étudier. La lignée H/Rouen n'est pas une reproduction a l'identique de la
DM « chez 'Homme ». Il s'agit cependant d'un modele utile présentant de nombreuses
similarités avec la DM (résignation, anhédonie, anxiété, perturbations du sommeil,
altérations de la transmission sérotoninergique, etc) qui méritent d'étre étudiées au niveau
pathophysiologique et thérapeutique. Il faut souligner également que la lignée NH/Rouen
utilisée comme lignée de comparaison (et non comme groupe contréle), n'est pas un modele
de sujet sain mais une lignée partant de la méme souche de départ, ayant subi les mémes
manipulations, et présentant des caractéristiques opposées a la lignée H/Rouen pour ce qui
est des parametres d'intérét (symptomes dépressifs). Les différences observées dans nos
études entre les deux lignées peuvent alors étre reliées a ces caractéristiques phénotypiques
extrémes qui les séparent, sans proposer a priori que la lignée NH/Rouen ait d'un phénotype

"normal".

La lignée H/Rouen est un modeéle génétique qui est donc éloigné de la DM, pathologie
psychiatrique qui, elle, apparait progressivement au cours de la vie des individus. Cependant,
I'utilisation de ce modele ne vise pas a comprendre les causes du développement d'une DM,
mais a identifier les mécanismes physiopathologiques une fois la maladie déclenchée, ainsi
gu'un moyen de rétablir les phénotypes comportementaux. Les résultats démontrent
empiriquement que le modele est adapté puisque de nombreuses similitudes sont observées
avec les patients dépressifs (voir plus haut), et que le phénotype dépressif est amélioré par
un traitement aux antidépresseurs avec les mémes délais que chez les patients (El Yacoubi et

al., 2013).

2. Enregistrements électrophysiologiques in vitro

L'objectif principal de I'étude du modele H/Rouen était d'identifier des altérations de
la transmission glutamatergique dans le CPFm de ces souris. L'utilisation de techniques
d'électrophysiologie in vitro était ainsi le moyen de remplir cet objectif, puisqu'il s'agit du
seul outil permettant d'étudier un type de transmission synaptique indépendamment des
autres grace a l'utilisation d’antagonistes des récepteurs aux neurotransmetteurs.

Cependant, cette méthode posséde plusieurs inconvénients. L'analyse de la transmission
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synaptique glutamatergique est actuellement tres difficile ou impossible in vivo avec
I’électrochimie, la microdialyse ou I’électrophysiologie intracellulaire. Cependant, in vitro,
I'état des tranches se dégrade apres le sacrifice, entrainant des différences au sein du méme
animal, en fonction du délai entre sacrifice et enregistrement. Pour cette raison, nous avons
limité ['utilisation des tranches a 6h apres sacrifice de I'animal. Deuxiemement, la tranche est
isolée du reste du cerveau, et a fortiori du corps, ce qui nous éloigne énormément des
conditions physiologiques basales. En effet, I'activité périphérique —hormonale par exemple-
est primordiale dans les systemes émotionnels et cette activité est absente lorsque nous

utilisons cet outil.

D. Conclusions de I'étude

L'étude de la transmission glutamatergique dans le CPFm des souris résignées
H/Rouen et non résignées NH/Rouen reste encore préliminaire, mais a permis d’identifier
des différences importantes entre les deux lignées. En effet, une diminution de la réponse
AMPA est observée sur chaque voie étudiée, ainsi que lors de l'analyse des courants
spontanés. Cela suggere donc une diminution généralisée de la transmission
glutamatergique dans le CPFm des souris H/Rouen par rapport aux souris NH/Rouen. De
plus, quelques différences apparaissent si I'on compare les résultats de la stimulation en
couches superficielles et en couches profondes. En effet, si la diminution des CM est
beaucoup plus importante concernant les couches superficielles, I'analyse du rapport
AMPA/NMDA ne révéele une diminution significative chez les souris H/Rouen qu'au niveau
des couches profondes. Ce résultat suggere fortement une diminution importante des
courants NMDA au niveau des couches superficielles. Cependant, une diminution du nombre
de synapses dans les neurones des souris H/Rouen est également envisageable. En effet, une
telle diminution entrainerait une diminution de I'amplitude des courants miniatures (moins
d’entrées synaptiques) sans affecter le rapport AMPA/NMDA, qui dépend de la proportion
de chacun de ces récepteurs a la synapse et non de leur quantité totale. Par ailleurs, notre
étude des courants issus des récepteurs CP-AMPA suggére une tendance a une diminution
de ce type de courants au niveau des couches profondes chez les souris H/Rouen par rapport

aux souris NH/Rouen. Toutefois I'analyse statistique ne révele pas de différence évidente.
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Enfin, notre étude préliminaire de I'expression de la sous-unité GluAl dans le CPFm suggere
également des différences entre les deux lignées. En effet, le nombre de puncta observés en
immunofluorescence semble inférieur chez les souris H/Rouen par rapport aux souris
NH/Rouen, ce qui pourrait suggérer une diminution de I'expression de cette protéine. A
I'inverse, la taille de ces puncta semble supérieure chez les souris H/Rouen, ce qui pourrait
étre révélateur d’un défaut de trafic de cette protéine. Il sera donc important a I'avenir

d’augmenter la taille des échantillons étudiés afin de conclure sur ces différents points.
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DISCUSSION GENERALE

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont permis de révéler pour la premiére
fois un réle des six premieres heures de SP post-apprentissage dans la consolidation a tres
long terme (30 jours) d’un CPc chez la souris. Nous montrons également, par quantification
du marqueur d'activité neuronale egrl (zif268), que la privation de SP post-apprentissage
modifie de maniére importante les processus de réorganisation systémique des réseaux de
la mémoire. Ces résultats suggerent que le SP post-apprentissage est important dans
I'induction des processus de diminution de l'activité des réseaux émotionnels qui a
normalement lieu au cours du temps, ainsi que dans le désengagement progressif de I’'HPC
au profit du CPFm. Enfin, nos résultats révelent une altération de la transmission
glutamatergique dans le CPFm d’un modele murin de DM, présentant conjointement des
troubles émotionnels et des altérations du SP. Ainsi I'ensemble de nos résultats suggerent
que le SP est un état privilégié pour la régulation a trés long terme des émotions,
notamment par des modulations de I'activité du CPFm. Avant de discuter ces résultats, nous

devons aborder de maniere critique la méthode de privation sur lequel repose ce travail.

I. Discussion méthodologique

A. Privation automatique de SP

La grande majorité des études de privation de SP utilisent la technique du « pot de
fleur inversé » comme méthode de privation, pour des durées allant jusqu’a 72h
(McDermott et al., 2003; Renouard et al., 2015). Cette méthode a de nombreuses fois été
remise en cause, principalement en raison du stress d’immobilisation engendré par ce
protocole. Elle a été souvent améliorée notamment par |'ajout de deux autres plateformes
permettant a I'animal de bouger. Cependant, dans ces conditions, le niveau de stress reste
élevé a cause de la présence d’eau autour des plateformes (Clément et al, 2012). Le stress
étant lui-méme un important modulateur de la mémoire, I'interprétation du réle du SP dans

la mémoire dans les études utilisant cette méthode de privation se trouve donc étre biaisée.
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En conséquence, des méthodes alternatives de privation plus douces ont été développées
ces dernieres années. Des méthodes de privation ont été utilisées comme I'enrichissement
de I'environnement par de nouveaux objets (Vyazovskiy et al., 2007). En effet, dans un tel
environnement, l'animal, stimulé par la nouveauté, passe beaucoup plus de temps a
explorer qu’a dormir. Néanmoins, ce protocole a également des inconvénients et il ne
permet pas de faire une privation sélective de SP. Pour la privation sélective de SP, trois
méthodes ont été récemment proposées : 1) la méthode de gentle handling utilisée dans
une précédente étude de notre équipe (Ravassard et al., 2016), 2) celle développée dans les
études de Datta (Datta et al., 2004) et 3) la méthode de privation automatique développée
au laboratoire (Libourel et al., 2015) et utilisée pour I'étude décrite dans cette thése. Les
méthodes 1) et 3) de Ravassard et Libourel sont comparables puisqu’elles consistent a
appliquer une légére secousse sur la cage de l'animal lorsque celui-ci entre en SP.
Cependant, la privation automatique, par définition, ne nécessite pas la présence d’'un
expérimentateur qui pourrait étre une source de stress ou de bruits parasites génant pour le
sommeil de I'animal. La méthode automatique n’entraine pas d’augmentation de la
concentration plasmatique de corticostérone aprés 48h de privation, ce qui suggere
fortement qu’il s’agit d’'une méthode non stressante (Arthaud 2017, en préparation).
Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure que les premiéres heures de privation puissent
engendrer un stress, qui disparaitrait ensuite lorsque les animaux s’habituent aux secousses.
Nous prévoyons de déterminer la concentration de corticostérone plasmatique aprés une
privation courte de 6h. Dans I'étude de Ravassard et al, la quantification de la cortisone
plasmatique ne montre cependant d’augmentation de cette hormone apres 4h de privation.
Deux observations suggerent que la méthode de privation que nous avons utilisée est peu
ou pas stressante sur une courte période. La premiére est que les animaux présentent une
latence d’endormissement de seulement quelques secondes aprés une secousse. La
deuxieme observation est que notre protocole de privation n’a causé aucun effet sur les
performances comportementales ou |'activité cérébrale des animaux lors du rappel 24h
apres le conditionnement. Un stress intense aurait certainement entrainé des modifications

de I'un ou l'autre de ces parametres (Uwaya et al., 2016).

