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Avant-propos et présentation de la
these






L’émotion de peur déclenche un large éventail de réponses de défense qui permettent
a I'organisme d’optimiser sa réponse comportementale face au danger. La peur peut étre
générée par un ensemble de stimuli naturellement aversifs ou par des stimuli ayant acquis
une valeur aversive par apprentissage associatif. Le conditionnement pavlovien de peur est
I'une des taches les plus utilisées pour étudier la formation des mémoires émotionnelles et
les réponses de défense qui en découlent chez I'animal. Dans ce travail de thése, nous avons
utilisé un conditionnement de peur a I'odeur chez le rat pour qui I'olfaction est la modalité
sensorielle dominante. Dans ce conditionnement |'arrivée d’une odeur est suivie aprés un
intervalle de temps fixe, d’un stimulus aversif. L’'animal apprend trés vite le lien causal ainsi
que les relations temporelles entre les deux évenements. Cela se traduit par le
développement d’une réponse de peur a I'odeur caractérisée par différents comportements
tels que I'immobilité de peur (désignée par le terme anglais de freezing), I'émission de
vocalisations ultrasonores, ou des variations du rythme respiratoire. La thématique globale
de cette thése concerne I'étude de la dynamique des activités cérébrales pendant I'expression
des réponses de peur dans le conditionnement de peur a I'odeur.

Ce manuscrit débute par une introduction générale de trois chapitres. Au cours du
premier chapitre nous introduirons la mémoire, les émotions et en particulier la peur, et la
mémoire émotionnelle. Nous aborderons ensuite au cours d’un deuxieéme chapitre la
neurobiologie du conditionnement de peur a I'odeur. Dans ce chapitre, nous présenterons
rapidement le systeme olfactif avant de nous intéresser aux circuits du conditionnement de
peur. Nous commencerons par le conditionnement de peur au son, qui est le conditionnement
majoritairement utilisé dans la littérature. Nous finirons ce chapitre par un résumé des
quelques connaissances actuelles sur les circuits cérébraux impliqués dans le
conditionnement de peur a I'odeur. Enfin, le troisieme chapitre sera consacré aux oscillations
cérébrales. Nous décrirons ce que sont les oscillations cérébrales et comment elles sont
analysées dans le but d’étudier les réseaux neuronaux. Nous ferons ensuite un état de I'art
sur les oscillations dans le systeme olfactif, ol nous verrons le réle important de la respiration
sur les dynamiques oscillatoires. Enfin, nous ferons le point des connaissances actuelles sur
les activités oscillatoires dans le conditionnement de peur.

La partie expérimentale de cette these comprend deux études qui seront chacune
introduites par un chapitre spécifique. La premiére étude s’intéresse a I'une des réponses de
peur du rat émise lorsqu’il est confronté a un stimulus aversif, les vocalisations ultrasoniques,
et al'impact de leur production sur les activités oscillatoires dans le réseau de la peur. En effet,
parmi le panel de réponses de peur exprimées chez le rat, I'influence du comportement de
freezing sur les oscillations cérébrales a été récemment décrite, mais aucune étude a notre
connaissance n’a examiné celle des vocalisations ultrasoniques. Le but de cette premiére
étude a donc été de rechercher si I’émission de vocalisations ultrasoniques coincidait avec des
changements d’activités oscillatoires dans le réseau impliqué dans les mémoires de peur. Par
ailleurs, il est connu que I'émission des vocalisations ultrasoniques s’accompagne de
modifications du rythme respiratoire, et récemment, des études suggérent que ce méme
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rythme pourrait moduler les activités oscillatoires. Nous avons donc cherché a savoir si les
changements de puissance des activités oscillatoires observés lors de [|'émission de
vocalisations ultrasonores étaient liés a des changements du rythme respiratoire. L'exposé de
cette étude est précédé d’une introduction aux vocalisations ultrasoniques, présentant ce que
I'on sait de leurs organes de production, du lien étroit qu’elles entretiennent avec la
respiration, des différents types existants et enfin des circuits et neuromodulateurs
intervenant dans leur geneése.