La méthode automatique repose sur un décodage presqu’en direct des signaux EEG

et EMG sur des époques de 1 seconde pour I'attribution des états de vigilance. Le caractere
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probabiliste de I'attribution des états de vigilance peut amener une confusion si la qualité
des signaux subit de légeres modifications au cours des enregistrements de longue durée.
Dans notre étude en particulier, a la période de conditionnement, les enregistrements sont
arrétés. Cette procédure peut entrainer une légere modification du signal, notamment EMG,
qui peut altérer la discrimination de ces états par le logiciel de détection automatique,
notamment celle entre éveil et SP (car 'EEG est similaire entre ces deux états). Ainsi cette
méthode comporte plus de risques de non spécificité de la privation que la méthode
manuelle qui repose sur I'expertise de I'expérimentateur. Ceci peut parfois conduire a une
légére privation de SL, comme nous avons pu I'observer dans certaines de nos expériences
(figures 22 et 23). Malgré tout I'ensemble de nos résultats montrent I'efficacité ainsi que la

spécificité importante de cette penthode de privation.

Les méthodes de privation de SP ne permettent pas a elles seules de disséquer la fonction
mnésique du SP. Une approche complémentaire est I'approche corrélationnelle, tres utilisée
chez I'Homme et maintenant chez les rongeurs (Datta, 2000, 2004; Fraize et al., 2016; van
der Helm et al.,, 2011; Nishida et al., 2009; Popa et al., 2010), qui permet de mettre en
évidence des liens éventuels entre différents parametres du sommeil et du comportement.
Nous I'avons utilisée pour certains aspects de notre étude (figure 1 de I'article ; figures 19 et
20). Cette approche repose sur les variabilités interindividuelles et a I'avantage de permettre
I’étude d’un sommeil de base, en I'absence de mécanismes de régulation homéostatique
subséquents a la privation. Les autres stades de sommeil peuvent en effet étre modifiés par
une privation de SP, méme si celle-ci est non stressante et spécifique. C'est ce que suggerent
nos résultats concernant I'étude du sommeil de transition (ST) dont la quantité est corrélée
aux performances des animaux seulement en cas de privation de SP, suggérant un effet
compensateur de ce stade de sommeil (figure 19). Cependant les études corrélatives ne
permettent pas de mettre en évidence un lien causal entre deux parametres. Une méthode
alternative est la manipulation de certains processus pendant les épisodes de SP, qui permet
alors de mettre en évidence un lien causal entre un paramétre particulier du SP et I'objet de
I’étude (performances mnésiques par exemple). L'outil optogénétique est trés bien adapté a
ce type d’étude comme le montre |'étude récente de Boyce et collaborateurs dont nous
avons déja parlé dans ce manuscrit (Boyce et al., 2016). Boyce et ses collaborateurs ont

réalisé une inhibition des oscillations de rythme théta au cours du SP grace a l'inhibition
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optogénétique des interneurones du septum. Cette inhibition provoquait une altération des
performances lors du rappel d’un CPc 24h apres le conditionnement. Ces résultats mettent
donc en évidence un lien causal entre oscillations théta du SP et consolidation d’un CPc,
méme s’il est possible que I'absence de ces oscillations modifie également d’autres
parametres du SP, comme sa neuromodulation particuliere. Cette approche pourrait étre
mise en place pour étudier plus précisément le réle du SP dans la consolidation systémique

de mémoires émotionnelles anciennes qui était I'objet de cette thése.

B. Conditionnement contextuel a la peur de premier plan

De nombreuses études chez I'Homme et l'animal suggerent que le SP soit
particulierement impliqué dans les processus de consolidation de mémoires a teneur
émotionnelle (Genzel et al., 2015; Goldstein and Walker, 2014). Parmi les taches de mémoire
émotionnelle, le CP est certainement la tdche comportementale mnésique la plus étudiée et
la mieux caractérisée chez le rongeur. C'est la raison pour laquelle nous avons choisi cette
tache pour notre étude. Le CP est un apprentissage rapide et robuste dans lequel le moment
précis de l|’association entre SC et SI est connu et peut ne nécessiter qu’une seule
occurrence, comme c’était le cas dans notre étude impliquant I'application d’un seul choc
électrique. Il s’agit donc d’une tache tres adaptée a I'étude des premieres heures de
consolidation, contrairement a des taches plus complexes dans lesquelles I'acquisition de
I'apprentissage est prolongée et plus diffuse dans le temps, a 'image d’un conditionnement
opérant ou d’une tache d’apprentissage spatial en labyrinthe aquatique ou en labyrinthe
radial. Les travaux de I'équipe montrent en effet que dans le labyrinthe radial une tache de
mémoire de référence (donc de longue durée) n’induit des changements dans le SP qu’apres
5 jours d’apprentissage. Ce n’est que lorsque les animaux ont acquis la regle de la tache que

les quantités de SP augmentent significativement (Fraize et al., 2016).

Nous avons choisi d'utiliser la version contextuelle du CP pour les travaux de cette
thése pour plusieurs raisons. Tout d'abord, il a précédemment été montré que la version
contextuelle est plus sensible aux manipulations du SP que la version indicée (McDermott et

al., 2003), ce qui a été confirmé par une étude récente (Boyce et al., 2016). Deuxiémement,
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de précédents travaux de notre équipe ont montré qu'une privation courte de SP affectait Ia
potentialisation a long terme dans le dHPC mais pas dans le vHPC (Ravassard et al., 2016), ce
qui suggere encore une fois un effet spécifique des manipulations du SP sur la version
contextuelle d'un CP. Il aurait été cependant intéressant d'utiliser un paradigme de CPc
d'arriere-plan qui nous aurait permis de comparer les effets comportementaux de la
privation de SP entre les versions indicée et contextuelle. Un CPc d'arriere-plan aurait
probablement été plus sensible a la privation de SP, étant donné la sensibilité accrue aux
manipulations de I'HPC du CPc d'arriere-plan par rapport au CPc de premier plan (Phillips
and LeDoux, 1994). Cependant, notre objectif principal était d'étudier l'influence de la
privation de SP sur la réorganisation systémique, et les deux aspects (CPi et CPc) du
paradigme de CPc d'arriere-plan auraient alors pu biaiser notre étude immunohistochimique
(nous n’aurions pas su si les changements dans I'expression de Egrl observés apres rappel

eut été di au rappel de I'indice saillant (son) ou a celui du contexte).

Enfin, nous avons choisi de réaliser un protocole de faible intensité (1 seul choc, 1
seconde), qui provoque des quantités de freezing plus faibles que dans la plupart des études
de CP. Nous avons choisi ce type de protocole car des résultats précédents réalisés au
laboratoire ont montré que les performances des animaux lors d'un protocole intense (deux
chocs) de CP n'étaient pas modifiées par la privation de SP (thése d’Al Mahdy Hamieh). Nous
souhaitions étudier un cas dans lequel la privation de SP était susceptible de modifier le
comportement. De plus, utiliser un protocole de faible intensité nous rapproche d'une
situation physiologique de peur non traumatisante, ce qui rend nos résultats plus proches
d'une situation courante d'une expérience aversive, émotionnelle et négative, comme nous

pouvons en avoir tous dans la vie quotidienne.