La deuxieme étude s’est intéressée aux circuits neuronaux qui sont impliqués dans
I’encodage du temps dans le conditionnement de peur a l'odeur. En effet, dans cet
apprentissage, I’'animal apprend non seulement que I'odeur prédit le stimulus aversif, mais il
apprend également a quel moment précis ce stimulus arrive. Cette capacité d’encodage des
relations temporelles entre les événements est considérée par certains auteurs comme étant
a la base des apprentissages associatifs, et se ferait dés les premiéres associations. Cependant
les bases neuronales qui sous-tendent cet encodage sont encore trés peu connues. Le but de
cette étude a donc été dans un premier temps de mesurer au niveau comportemental, la
performance temporelle des animaux dans le conditionnement de peur a I'odeur. Pour cela
nous avons étudié le décours temporel de la fréquence respiratoire de I'animal pendant
I'intervalle de temps qui sépare I'arrivée de I'odeur du stimulus aversif. Puis nous avons
recherché si cette courbe de la respiration était associée a un décours temporel de la
puissance des activités oscillatoires dans le réseau de structures impliquées dans les mémoires
de peur. L'exposé de cette étude est précédé d’une introduction présentant la mémoire
temporelle, les taches utilisées pour la tester, le réseau de structures cérébrales impliqué et
I’état de I’art concernant les activités oscillatoires au sein de ce réseau.
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CHAPITRE 1 : Mémoire, émotions,
mémoire émotionnelle

La Persistance de la mémoire, tableau surréaliste peint par Salvador Dali (1931).

Note sur I'ceuvre : La mémoire est notamment représentée ici par le biais du souvenir dans le
choix du paysage (port de Lligat, prés de Cadaqués) qui rappelle a Dali sa jeunesse passée en
Catalogne. La mémoire est ce qui permet de conserver une trace du passé, d’une certaine
maniére de figer le fugitif, de fixer I'’éphémere. Le paradoxe initial représenté par les montres
n’en est plus un : le temps passe, c’est un fait, et la mémoire est I'outil le plus a méme de
répondre a la frustration de I’homme de ne pouvoir figer le temps. Plus que la mesure du temps,
Dali propose ici la mémoire comme moyen pour ’"homme de s’inscrire dans le temps qui passe
comme le montre I'utilisation de son propre souvenir dans le choix du paysage.






« Il faut commencer a perdre la mémoire, ne serait-ce que par bribes, pour se rendre
compte que cette mémoire est ce qui fait notre vie. Une vie sans mémoire ne serait pas une vie
(...) Notre mémoire est notre cohérence, notre raison, notre sentiment, et méme notre action.
Sans elle, nous ne sommes rien {(...) ».

Luis Bunuel, 1982, Mon dernier soupir.

I. Qu’est-ce que la mémoire ?

C’est aujourd’hui grace a votre mémoire que vous vous rappelez qui vous étes, de I'endroit
ou vous avez rangé vos clés, que vous savez écrire, qui sont vos parents, et que vous pouvez
fredonnez vos chansons préférées sous la douche. La mémoire construit aussi bien l'identité
gue les connaissances, l'intelligence, la motricité, I'affectivité, etc... de chacun d’entre nous.
Georges Chapouthier, philosophe et directeur de recherche au CNRS, écrivait méme que
« lorsqule la mémoire] s’effondre, nous en perdons notre identité ».

Faut que )’ lrove ce
monsievp  Dopana .

Monsieut Dupond ,
il faut prendre Volte
méd.‘camenl'?

Figure 1 : lllustration par Martin Singer tirée du blog Better Than Life

Mais cette conception de la mémoire a beaucoup évolué au fil des siecles. Les premiéres
traces des questionnements la concernant remontent bien avant I’émergence des sciences
expérimentales.

Afin de tenter de définir la mémoire, explorons ensemble, de maniére non exhaustive, les
souvenirs de plusieurs années de recherche sur la mémoire.