C. Utilisation de la protéine EGr1 (Zif268) comme marqueur
d'activité

Chez I'animal, la mise en évidence de la réorganisation systémique des réseaux
mnésiques a majoritairement été réalisée au moyen d’études Iésionnelles et de ['utilisation

de genes d'expression précoce (IEG) comme marqueurs d'activité (Cullen et al., 2015;
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Frankland et al., 2004; Kim and Fanselow, 1992; Maviel et al., 2004). Les travaux de cette
these avaient pour but de mettre en évidence l'influence du SP sur cette réorganisation des
réseaux en étudiant un grand nombre de régions, ce pour quoi nous avons privilégié |'étude
de I'expression d'un seul IEG. Nous avions effectué une étude préliminaire avec le géne c-Fos
en Master2 qui a donné des résultats préliminaires assez proches de ceux obtenus avec Egrl.
Parmi les différents genes disponibles, nous avons choisi d'étudier I'expression d’Egrl
(zif268) pour plusieurs raisons. Tout d'abord, I'expression de cette protéine est sensible a la
fois a la dépolarisation des neurones (Sukhatme et al., 1988) mais aussi a de nombreux
mécanismes de plasticité et de modifications morphologiques (Cole et al., 1989; Kaplan et
al., 1995; Ribeiro et al., 1999; Jones et al). L'expression basale de zif268 est élevée dans le
cortex ce qui permet d’observer parfois des phénomenes d’inactivation neuronale comme
nous l'avons vu dans le cortex rétrosplénial (figure 4B de l'article). Ce phénomeéne a été
observé dans la région CA1l de I'hippocampe dorsale aprés une privation de 4h de SP
(Ravassard et al 2016). Enfin, cet IEG est le seul a avoir été utilisé dans toutes les études
utilisant ce type d'outils et ayant servi de base pour ces travaux, ce qui rend plus aisé la mise
en relation de nos résultats avec ceux de la littérature (Frankland et al., 2004; Ribeiro et al.,

1999, 2002).

L'utilisation d'un IEG comme marqueur indirect d'activité permet I'étude d'un grand
nombre de régions cérébrales. Cependant, une premieére critique qui peut étre adressé a
cette méthode est justement son aspect indirect. En effet, nous n'observons pas l'activité
des régions, mais |'un des produits de I'activité neuronale, et ce 90 minutes apreés |'activation
du neurone en tant que telle. Deuxiemement, le nombre important de facteurs déclenchant
I'expression de cette protéine empéche d'affirmer si les effets observés sont dus a
I'activation des neurones ou a la mise en place de mécanismes de plasticité (et le cas
échéant, quels sont ces mécanismes de plasticité ?). Enfin, notre étude ne permet pas de
déterminer quelle est la nature des neurones exprimant Zif268 (neurones Zif268"), ce qui
peut géner la détection de mécanismes subtils tels que le changement de population
neuronale. Il a en effet été montré qu’une procédure d’extinction entraine une modification
des populations neuronales activées dans I'amygdale lors du rappel (Herry et al., 2008).
Notre étude ne permet donc pas de dissocier I'activité des neurones impliqués dans le

rappel de ceux impliqués dans d’autres processus tels que I’extinction ou la reconsolidation.
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Nous avons réalisé une analyse connectomique de nos données, qui consiste a
corréler la densité de marquage entre les différentes régions. Cela apporte un point de vue
dynamique sur l'activité du réseau. Néanmoins il est important de rester prudent quant a
I'interprétation de ce type d’analyse pour plusieurs raisons. Tout d’abord, il s’agit d’une
analyse corrélative qui ne permet pas d’apporter de résultat causal. De plus, dans notre
étude, de nombreuses corrélations ont été réalisées (351) et le risque de trouver une
corrélation significative due au hasard est donc potentiellement important. Nous avons donc
réalisé une analyse statistique des différences entre les différentes matrices construites
grace a la méthode de tirage au hasard (bootstrap). Cette méthode consiste en la
redistribution aléatoire des données des deux groupes étudiés afin de constituer deux
nouveaux groupes, dont les données sont alors issues du hasard. Comparer ensuite la valeur
du coefficient de corrélation du réel jeu de données expérimentales avec celle de tous les
autres permet de déterminer si la corrélation observée est significativement supérieure au

hasard ou non.

Malgré les défauts de notre méthode immunohistochimique, il s'agissait de I'outil le
mieux adapté pour remplir I'objectif principal que nous nous étions fixés : identifier les
régions dans lesquelles la réorganisation systémique est altérée par la privation de SP. En
particulier nous voulions déterminer s’il existe une réorganisation fine apres privation de SP
au niveau des différentes aires et couches corticales. En identifiant plusieurs régions
modulées par la privation de SP, notre étude peut servir de base aux futures investigations
visant a disséquer plus en détail les mécanismes cellulaires prenant place dans ces régions

au cours du SP.

D. Utilisation de tests comportementaux apres le rappel

Notre étude principale révéle que les animaux privés de SP présentent un niveau de
freezing plus faible que les animaux non privés, lors du rappel 30 jours apres le
conditionnement. Cependant, malgré cet apparent rappel moins important, le réseau
émotionnel des animaux privés est paradoxalement hyper-activé par rapport aux animaux

non privés. Pour comprendre ce paradoxe, nous avons donc voulu évaluer I'état émotionnel
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des animaux, notamment leur niveau d’anxiété, par des tests comportementaux réalisés
immédiatement apres le rappel. Nous voulions notamment savoir si, malgré la réduction du
taux de freezing, les souris qui avaient été 30 jours auparavant privées de SP étaient
néanmoins émotionnellement perturbées par cette seconde présentation du contexte de
conditionnement. Il ne s'agit pas de I'approche classique, qui aurait consisté en un dosage de
la corticostérone plasmatique, car nous voulions éviter de biaiser les résultats par un
prélevement sanguin tres stressant en lui-méme. Le niveau de stress des souris a donc été
évalué par le test d'interaction sociale qui a été utilisé fréquemment pour quantifier ce
comportement chez les souris (Bailey and Crawley, 2009; Christianson et al., 2010; Martin et
al.,, 2013). Les résultats de ce test révélent une différence entre animaux privés et non
privés. Ce protocole est cependant critiquable car il teste d'autres comportements
émotionnels comme I'anxiété et I'empathie (Ben-Ami Bartal et al., 2011, 2016; Meyza et al.,
2016). Nous avons donc associé ce protocole au test du double compartiment qui évalue lui
aussi le niveau de stress. Le test du double compartiment n'a révélé aucune différence entre
nos conditions, contrairement au test d'interaction sociale (figures 24 et 25). Nos travaux
soulignent donc l'importance de l'utilisation de plusieurs tests comportementaux pour

évaluer au mieux I'état émotionnel des animaux.

II. Interprétation fonctionnelle

Les travaux réalisés au cours de cette thése apportent tout d'abord des résultats
nouveaux concernant le réle du sommeil, et en particulier du SP, dans la consolidation a long
terme (systémique) de la mémoire. La question principale abordée par nos travaux était de
déterminer |'effet d'une privation courte de SP sur la consolidation a trés long terme (30
jours) d'une mémoire de la peur chez la souris, aux niveaux comportemental et systémique.
Afin de remplir ces objectifs, nous avons utilisé le paradigme de CPc suivi d'une privation
courte et a priori non stressante de SP, mais également une analyse de I'activité des régions
cérébrales au cours du rappel a 24 heures ou 30 jours grace a l'analyse de I'expression de

I"IEG zif268. Nous avons établi que la seule privation de SP effectuée pendant quelques
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heures immédiatement aprés le conditionnement modifiait la consolidation a tres long

terme (30 jours) a tous les niveaux étudiés.