1. Bref historique de la recherche sur la mémoire

Qu’est-ce que se souvenir ? Les mécanismes psychiques et neurologiques par lesquels
nous nous rapportons a ce que nous avons temporairement oublié font I'objet de nombreuses
investigations scientifiques aiguillées par la nécessité thérapeutique et/ou lintérét
économique. Mais avant d’étre un concept neuroscientifique, la mémoire était une notion
animant les joutes oratoires entre philosophes dés I'antiquité grecque.
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Portrait 1 : Platon (428-348
avant notre ére)

Dans Le Théététe, Platon (428-348 avant notre ére, Portrait 1)
décrit la mémoire comme une sorte de papyrus, de support sur
lequel se déposent les connaissances en évoquant une « cire » qui,
lorsqu’elle est « épaisse, abondante, lisse et pétrie avec mesure »
permet aux sensations extérieures qui arrivent via notre corps, de
s'imprimer sur le «cceur de I"dme ». Ceux dont une telle cire
demeure encrassée, velue ou trop dure demeureront ignorants,
incapables de conserver en eux-mémes I'empreinte nette de la
perception passée. La mémoire n’est alors qu’un lieu de stockage,
un processus rétentionnel dont I'ame préléve les empreintes pour
les comparer a chaque nouvelle sensation qui pourrait lui
ressembler.

Mais cette image de la mémoire ne permet pas de savoir comment apprendre quelque

chose de nouveau, qui ne ressemble a aucune empreinte sur notre papyrus. Platon, dans Le

Meénon, introduit alors la notion de réminiscence (anamnésis). Cette théorie affirme que notre

connaissance de la vérité est le souvenir d’un état ancien ou, avant d’étre incarnée dans un

corps, notre ame vivait au contact immédiat des pures idées dans le monde intelligible.

Seulement, a I'incarnation dans un corps, nos connaissances se couvrent d’un voile d’oubli.

Ainsi, pour Platon, connaitre c’est se souvenir, se remémorer, lever ce voile. La mémoire est

I’opération essentielle qui permet de lever ce voile pour accéder a la connaissance.

Plusieurs siécles plus tard, au 17¢™¢ siécle, Descartes (Portrait

2) postulait que la mémoire était une fonction spécifiquement
humaine (Il serait étonné de voir ce dont nos rats de laboratoire
sont capables!). Mais pourquoi pensait-il cela? Tout
simplement car pour lui, le corps et I'esprit étaient deux entités
distinctes entre lesquelles les interactions étaient possibles.
L’ame, absente chez les animaux, serait le siége de la mémoire (il
proposa méme la glande pinéale comme support de cette ame).
Tandis que I’'Homme capable de raisonner adapterait sa conduite
aux nouvelles situations en les comparant a celle déja en
mémoire, les animaux n’auraient que des comportements
réflexes. Comme Platon, Descartes envisageait la mémoire

Portrait 2 : René Descartes
(1596-1650)

comme une fonction supérieure de I'Homme lui permettant d’adapter ses comportements et

d’accéder a la réflexion.

Ces quelques théories philosophiques ne furent bien entendu par les seules, et jusqu’au

19¢me siécle les études sur la mémoire restérent essentiellement théoriques et ne quittérent

pas la sphére philosophique.
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Dés I'avénement des sciences expérimentales, un tournant s’opéra dans les mentalités et
la mémoire fut appréhendée non plus seulement comme un concept philosophique, mais
comme une fonction quantifiable/mesurable.

Information E_IT
stockée
t 9) AC) KBU
100%+
OZF svi

75% 4=

S0% +

Hermann Ebbinghaus
25% - (1850-1509)

1" jour 2éme jour Téme jour 30éme jour

Figure 2: Courbe de I'oubli d'Ebbinghaus

C'est en 1885 qu’est publiée la premiere étude sur la mémoire, par le psychologue
allemand Hermann Ebbinghaus qui établit notamment la premiére courbe de I'oubli (Figure
2) en testant sur lui-méme la rétention d’une liste de syllabes (sans aucune signification) a
différentes durées. Il conclut que le stockage des informations acquises dans une session
diminue avec le temps (sans répétition des informations, nous en oublions environ 50% des le
lendemain, et 90% aprés un mois). D’autres aprés lui aborderont cette notion d’oubli,
primordiale dans la mémoire, comme Williams James (1890) ou encore Henri Bergson (1888).
C’est également a cette époque que I'on retrouve les premieres études sur des sujets humains
souffrant d’amnésie. Pour ne citer que les principales, nous pouvons rapporter celle
concernant le cas de la patiente B.S. du médecin et psychologue Edouard Claparéde (Portrait
3).