A. Influence de la privation de SP sur la consolidation a long
terme récente (24 heures) et ancienne (30 jours)

1. Etudes comportementales

Au cours de cette these, nous avons montré pour la premiére fois un role spécifique
du SP post-apprentissage sur la consolidation a tres long terme (30 jours) de la mémoire. En
effet, priver des souris de SP pendant seulement 6 heures aprés les avoir soumises a un CPc,
est apparu suffisant pour altérer a long terme, mais pas a court terme, leur mémoire de ce
conditionnement. Une influence du sommeil post-apprentissage sur la consolidation a tres
long terme de la mémoire avait précédemment été suggérée dans quelques études chez
I'Homme et I'animal (Gutwein and Fishbein, 1980b; Sterpenich et al., 2009), mais nos travaux
apportent deux éléments supplémentaires par rapport a ces études. Tout d'abord, il s'agit de
la premiére étude montrant un role spécifique du SP, et non du sommeil total, sur la
consolidation a trés long terme. Deuxiemement, il s'agit de la premiere étude causale
montrant un tel effet, tandis que les études précédentes n'étaient que corrélatives. Ces
résultats conduisent a nous poser deux nouvelles questions. Premiére question : quelle
composante de la mémoire (contextuelle ou émotionnelle) est altérée par la privation de SP
? Selon I'hypothese Sleep to Forget, Sleep to Remember (Walker and van der Helm, 2009 ;
Goldstein and Walker, 2014), la mémoire contextuelle des animaux du groupe privé de SP
devrait étre altérée, alors que leur état émotionnel devrait étre lui exacerbé. Or, le freezing
est tres certainement dépendant de ces deux composantes, et I'analyse de ce
comportement ne permet donc pas de les étudier séparément. Nous avons donc voulu
évaluer |'état émotionnel des animaux indépendamment du rappel du contexte. Pour cela,
nous avons réalisés immédiatement aprés le rappel a 30 jours des tests comportementaux
visant a évaluer |'anxiété (interaction sociale et double compartiment clair/obscur ; Bailey
and Crawley, 2009). Nos résultats montrent que I'anxiété des animaux évaluée lors de ces

tests semble reliée au taux de freezing dans les deux groupes, et n'apportent donc pas
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d'élément supplémentaire pour résoudre cette problématique (figures 22 et 23). Une autre
possibilité pour étudier séparément ces deux composantes aurait été d'évaluer la précision
de la mémoire contextuelle de nos souris. Cela aurait pu étre étudié par une expérience de
généralisation, en testant les animaux dans un contexte différent de celui de
conditionnement. Si la composante contextuelle de la mémoire est altérée, alors les
animaux devraient exprimer une quantité équivalente de freezing dans les deux contextes,
démontrant qu’ils ne reconnaissent pas le contexte de conditionnement en tant que tel mais
gu’ils montrent au contraire une simple familiarité vis a vis de celui-ci et qu’ils généralisent
leur peur a un ensemble de contextes différents. Cependant, cette expérience n'est pas
applicable aux groupes d’animaux de notre étude testés a 30 jours puisque justement, le
phénomeéne de généralisation est observé en conditions normales lors du test d'une
mémoire ancienne (Cullen et al., 2015; Fujinaka et al., 2016). Il serait cependant intéressant
de tester cette hypothése sur nos souris testées a 24 heures. En effet, malgré leur niveau
équivalent de freezing dans le contexte de conditionnement par rapport aux animaux non
privés (figure 1C de l'article), il est possible que les animaux privés présentent une
généralisation précoce (a 24h) de la mémoire de la peur. Un tel résultat mettrait en évidence
le role délétere de la privation de SP sur la composante contextuelle de la mémoire. Il est en
effet probable que ce soit la partie contextuelle de la mémoire qui soit affectée
principalement par la privation de SP. Plusieurs arguments soutiennent cette hypothese.
Tout d'abord, la plupart des animaux privés de SP expriment une quantité de freezing qui,
méme si elle est diminuée par rapport aux groupes non privés, est environ similaire a celle
exprimée lors de l'acquisition de la mémoire (figure 1C de l'article), ce qui suggére bien
I'existence d'un éveil émotionnel lors de I'exposition au contexte chez le groupe privé de SP.
Cet état émotionnel de peur ou d'anxiété est confirmé par la forte activation du réseau
émotionnel observée chez ces animaux (figure 5B de l'article). Deuxiemement, il a
précédemment été montré qu'un CPc est plus sensible aux manipulations du SP qu'un CPi
(Boyce et al., 2016; McDermott et al., 2003). Réaliser un protocole de CP comportant a la
fois une version indicée et une version contextuelle aurait pu répondre a cette question,
mais comme nous |'avons évoqué plus tot cela aurait biaisé I'analyse de I'activité cérébrale

par I'approche d’anatomie fonctionnelle.
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La deuxiéme question soulevée par nos résultats est celle de la mémoire récente,
testée 24 heures aprés |'apprentissage. En effet, des résultats précédents, dont ceux de
notre équipe, ont montré un effet d'une privation douce et de courte durée sur la
consolidation récente d'un CPc (Datta, 2004; Ravassard et al., 2016). Pourquoi alors notre
étude ne révele-t-elle pas d'effet de la privation de SP lors du test a 24 heures ? La premiére
explication possible est une différence due a I'espéce utilisée dans notre étude. En effet, les
études de Ravassard et Datta étaient réalisées sur des rats, et il est possible que la privation
de SP ait plus d’impact sur cette espece. Réaliser sur des rats le méme protocole que nous
avons utilisé dans notre étude permettrait de vérifier cette hypothése. Une autre hypothese
gue nous avons testée était celle de l'intensité du stimulus aversif. Méme si nous avons
utilisé un protocole faiblement aversif, I'intensité du choc était élevée (0,7 mA) afin que nous
puissions observer du freezing lors du rappel 30 jours aprés le conditionnement. Comme
évoqué plus tot, des résultats précédents de notre équipe avaient montré une absence
d'effet de la privation de SP si le conditionnement était trop aversif (deux chocs). Nous avons
donc testé un protocole plus faible (1 choc, 0,5 mA), mais la encore la privation de SP n'a
produit aucun effet comportemental (figure 20). Nous nous sommes donc par la suite

intéressés a I'analyse du sommeil post-apprentissage.

2. Sommeil post-apprentissage et consolidation mnésique

L'analyse des quantités de sommeil post-apprentissage révéle plusieurs résultats.
Tout d'abord, une diminution significative des quantités de SP est observée pendant les deux
premiéres heures qui suivent l'apprentissage. Cette diminution des quantités de SP est
certainement due a une augmentation des quantités d'éveil subséquente au stress engendré
par le CP (Kim and Dimsdale, 2007; Wellman et al., 2014). D'autre part, nos résultats
révelent une augmentation des quantités de SP par rapport aux quantités basales entre 8 et
10 heures apreés le conditionnement (figure 1B de I'article ; figure 23). Bien que le délai entre
I'apprentissage et l'augmentation des quantités de sommeil soit variable en fonction de
I'apprentissage, une telle augmentation avait précédemment été observée dans de
nombreuses études (Fishbein et al., 1974; Lecas, 1976; Leconte and Hennevin, 1981; Portell-

Cortés et al., 1989; Smith and Wong, 1991). De maniére intéressante, bien que notre
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privation de SP n'ait pas lieu pendant la période ou les quantités de SP sont augmentées, elle
provoque malgré tout un effet comportemental lors du test de la mémoire ancienne. Ce
résultat va a I'encontre de I'hypothese de "fenétre de SP" proposée par Smith (Smith, 1996).
Cependant, il est possible que cette fenétre de SP soit importante uniquement pour la
mémoire récente, ce qui pourrait expliquer I'absence d'effet de la privation dans notre étude
lors du rappel a 24 heures. En effet, les études sur lesquelles Smith étudiaient cet effet de

fenétre de SP étaient toutes en lien avec la mémoire récente.

Une possibilité révélée par nos analyses est que le sommeil de transition (ST) puisse
jouer un role compensatoire et supporter la consolidation récente en cas d’absence de SP.
En effet, une corrélation positive est observée entre les quantités de ST pendant les 6 heures
de privation et les quantités de freezing exprimées par les animaux privés de SP lors du
rappel a 24 heures (figure 19). Cette corrélation est également observée dans les deux
groupes d’animaux (privés et non privés) de notre expérience utilisant un protocole de
conditionnement plus faible (figure 20). Ces observations renforcent I'idée d’un réle du ST
dans la consolidation récente, cependant la taille des échantillons de cette expérience est
faible. Le ST a déja été impliqué dans la mémoire émotionnelle (Ambrosini and Giuditta,
2001; Datta and O’Malley, 2013). Par quel(s) mécanisme(s) ce réle compensateur pourrait-il
s'effectuer ? Le ST partage deux caractéristiques électrophysiologiques avec le SP, qui
pourraient expliquer cette compensation : les oscillations de rythme théta et les ondes
pontiques (P). En effet, il a déja été montré chez le rat que I'induction artificielle d'ondes P
(qui sont plus denses pendant le ST et le début du SP) pouvaient compenser les effets d'une
privation de SP dans une tache d'évitement actif (Datta, 2004). L'enregistrement de ces
évenements en potentiel de champ local et leur mise en relation avec les performances des
animaux pourraient permettre de vérifier cette hypothése. D'autre part, les études
s'intéressant au role du SP dans la consolidation récente d'un CP pointent un roéle
fondamental des oscillations de rythme théta (Boyce et al., 2016; Popa et al., 2010).
Cependant, le ST n'est pas caractérisé dans ces études, il est donc difficile de les mettre en
relation avec nos résultats. Il est important que les futures études de manipulations du SP
précisent si ces manipulations s'effectuent également sur le ST. En effet, comme nous
I'avons évoqué cette phase de sommeil de transition est considérée par certains comme

faisant partie intégrante du SP (K Sakai), pour d'autres du SL (P-H Luppi) et pour d'autres
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enfin un stade de sommeil a part entiére (Glin et al., 1991 ; Gervasoni et al., 2004). L'absence
d'un consensus sur ce point peut ajouter de la variabilité aux résultats des études
s'intéressant au réle du SP dans la mémoire, puisque certaines études prennent en compte

ce ST et d'autres non.

Un autre point soulevé par nos résultats est I'importance des conditions d'élevage a
la fois dans les performances mnésiques des animaux mais également dans les modifications
du sommeil dues a l'apprentissage. |l semblerait en effet que la présence d'enrichissement
permettant la confection d'un nid (envirodry) ait deux effets sur ces modifications du
sommeil dues a 'apprentissage. Tout d'abord, elle atténuerait la diminution des quantités de
SP pendant les 6 heures suivant le conditionnement chez les animaux non privés.
Deuxiémement, elle permettrait un meilleur rebond de SP (augmentation des quantités suite
a la privation ; figure 23). Nos résultats suggérent que cette augmentation des quantités de
SP pendant le rebond atténue les effets comportementaux de la privation. En effet, les
animaux privés de SP mais élevés en présence d'envirodry présentent une augmentation
significative des quantités de SP entre 8 et 10 heures apres le conditionnement, période qui
correspond a l'augmentation des quantités de SP subséquente a l'apprentissage. Cette
augmentation n'est pas observée chez les animaux privés de SP élevés sans envirodry. |l est
donc possible que I'envirodry permette une meilleure régulation homéostatique du sommeil,
qui permettrait aux animaux de mieux compenser la dette de SP et donc de mieux
consolider leur mémoire. Un effet de I'enrichissement sur le sommeil ainsi que sur les
performances mnésiques avait précédemment été suggéré (Gutwein and Fishbein, 1980b).
Un mécanisme possible pouvant expliquer cet effet positif de I'enrichissement pourrait étre
en lien avec I'augmentation de la température corporelle des animaux grace a la nidification.
En effet, des études anciennes révelent qu'une augmentation de la température ambiante
entraine une augmentation des quantités de SP (Schmidt, 2014). Néanmoins, pour vérifier
une telle hypothése, nous aurons besoin de réaliser une analyse plus précise du nombre
d'épisodes et de la durée moyenne de ces épisodes de SP afin de mieux détailler l'influence

de I'enrichissement sur les modifications du SP aprés un apprentissage.
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3. Effet de la privation de SP sur I'activité cérébrale lors du rappel

Les résultats principaux obtenus au cours de cette these concernent l'influence de la
privation de SP sur la réorganisation systémique a long terme des réseaux de la mémoire.
Nous avons utilisé I'expression de I'lEG zif268 afin d'évaluer |'activation de plusieurs régions
cérébrales lors du rappel, comme cela a déja été réalisé dans de précédentes études (Cullen
et al.,, 2015; Frankland et al., 2004; Wheeler et al., 2013). Nous avons réalisé trois types

d'analyses sur ces résultats.

a) Niveau d'activation des régions cérébrales lors du rappel

Nous avons tout d'abord réalisé une analyse de la densité de marquage (densité de
cellules exprimant la protéine Egrl, aussi appelée Zif268 (neurones Zif268")) normalisée par
rapport a la valeur des groupes exposés au contexte mais non conditionnés. Cette
normalisation permet d'étudier l'activation des régions due au rappel de la mémoire
émotionnelle spécifiqguement. Le terme d'hyper-activation sera utilisé afin de pointer une
activation significativement plus importante d'une région chez les groupes conditionnés par
rapport aux groupes non conditionnés. En accord avec nos résultats comportementaux,
notre analyse de la densité de marquage ne révele pas d'effet de la privation de SP lorsque
les animaux ont été testés 24 heures aprés le conditionnement. En revanche, des
modifications importantes lors du rappel a 30 jours ont été observées chez les animaux
privés de SP (PSD) par rapport aux animaux non privés (non-PSD). Afin de bien comprendre
ces modifications, nous allons commencer par décrire la réorganisation des réseaux
observée chez les animaux non-PSD, en comparant |'activité cérébrale des animaux testés a
24 heures et celle des animaux testés a 30 jours. Nous observons bien chez les animaux non-
PSD une diminution de l'activité du dHPC conjointe a une augmentation de l'activité du
CPFm au cours du temps (figures 2B et 3B de l'article), un résultat en accord avec les
résultats de la littérature (Frankland et al., 2004; Wheeler et al., 2013). D'autre part, nous
observons une hyper-activation de I'Amy (BLA et LA) chez les animaux testés a 24 heures, qui
disparait chez les animaux testés a 30 jours. Ce résultat est en accord avec les résultats de la
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littérature décrivant une diminution de Il'activité du réseau émotionnelle au cours du temps
(Dolcos et al., 2005). De maniére intéressante, nous observons également une inactivation
du cortex rétrosplénial (par rapport au groupe non conditionné) lors du rappel a 30 jours
(figure 4B de I'article), qui n'avait jamais encore été décrite. Ce résultat suggére que le cortex
rétrosplénial se désengagerait peu a peu du réseau mnésique au cours du temps, tout
comme I'HPC. Le cortex rétrosplénial est impliqué dans le traitement de l'information
contextuelle (Corcoran et al.,, 2011; Keene and Bucci, 2008), et cette hypothése serait en
accord avec le phénomene de dé-contextualisation de la mémoire de longue durée (Winocur
and Moscovitch, 2011). Nombre de ces modifications ne sont pas observée chez les animaux
PSD. Tout d'abord, nous n'observons pas de désengagement total du dHPC au cours du
temps. En effet, le GD reste hyper-activé lors du rappel a 30 jours, et une tendance a une
hyper-activation est observée dans l'aire dCA3 (figure 2B de l'article). De maniere
intéressante, cet effet se limite a ces régions, puisque nous observons bien un
désengagement de |'aire dCA1 chez les animaux PSD testés a 30 jours. Néanmoins, on
observe une hyper-activation du noyau reuniens du thalamus lors du rappel a 30 jours des
animaux PSD. Le reuniens est le relais principal entre le dHPC et le CPFm (Griffin, 2015). Les
résultats du dHPC et du reuniens suggerent donc une altération du transfert de la trace
mnésique du dHPC vers le CPFm. Cette hypothése semble confirmée par I'analyse des
différentes régions du CPFm. Nous avons choisi de séparer les couches profondes et les
couches superficielles lors de I'analyse de I'activité des différents cortex. Nous avons réalisé
cette dissociation car une réorganisation laminaire au sein des cortex (des couches
profondes (V/VI) vers les couches superficielles (11/111)) lors de la réorganisation systémique a
précédemment été décrite (Maviel et al., 2004). L'analyse des couches profondes ne révele
pas d'effet de la privation de SP puisqu'une hyper-activation est observée dans le CCA et le
PL des animaux PSD et non-PSD testés a 30 jours (figure 3B de l'article). En revanche, nous
observons deux différences majeures lors de Il'analyse des couches superficielles.
Premiérement, les couches superficielles du CCA ne sont pas hyper-activées chez le groupe
PSD, et sont également significativement moins activées par rapport au groupe non-PSD. Ce
résultat confirme ceux obtenus dans le dHPC et le reuniens, qui suggérent une altération du
transfert de la trace mnésique vers le CPFm. Deuxiémement, nous observons une hyper-
activation des couches superficielles du VO chez les animaux PSD, qui n'est pas observées