B.S. était atteinte du syndrome de Korsakoff, qui
touche les régions cérébrales médianes, et qui présente
comme symptéme une amnésie sévere. Par exemple, elle ne
reconnaissait pas le docteur Claparéde qui pourtant la suivait
depuis plusieurs années. Un jour lors d’'une consultation, E.
Claparéede dissimula dans la paume de sa main une épingle

avec laquelle il piqua la patiente lorsqu’il la salua. Lors de la
Portrait 3 : Edouard Claparéde consultation suivante, lorsque le docteur tendit sa main a

(1873-1940) B.S., celle-ci retira aussit6t la sienne. Mais quand le docteur
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Claparéde demanda les raisons de son geste, elle était dans l'incapacité de donner une
explication. Elle avait donc stocké des traces de son expérience passée, mais sans aucun
souvenir conscient. C’est ainsi que E. Claparéde suggéra l'idée qu’il y aurait au moins deux
types de mémoire, une mémoire du soi, implicite, qui repose sur la perception entre les choses
et soi-méme (fonction egocentriques), et une mémoire des choses, explicite, qui repose sur la
perception des relations entre les choses (fonctions périphériques). Dans le cas de la patiente
B.S., le premier type de mémoire serait intact.

Suite a cette étude, de nombreuses ont suivi, mais un
tournant dans la neurobiologie de la mémoire a vraiment eu lieu
avec le patient H.M. (Portrait 4). Henry Gustav Molaison (H.M.) a
9 ans lorsqu’il est victime d’un accident de vélo. Cet accident a été
le point de départ d’une forme d’épilepsie sévére pour laquelle il
sera opéré 18 ans plus tard en 1953 pour retirer les foyers
épileptiques situés dans les hippocampes et les tissus
environnants des lobes temporaux. Malheureusement a son

réveil, on constate que le patient HM est incapable de former de
. nouveaux souvenirs : il souffre d'une amnésie antérograde. Il
Portrait 4 : Henry Gustav , Lo, . ) .
Molaison (1929-2008) souffre également d’amnésie rétrograde quasi-totale, puisqu’il ne

se souvient plus de plusieurs années de sa vie précédant

I'opération (environ 11 ans). En revanche, I'ensemble de ses capacités intellectuelles sont

préservées, et il ne souffre d’aucun trouble de la personnalité.

A partir de 1957, HM devint le sujet de nombreuses études scientifiques sur la
mémoire, c’était 'un des premiers patients pour lesquels les déficits mnésiques pouvaient
étre corrélés a un dommage cérébral localisé, contrairement a la patiente de E. Claparede. Ces
expériences ont montré I'importance du type d’information a mémoriser, qui définit alors les
structures cérébrales impliquées dans cette mémorisation.

L'une des expériences qui appuya cette idée est celle de
Brenda Milner en 1962 (Portrait 5). Elle demanda au patient H.M.
de reproduire le dessin d’'une étoile a 5 branches uniquement a
I"aide du reflet de sa main et de la feuille de dessin dans un miroir
(Figure 3). Cette tache est plus difficile qu’il n’y parait, mais aprés
plusieurs essais, H.M. améliora nettement ses performances sans
pour autant garder de souvenir des essais antérieurs : il oubliait

qu’il avait déja fait le test. Ceci soutient donc I’hypothese qu’il y a
Portrait 5 : Brenda Milner  yne distinction entre une mémoire consciente verbalisable, et une
(1918) mémoire reposant sur les habiletés motrices.
On commenca alors a préciser I'implication de structures clés dans les différents types
de mémoire, bien qu’il serait tres réductionniste et illusoire de penser qu’une structure est
associée a un type de mémoire en particulier.
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Figure 3 : Tdche de suivi de I'étoile a 5 branches a travers le miroir (Biological Psychology 6e, Figure 17.2).