chez les animaux non-PSD (figure 3B de l'article). Le VO fait partie du cortex orbitofrontal
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(COF). Le COF est impliqué dans le traitement des émotions, notamment dans |'attribution
de la valence émotionnelle et la prise de décision liée a la récompense (Alvarez et al., 2008;
Chakraborty et al., 2016; Hornak, 2003; Izquierdo et al., 2005; Padoa-Schioppa and Assad,
2008; Panayi and Killcross, 2014; Schoenbaum et al., 1998; Shiba et al., 2016; Sladky et al.,
2015). Le COF possede de fortes connexions réciproques avec le BLA, et des études révelent
I'importance de cette voie dans certains apprentissages émotionnels (Schoenbaum et al.,
1998, 2003). Une étude récente révele une induction importante de I'expression de Zif268
dans le COF (notamment le VO) suite a un CP chez le rat, montrant son implication dans ce
type d'apprentissage (Chakraborty et al., 2016). Le VO et la BLA sont hyper-activés chez les
animaux PSD lors du rappel a 30 jours (figures 3B et 5B de Il'article). La privation de SP
semble donc entrainer a long terme l'implication du VO plutot que du CCA. Cette
modification entrainerait une hyper-activation de la voie VO-BLA lors du rappel, au lieu d'un
controle de l'activité amygdalienne par le CCA, comme cela est normalement observé lors du
rappel d'un CP (Courtin et al., 2013; Dejean et al., 2016). L'activation anormale du BLA
pourrait alors entrainer l|'activation du vHPC observée chez ces animaux (figure 5B de
I'article) du fait des fortes connexions existant entre ces deux régions (Pikkarainen et al.,
1999; PitkdNen et al., 2006). Cette hyper-activation du réseau émotionnel ne semble
cependant pas fonctionnelle puisque les animaux n'expriment pas le comportement adapté
au contexte (taux de freezing diminué). La privation de SP entrainerait donc une activation
aberrante et non fonctionnelle du réseau mnésique lors du rappel, due au manque de
contréle par les couches superficielles du CCA. Ces résultats semblent en accord avec
I'hypothése Sleep to Forget Sleep to Remember car 1) la consolidation de la mémoire est
altérée, comme en témoignent les résultats comportementaux ainsi que les altérations du
transfert de la trace du dHPC vers le CPFm, et 2) une hyper-activation du réseau émotionnel
(BLA, vHPC, VO) est observée chez les animaux PSD lors du rappel a 30 jours. Afin d'analyser
plus précisément |'activité cérébrale lors du rappel, nous avons par la suite réalisé un autre
type d'analyse visant a évaluer la connectivité fonctionnelle des différentes régions

cérébrales.

b) Connectivité des régions cérébrales lors du rappel
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Le deuxieme type d'analyse que nous avons réalisé est une approche corrélative de
I'activité des différentes régions cérébrales. Les valeurs non normalisées de densité de
neurones Zif268" des différentes régions ont été corrélées deux a deux dans le but d’évaluer
la dynamique d’activation du réseau. Cette méthode d’analyse permet d’étudier si les
niveaux d’activation de plusieurs régions sont reliés entre eux, selon le méme principe que
les analyses de connectivité fonctionnelle réalisées sur des données d’IRMf. Les valeurs des
différents coefficients de corrélation sont ensuite utilisées pour construire une matrice de
corrélation du réseau, appelé connectome (figure 6A de l'article). Ce type d’analyse a déja
été utilisée dans de précédentes études (Joseph et al., 2015; Poirier et al., 2008; Wheeler et
al., 2013) et permet d’apporter un aspect dynamique a I'analyse de I'expression des IEG, ce
qui la rend particulierement intéressante. Dans notre analyse, nous avons considéré un effet
significatif de la privation de SP lorsque 1) I'analyse bootstrap a révélé une différence
significative entre groupes d’animaux privés et non privés, et 2) lorsque cette corrélation
était également significative indépendamment des autres (p < 0,05). Au niveau global, cette
analyse connectomique révele un effet opposé de la privation de SP chez les animaux testés
a 24 heures ou 30 jours. En effet, une diminution du nombre de corrélations significatives est
observée apres privation de SP chez les animaux testés a 24 heures, tandis qu’une
augmentation du nombre de corrélations est observée suite a la privation lorsque les
animaux sont testés 30 jours aprés le conditionnement. Ceci dénote encore une fois de
I'effet différent de la privation de SP sur la consolidation récente (24 heures) ou ancienne
(30 jours) de la mémoire d’un CP. Cette analyse a donc révélé des différences chez les
animaux testés 24 heures apres le conditionnement, ce que I'analyse du niveau d’activation
n’avait pu faire apparaitre. Parmi ces différences, on observe des corrélations entre le VO et
de nombreuses régions significativement supérieures chez les animaux PSD par rapport aux
animaux non-PSD. Cette implication plus importante du VO dans le réseau mnésique aprées
privation de SP est également observée lors du test de la mémoire ancienne, ce qui est en
accord avec I'hyper-activation de cette région observée chez les animaux PSD testés a 30
jours (figure 3B de l'article). Chez les animaux PSD testés a 30 jours, on observe également
un nombre important (9) de corrélations significativement supérieures au groupe non-PSD
du dHPC et du vHPC, ce qui est également en accord avec I'analyse du niveau d’activation de
ces régions. En effet, comme dit précédemment, on observe une hyper-activation du GD et

des aires VCA1 et vCA3 chez les animaux PSD testés a 30 jours, qui n’est pas observée chez
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les animaux non-PSD (figure 2B et 5B de [larticle). Ainsi, les résultats de I’analyse
connectomique sont en accord avec I'analyse du niveau d’activation puisqu’ils suggérent 1)
une hyper-activation globale du réseau mnésique lors du rappel a 30 jours chez les animaux
PSD et 2) une hyper-activation des régions émotionnelles (dHPC, vHPC, VO) chez les animaux
PSD testés a 30 jours. Le BLA ne présente pas de corrélation significative avec d’autres
régions alors que l'analyse du niveau d’activation de ce noyau amygdalien révélait une
hyper-activation (figure 5B de l'article). Cette analyse apporte également une nouvelle
donnée en révélant une implication plus importante du VO lors du rappel a 24 heures des
animaux PSD. En effet toutes les analyses révélent une activation plus importante du VO lors
du rappel a 30 jours des animaux PSD. Il semblerait donc que cette région du CPF soit

particulierement impliquée dans le rappel d’un CP en I'absence de SP post-apprentissage.

c¢) Construction du réseau : apport de 'analyse des graphes

Nous avons enfin utilisé la quantification de I'expression de Zif268 pour étudier
I’organisation du réseau mnésique en utilisant une branche des mathématiques : la théorie
des graphes (Watts and Strogatz, 1998). Cet outil permet d’étudier les propriétés de réseaux
complexes comme les réseaux sociaux (Freeman, 1977) et permet également d’étudier
I’organisation d’un grand nombre de réseaux biologiques comme les réseaux biochimiques
et les réseaux cérébraux, au niveau anatomique comme au niveau fonctionnel (Rubinov and
Sporns, 2010). Un réseau construit grace a cet outil se présente sous la forme de sommets
ou nceuds (qui représentent ici les différentes régions cérébrales) reliés entre eux par des
liens qui représentent leur connectivité fonctionnelle (ici, la force de la corrélation de la
densité de neurones Zif268" entre les régions). Deux nceuds reliés par un lien sont appelés
des voisins. Nous avons donc utilisé cet outil pour analyser I'effet de la privation de SP sur

plusieurs parametres, que nous allons décrire maintenant.

Tout d’abord, nous avons analysé les paramétres de la globalité de chacun des
réseaux. Un premier parametre étudié est la ségrégation fonctionnelle, qui représente le
degré d’inter-connexion des nceuds (ou régions) entre eux (figure 30). Ce paramétre est

évalué par le coefficient de clustering, qui permet de révéler la probabilité que les voisins
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d’un méme noeud soient également voisins entre eux. Des nceuds organisés ainsi forment un
module ou cluster, et un réseau riche en modules suggéere une ségrégation fonctionnelle plus
importante. En effet, I'activité des régions serait alors plus particulierement dépendante de

celle de ses voisins, et donc plus « indépendante » de celle des autres régions.

Figure 30: Parameétres des réseaux issus de

modules . .
modular structure 'analyse des graphes. Les points gris
modularity représentent les nceuds et les lignes grises les
/\ liens. Le triangle bleu représente un cluster de
trois nceuds interconnectés, présentant une
ségrégation fonctionnelle élevée. Les noceuds
ségrégués sont rassemblés en modules. Le
tracé vert représente le plus court chemin entre
les deux points, et révele leur intégration
fonctionnelle. Repris de Rubinov and Sporns,
shortest path triangle
characleristic path length clustering coefficient 2010, Neurolmage.
global efficiency transitivity
closeness centrality

Un autre parameétre étudié, complémentaire de celui de ségrégation fonctionnelle, est celui
d’intégration fonctionnelle. Ce parameétre est dépendant de la valeur du « plus court
chemin » pour aller d’'un nceud a l'autre. Le plus court chemin entre deux nceuds est le
nombre minimum de liens a parcourir pour aller de I'un a I'autre. Ainsi, une valeur basse de
plus court chemin est révélatrice d’une facilité de communication accrue entre les nceuds, et
donc d’une intégration fonctionnelle plus importante (figure 30). Cela signifie que les nceuds
ne sont pas seulement connectés entre voisins, mais également a des nceuds plus
« éloignés ». Notre analyse de ces parametres révele le méme effet de la privation de SP sur
le réseau de la mémoire récente et de la mémoire ancienne. En effet, les réseaux des
animaux privés de SP (PSD) ont un coefficient de clustering (i.e. une ségrégation
fonctionnelle) significativement plus faible que celui des réseaux des animaux non-PSD
(table S2 de l'article). Cette différence suggére que le SP post-apprentissage favorise la
formation de groupes fonctionnels au sein du réseau mnésique, au sein desquels les activités
des régions sont fortement interdépendantes. Les réseaux des animaux PSD ont également
une valeur de plus court chemin plus basse (i.e une intégration fonctionnelle plus élevée)
gue les réseaux des animaux non-PSD. Cela signifie que le chemin pour aller d'un nceud a
I'autre est court, méme s'il s'agit de noeuds éloignés (non voisins). Le SP post-apprentissage
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permettrait ainsi de réduire la communication de régions n’appartenant pas au méme
groupe fonctionnel. Ainsi, le SP permettrait la formation de sous-réseaux au sein du réseau
mnésique global, ne communiquant que peu les uns avec les autres. Ces caractéristiques
sont celles d’'un réseau dit « régulier », dans lequel les nceuds sont majoritairement
connectés entre voisins et non a distance (figure 31). Cette organisation pourrait avoir pour
fonction de diminuer le niveau d’activité globale (diminution de la synchronie entre aires
distantes) en évitant des propagations aberrantes de I'activité dans I'ensemble du cerveau.
Ces résultats sont en accord avec nos précédentes analyses des réseaux de la mémoire
ancienne, qui révelent une hyper-activation d’'un grand nombre de régions (figures 2,3,4 et 5
de l'article), ainsi que de nombreuses corrélations significatives chez les animaux PSD (figure
6 de 'article). Ce résultat est plus surprenant concernant les réseaux de la mémoire récente,
puisque nous observions une diminution du nombre de corrélations chez les animaux PSD
par rapport aux animaux non-PSD (figure 6 de l'article). Néanmoins, cela pourrait étre
révélateur d’un réseau mieux organisé, avec des corrélations d’activité au sein des sous-
réseaux chez les animaux non-PSD. En résumé, la privation de SP aurait pour effet de rendre
les propriétés du réseau de la mémoire plus proches de celles d’'un réseau aléatoire (figure
31), alors qu’en I'absence de privation le réseau présente les caractéristiques d’un réseau
régulier (figure 31). Cette interprétation est en accord avec I'hypothese selon laquelle le SP
aurait une fonction de réduction de I’énergie utilisée (Hobson and Friston, 2012), basé sur le
principe d’énergie libre (free energy principle ; Friston et al., 2006). Ces résultats peuvent
paraltre surprenants car le cerveau est habituellement considéré comme un réseau de type
« small world » (Rubinov and Sporns, 2010; cependant voir Markov et al, Science 2013). Une
étude récente suggére que le réseau de la mémoire ancienne (36 jours) d’'un CP chez la
souris présente des propriétés de réseau small world (Wheeler et al., 2013). Un réseau de
type small world se caractérise par une ségrégation fonctionnelle élevée associée a une
intégration fonctionnelle élevée, avec quelques chemins courts entre noeuds distants (figure
31). Il s’agit donc de réseaux composés de clusters reliés entre eux par quelques liens, ce qui

permet une communication rapide entre les sous-réseaux.
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Regular Small-world Random

Increasing randomness

Figure 31 : Les différents types de réseaux. Trois types majeurs de réseaux issus de I'analyse
des graphes sont présentés ici. De gauche a droite, le caractére aléatoire du réseau
augmente. Sur la gauche est présenté un réseau régulier, avec une ségrégation fonctionnelle
élevée (coefficient de clustering élevé) et une intégration fonctionnelle basse (long plus
court chemin pour aller d’'un point a un autre). Au milieu est présenté un réseau small world,
avec une ségrégation fonctionnelle et une intégration fonctionnelle élevée. Sur la droite est
présenté un réseau aléatoire, avec une ségrégation fonctionnelle faible et une intégration
fonctionnelle élevée. Repris de Watts and Strogatz, 1998, Nature.

Notre réseau de la mémoire ancienne ne semble pas présenter ces caractéristiques,
cependant nous devons ici préciser deux points importants. Tout d’abord, nous avons
analysé un nombre relativement faible de régions pour ce type d’analyse (I'étude de
Wheeler en étudiait par exemple 84), et nous n’avons peut-étre pas analysé suffisamment
de régions pour faire émerger ces caractéristiques. En effet, si le cerveau en son entier peut
présenter des propriétés de small world, ce n’est peut-étre pas le cas du réseau que nous
avons étudié. Deuxiemement, nous avons réalisé une analyse comparative des réseaux des
animaux PSD et de ceux des animaux non-PSD afin d’étudier |'effet de la privation de SP.
Ainsi, le caractére régulier du réseau des animaux non-PSD est relatif au caractére aléatoire
du réseau des animaux PSD. Des analyses supplémentaires seraient nécessaires pour
déterminer si notre réseau d’intérét présente « dans I'absolu » les propriétés d’un réseau

small world en I'absence de privation de SP.

En utilisant I"analyse des graphes, nous avons également étudié les propriétés des
nceuds au sein du réseau. Ce type d’analyse a pour but d’identifier les hubs fonctionnels des

réseaux, c’est-a-dire les nceuds particulierement importants dans [‘organisation
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fonctionnelle du réseau. L'existence de hubs au sein des réseaux permet une résistance plus
importante aux dommages que le réseau pourrait subir (par exemple une lésion dans le cas
d’un réseau neuronal). La caractérisation d’un hub passe par la mesure de sa centralité, que
nous avons évaluée par deux parameétres. Le premier est le « degré » du nceud, qui est égal a
son nombre de voisins, c’est-a-dire son nombre de connexions (liens) avec d’autres nceuds
(figure 32). Le deuxiéme parametre est celui de « betweenness centrality », qui correspond
au rapport du nombre de plus courts chemins passant par le nceud sur le nombre total de
plus courts chemins dans le réseau (figure 32). Une valeur élevée de betweenness centrality
est révélatrice d’une fonction importante du nceud au sein du réseau, puisqu’il est alors

nécessaire a la communication rapide entre la majorité des autres nceuds.

hub nodes
betweenness centrality Figure 32 : Parametres des nceuds des réseaux
other centralities issus de P’analyse des graphes. Les points gris
représentent les nceuds et les lignes grises les
— liens. Les fleches indiquent les liens empruntés

o —9
‘\ par les plus courts chemins. Le degré (degree) du

\. noeud rouge est équivalent au nombre de liens
qu’il possede, symbolisés par les fleches rouges.
Le nceud noir a une valeur de betweenness
centrality élevée car il forme le seul lien entre les

‘ deux modules et est donc un lieu de passage de
degree tous les plus courts chemins allant d’'un module a

degree centrality I'autre. Repris de Rubinov and Sporns, 2010,
participation coefficient Neurolmage.
degree distribution

L'interprétation des propriétés des nceuds indépendamment les uns des autres est limitée,
car il s’agit de propriétés n’ayant de sens que par comparaison aux autres nceuds situés au
sein du réseau. Nous pouvons malgré tout remarquer quelques résultats intéressants. Tout
d’abord, les hubs principaux du réseau des animaux PSD testés a 30 jours sont 'aire dCA3 et
les couches superficielles du VO. En effet, ces régions présentent les plus hautes valeurs de

degré et de betweenness centrality au sein du réseau (figure S3 et table S1 de l'article). Ce
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résultat place encore une fois le VO comme un acteur majeur du réseau de la mémoire
ancienne chez les animaux PSD. Ces résultats suggerent également une implication
importante du dHPC dans le réseau mnésique de ces animaux, en accord avec notre
hypothése d’un réle du SP dans le transfert de la trace mnésique du dHPC vers le CPFm. En
ce sens, notre analyse révele que les couches superficielles du CCA constituent un hub
majeur du réseau mnésique des animaux non-PSD testés a 30 jours. En effet cette région
présente la deuxieme plus haute valeur de degré et la troisieme plus haute valeur de
betweenness centrality. Nos résultats issus de l'analyse des graphes suggérent donc
également que le VO "remplace" le CCA lorsque le conditionnement est suivi d'une privation

de SP.