2. Lamémoire aujourd’hui : des systemes de mémoire multiples

L’'ensemble de ces années d’expérimentations a permis d’aboutir a la conception actuelle
de la mémoire, qui est définie non plus comme UNE mémoire mais DES mémoires. Ces
mémoires concernent des types de connaissances différentes et sont sous-tendues par des
réseaux cérébraux distincts. Ces différents types de mémoire permettent d’utiliser des
connaissances acquises et conservées, mais le type de connaissances qu’ils gérent et la fagon
dont elles ont été acquises ainsi que les réseaux neuronaux mis en jeu sont différents (Tulving,
1985).

Une premiére grande distinction a été faite dés 1980 par Neal Cohen et Larry Squire entre
deux types de mémoire : la mémoire déclarative ou explicite (le « savoir que ») et la mémoire
non déclarative ou implicite (le « savoir comment », « savoir-faire ») (Figure 4).

La mémoire déclarative est la mémoire a laquelle on se réfere dans la vie de tous les jours,
c’est « le type de mémoire auquel se réfere le mot mémoire dans le langage courant » selon
Squire (2004). On peut distinguer deux sous-types dans cette catégorie: la mémoire
épisodique et la mémoire sémantique.

- La mémoire épisodique me permet de raconter que je suis allée au concert de Phil
Collins quelques jours avant d’écrire ces lignes, qu’il se tenait au stade de Décines, qu’il
y avait beaucoup de monde et énormément de vent. C’est la mémoire des événements
vécus personnellement, qui vont étre automatiquement replacés dans leur contexte
(date, lieu, personnes qui étaient présentes a ce moment, etc.).

- La mémoire sémantique me permet de me souvenir que I'anniversaire de ma maman
est le 28 janvier, du nom de mon instituteur en CE2, que le guépard est le seul félin aux
griffes non rétractiles ou que I'arbre sur lequel pousse les kiwis s’appelle un actinidier
(Actinidia chinensis). C'est la mémoire des connaissances « représentables » que I'on
a du monde et de nous-méme, celle qui va aussi vous permettre de passer des tests de
culture générale avec brio.
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La mémoire non déclarative est la mémoire qui porte sur les habiletés perceptives,
motrices ou cognitives. Les informations qu’elle stocke sont utilisées sans faire appel a un
rappel conscient. On peut la encore subdiviser cette mémoire en plusieurs sous-types :

- Parmi elle, la mémoire procédurale, celle qui va me permettre de venir en vélo au
laboratoire sans avoir a réfléchir a appuyer sur les pédales ou tenir I'équilibre comme
mon pere me I'a appris.

- On retrouve également la mémoire d’amorcage. Ce terme, développé par Meyer et
Shavaneveldt en 1971, désigne le fait d’influencer par exemple I'identification d’un
stimulus grace a la présentation, consciente ou non, d’autres stimuli en amont (comme
des mots ou des images) qui ont un lien avec le premier stimulus. Prenons un exemple
d‘amorcage, I'amorcage sémantique : Il sera plus facile pour vous de lire « des fréres
et sceurs » que « des freres et des arbres ». L'amorcage sémantique se produit car
I’'amorce (ici frére) active partiellement des mots ou des concepts apparentés et facilite
alors leur traitement (ou reconnaissance) ultérieure.

- La mémoire perceptive est celle qui nous permet d’interpréter et de stocker les
informations pergues grace a nos cing sens. Elle est indispensable par exemple aux
chefs cuisinier lorsqu’il s’agit d’'imaginer le goQt qui résulterait de telle ou telle
association de saveurs.

- La mémoire associative est la mémoire des conditionnements associatifs classiques.
C’est celle qui fait que j’ai maintenant de I'appréhension a la vision d’une pastéque
depuis que je me suis ouvert la main en en coupant une.

- La mémoire non associative, qui correspond a des formes d’apprentissage se
manifestant par 'augmentation ou la disparition d’'une réponse face a la répétition
d’un stimulus (habituation). Par exemple, le fait de ne plus sentir les boucles d’oreilles
que I'on porte depuis un petit moment ou encore son propre parfum.

Mémoire

/\.

Déclarative Non déclarative

N ]

Sémantique Episodes Procédurale Amorgage Perceptive Associative Non associative

L'anniversaire Concert de Faire du vélo « Des freres et Le cuisinier qui Pasteque = Ne pas sentir son
de ma maman Phil Collins des sceurs » imagine une coupure propre parfum
est le 28 association de
janvier saveurs
Born . P / Amygdale o
Lobe temporal médian Striatum Néocortex Ceﬁeletr Voies réflexes

Figure 4 : Les différents systéemes mnésiques et les structures clés impliquées (adaptée de Squire (2004)).
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Le suivi neuropsychologique des patients amnésiques apres la chirurgie a permis
d’étayer les connaissances sur les structures cérébrales qui seraient impliquées dans ces
différents types de mémoire. Ainsi, les nombreuses études réalisées sur le patient HM,
notamment par Brenda Milner et Suzanne Corkin, et 'examen post-mortem de la nature
précise des ablations chirurgicales (Annese et al, 2014 ; Thiebaut de Schotten et al., 2015), ont
permis de conclure que l'intégrité du lobe temporal médian, et plus particulierement de
I’'hippocampe et des cortex parahippocampiques, était nécessaire a la formation et au
maintien des mémoires déclaratives.

Malheureusement (ou plutot fort heureusement !), ce type de patient avec des Iésions
relativement localisées, est trés rare. Lorsque la Iésion s’étend aux structures avoisinantes,
I'interprétation du lien entre structure et type de mémoire est plus délicate.

La nécessité de développer des modeles animaux a donc vite émergé dans I'essor des
neurosciences expérimentales. En effet, contrairement au modéle humain, le modéle animal
présente I'avantage du contréle fin de la localisation de la Iésion par I'expérimentateur. La
difficulté réside alors dans la capacité a établir un protocole testant chez I'animal le méme
type de mémoire que chez 'Homme.

Au vu de la multiplicité des systemes de mémoire existants, nous n’allons pas
développer ensemble les procédures expérimentales mises au point sur le modele animal
permettant de les étudier, ce serait bien trop vaste et hors de notre champ d’étude. Nous
allons nous focaliser sur un type de mémoire en particulier qui est celui sur lequel repose mon
travail de doctorat: la mémoire associative. C'est la mémoire qui permet d’associer des
stimuli, des événements, des comportements, des objets, etc... Par exemple, j'associe une
odeur particuliere a la pluie, ou encore le fait d’éteindre la lumiére quand je sors d’une piece.
Cette mémoire est le reflet d’un apprentissage associatif.

L'enjeu est alors de mettre en place une
procédure visant a tester cette mémoire
associative. En 1898, Thorndike (Portrait 6, a
gauche) proposa le protocole suivant : il placa un
chat dans une cage a l'extérieur de laquelle se
trouvait un bol de nourriture visible par celui-ci. Le
chat devait alors actionner un levier a I'intérieur de
la cage pour déclencher le mécanisme d’ouverture

de celle-ci et ainsi accéder a la nourriture.

Portrait 6 : A gauche, Edward Thorndike

) . (1874-1949); a droite, Burrhus Frederic
I’expérience, le temps que I'animal mettait a ouvrir Skinner (1904-1990)

Thorndike mesura alors, pour chaque répétition de
la cage en actionnant le levier. Si I'animal avait

bien fait I'association, il mettait trés peu de temps pour I'ouvrir. Il s’agit de ce que I'on nomme
la Loi de I'Effet: «les réactions qui produisent un effet satisfaisant dans une situation
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particuliere sont plus susceptibles de se reproduire dans cette situation alors que celles
entrainant un effet génant le sont moins » (Gray, 2011, p108-109).

Distributeur
de nourriture

=4 U;,Z

sWILL

Conduit du
distributeur

Récupérateur Plancher
de nourriture électrique

Figure 5 : Schéma du dispositif expérimental de la boite de Skinner

Ce paradigme expérimental est ce que I'on appelle un conditionnement opérant,
impliquant une réponse instrumentale (I’appui sur le levier). Burrhus Frederic Skinner (Portrait
6, a droite) s’est fortement inspiré de ce protocole pour construire la célébre « boite de
Skinner » (1938; Figure 5), dans laquelle un rat apprend a appuyer sur un levier pour que de
la nourriture lui soit délivrée (avec ou non des stimuli visuels ou auditifs lui indiquant a quel
moment appuyer sur le levier). Ce dispositif est encore aujourd’hui utilisé dans de nombreuses
études qui s’intéressent a la neurobiologie de la mémoire. |l permet de tester une association
entre une action et ses conséquences.