En résumé, notre analyse de I'activité cérébrale lors du rappel d’un CPc suggere que
la privation de SP induit une hyper-activation globale du réseau mnésique, notamment dans
les régions limbiques en charge du traitement des émotions. Le motif d’organisation du
réseau aprés privation de SP est proche de celui d’'un réseau aléatoire. Cette organisation
aléatoire est associée a un changement des hubs des réseaux. Ces modifications sont
beaucoup plus marquées lors du rappel a 30 jours qu’a 1 jour, ce qui suggére que ces
atteintes touchent la réorganisation systémique du réseau de la mémoire. Ces modifications
pourraient conduire a des activations aberrantes et non fonctionnelles des régions
cérébrales. Nous pouvons donc nous demander si ce motif d’organisation contribue a
I'absence d’expression d’'un comportement adapté. C'est ce que suggérent nos résultats
comportementaux puisque les animaux PSD expriment moins de freezing lors du rappel a 30
jours. Ainsi, 'accumulation de souvenirs émotionnels « mal consolidés » en cas de réduction
des quantités de SP pourrait entrainer de maniére récurrente une hyper-activation des
régions limbiques émotionnelles. Cette accumulation pourrait au cours du temps entrainer
I'apparition de certains troubles de I’"humeur telle que I'anxiété (Ford and Cooper-Patrick,
2001; Franzen and Buysse, 2008). L’apparition de ces symptomes pourrait a son tour
entrainer des troubles du sommeil (Kim and Dimsdale, 2007), créant ainsi un processus de
feedback positif ou cercle vicieux dans lequel les symptémes s’entrainent 'un I'autre. Ce
type de cercle vicieux pourrait ensuite aboutir au développement d’un syndrome dépressif

(van de Leemput et al., 2014).
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Nos résultats suggerent que le CPFm, et notamment le CCA, est une région
importante dans cette régulation a long terme du réseau de la mémoire émotionnelle au
cours du SP. Il s’agit en effet de la seule région cérébrale hyper-activée spécifiquement chez
les animaux non-PSD testés a 30 jours, ainsi que I'un des hubs principaux du réseau (figures
3B et S4 de l'article). De plus, le CPFm a un réle important dans la régulation émotionnelle,
notamment au travers de la régulation de I'activité amygdalienne (Goldstein and Walker,
2014; Likhtik et al., 2008). Ces processus pourraient jouer un role pathophysiologique
important puisque, comme nous I'avons développé dans les Rappels Bibliographiques, des
altérations de I'activité du CPFm sont observées de maniére conjointe a des troubles du SP
chez certains sujets dépressifs, ainsi que dans des modéles animaux de DM (Baxter et al.,
1989; Drevets, 1999; Duman and Aghajanian, 2012; Franzen and Buysse, 2008; Kang et al.,
2012; Seminowicz et al., 2004).

4. Conclusion et perspectives

Les travaux de cette thése ont permis de mieux comprendre le réle des premieres
heures de SP post-apprentissage dans la réorganisation a long terme du réseau de la
mémoire. A partir de nos résultats nous pouvons proposer maintenant un modele de la
régulation de ce réseau par le SP. Ce modele intégre également les conséquences d’une
privation de SP sur I'activité du réseau lors du rappel a 30 jours (figure 33). Nous mettrons
également ce modele en relation avec les résultats de |'étude de la transmission
glutamatergique dans le CPFm de notre modeéle murin de dépression, la lignée H/Rouen.
Enfin, nous proposerons en Perspective une étude permettant de tester ce modele nouveau

de consolidation au cours du SP.

a) Modele de consolidation systémique au cours du SP

Nos résultats révelent que la seule région hyper-activée spécifiquement chez les
animaux non-PSD lors du rappel est le CCA, et plus particulierement ses couches

superficielles. Notre modele suggere que la potentialisation synaptique des cellules
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principales (essentiellement les cellules pyramidales) dans les couches superficielles de cette
région au cours du SP est primordiale dans la mise en place de la réorganisation systémique

du réseau mnésique.

A REGULATION PENDANT LE SP ACTIVITE PENDANT LE RAPPEL
TP

SP ."m;ﬂ b\
/

Figure 33 : Modeéle de régulation du réseau mnésique au cours du SP post-apprentissage et
conséquences sur l'activité lors du rappel. Les régions qui ont I'activité la plus modifiée par
la privation de SP sont représentées ici. Sur les deux schémas de gauche, la fleche représente
une activation et les fleches plates une inhibition. Sur les deux schémas de droite, la taille
des structures représente leur niveau d’activation lors du rappel et les fleches leur
connexion fonctionnelle révélée par I'analyse des graphes. A. A gauche sont représentés les
processus de réorganisation du réseau prenant place au cours du SP apprentissage et a
droite I'activité du méme réseau lors du rappel a 30 jours. Le SP permettrait la mise en place
du transfert de la trace mnésique en provenance du dHPC vers les couches superficielles du
CCA par des mécanismes de plasticité synaptique (LTP) dans le CCA. L’activation du CCA
entrainerait une inhibition de I'ensemble des autres régions, notamment émotionnelles.
Ainsi, le CCA serait particulierement activé lors du rappel tandis que I'implication des autres
régions diminuerait au cours du temps. B. Les mémes étapes sont présentées, en cas de
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privation de SP. La privation empéche la potentialisation synaptique dans les neurones des
couches superficielles du CCA. Ainsi le transfert de trace n’a pas lieu et le CCA n’inhibe pas
I’ensemble des régions mnésiques. Cela aboutit a une trés faible activation du CCA lors du
rappel, associée a une hyper-activation de I'ensemble des régions. La connectivité
fonctionnelle du réseau est alors erratique et non fonctionnelle.

Un ensemble d’études récentes chez la souris et le rat vigile révelent une forte
activation des interneurones inhibiteurs des couches corticales superficielles lors du SP
(Niethard et al., 2016, données non publiées de Luc Gentet). De nombreux travaux ont
montré que la transmission inhibitrice GABAergique, par la fenétre temporelle étroite
gu’elle impose a I'activation des cellules principales (excitatrices) du cortex, est un élément
essentiel a la plasticité a long terme de type LTP (long term potentiation). L’inhibition
GABAergique est favorable a la formation de nouvelles synapses (Akerman and Cline, 2007)
ainsi qu’a l'induction de LTP par un protocole de théta burst qui respecte la fenétre
temporelle de I'inhibition (Chapman et al., 1998). Ainsi le fort tonus inhibiteur du SP, associé
aux oscillations de rythme théta du SP, pourraient favoriser la potentialisation des synapses
dans les couches superficielles du CCA et mettre en place le réseau de la mémoire a long

terme deés les premiéres heures de SP post-apprentissage.

Des atteintes de ces mécanismes entraineraient une diminution globale de I'activité
ainsi que du nombre de synapses excitatrices entre cellules principales dans le CCA. Ceci
pourrait entrainer a long terme une mauvaise régulation des réseaux mnésiques
émotionnels par le CCA. Ces caractéristiques sont observées chez les sujets dépressifs chez
lesquels on observe généralement des altérations du sommeil et du SP en particulier
(Duman and Aghajanian, 2012; Goldstein and Walker, 2014). La sous-activation de la
transmission glutamatergique, excitatrice, des cellules principales du CPFm chez la lignée
H/Rouen, que mes travaux de thése ont révélée, serait intéressante a mettre en relation
avec cette hypothese. Cette hypothése pourrait étre testée in vivo par I'étude de la
régulation de la balance excitation/inhibition au cours du SP chez la souris selon la méthode

de Niethard et al., 2016, en adaptant cette approche au CPFm.

b) Activité du réseau mnésique au cours du SP ?
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Un aspect manquant de ces travaux de thése est I'étude des mécanismes prenant
place au cours du SP qui suit I'apprentissage. Notre hypothése principale est que les
altérations de la réorganisation systémique induites par la privation de SP sont dues a
I'absence de potentialisation synaptique entre cellules principales du CCA au cours du SP
post-apprentissage. Afin de vérifier cette hypothese, nous pourrions remplacer la privation
de SP par une inactivation du CCA au cours des épisodes de SP grace a une approche
optogénétique, en utilisant par exemple des souris VGat-ChR2. Ce type de méthode est
efficace pour comprendre les processus de consolidation prenant place pendant le SP (Boyce
et al., 2016). Nous pourrions également utiliser cette approche pour mettre en évidence un
lien entre I'activité du CCA pendant le SP et la dépression. Il serait possible d’inhiber le CCA
pendant le SP d’animaux subissant un stress chronique. Une telle procédure induit le
développement de symptomes dépressifs ainsi que des modifications de I'activité du CPFm
(Duman and Aghajanian, 2012). Il serait intéressant de tester si l'inactivation du CCA
pendant les épisodes de SP au cours de cette procédure modifie la cinétique d’apparition de

ces symptomes.
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