En paralléle, a peu prés a la méme époque (1927), Ivan
Pavlov (Portrait 7) met au point le conditionnement classique
permettant d’étudier l'association entre deux événements ou
stimuli mais dans lequel il n'y a pas de réponse instrumentale a
produire. Pavlov observa que lorsqu’il placait de la poudre de viande
sur les muqueuses buccales de son chien, celui-ci salivait
automatiquement. Cette réponse de salivation est spontanée et ne
nécessite donc pas d’apprentissage. La poudre de viande est ce que
I'on appelle un stimulus inconditionnel, c’est-a-dire un stimulus

signifiant pour I'animal. La réponse de salivation quant a elle fait
Portrait 7 : lvan Pavlov.  partie des réponses inconditionnées et est provoquée

(1849-1936) automatiquement par le stimulus inconditionnel.
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. Aliments Harnais de contention
Tintement de cloche

., 0'0.-:&.'::_.{:-:0 O

Récupérateur de salive
Figure 6 : Schéma du dispositif expérimental de I'expérience de conditionnement associatif appétitif de Pavlov
(adaptée de Wikipédia)

Pavlov placa alors son chien dans un harnais de contention équipé d’un systeme de
récupération de la salive (Figure 6). Il répéta pendant plusieurs jours la chose suivante : il
faisait tinter une clochette puis donnait de la poudre de viande a son chien. Le son de la
clochette était initialement neutre pour I'animal et n’entrainait pas de comportement
particulier chez lui. C'est un stimulus conditionnel. Aprés quelques répétitions de cette
association clochette-poudre de viande, le tintement de la clochette suffisait a lui seul a
déclencher le mécanisme de salivation. Le chien avait appris le lien causal entre ce son et la
nourriture. Le stimulus conditionnel (le tintement de la clochette) était devenu prédictif du
stimulus inconditionnel la poudre de viande) ; la salivation, une réponse conditionnée (car
induite par le stimulus conditionnel).

Notons que les animaux ne sont pas les seuls a pouvoir apprendre par association, des
chercheurs australiens (Gagliano et al., 2016) ont montré que les plantes en étaient également
capables | Dans leur expérience, ils ont utilisé des jeunes plants de pois qu’ils ont placé dans
un labyrinthe en Y (Figure 7). lls ont utilisé une lampe comme stimulus inconditionnel (la
lumiére est vitale pour effectuer la photosynthése), et un ventilateur comme stimulus
conditionnel (le vent n’est pas utile pour la plante, mais peut tout de méme étre détecté par
celle-ci). Dans un premier cas, ils ont mis la lampe et le ventilateur dans la méme branche du
labyrinthe, dans le deuxieéme cas un dans chaque branche. Les plants de pois poussaient alors
dans les deux cas du c6té de la lumiere. lls ont alors cherché a voir si les plants avaient associé
la lumiére au vent en enlevant la source lumineuse et en observant de quel c6té les plants
poussaient. Dans les deux cas, les plants poussent du c6té ou il y avait initialement la lumiére,
ce qui montre que dans le premier cas, les plants ont bien associé le vent (qui serait la
clochette dans I'expérience de Pavlov) a la lumiere (la poudre de viande).
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Figure 7 : Dispositif expérimental du
) ) conditionnement associatif chez les plantes
) 2‘ ) . )‘ (Gagliano et al., 2016)

TESTING
(treatment)

TRAINING

Le conditionnement pavlovien chez I'animal comme paradigme d’apprentissage associatif
se distingue du conditionnement opérant entre autre par le fait qu’aucune réponse
instrumentale n’est nécessaire. Il est aujourd’hui grandement utilisé pour I'étude de la
neurobiologie de la mémoire et plus particulierement dans celle des apprentissages
émotionnels.

II. Lamémoire émotionnelle
1. Les émotions

Le mot émotion vient du latin motio qui signifie « mouvement » et e- qui signifie « qui
vient de ». Etymologiquement, I'’émotion est donc un mouvement provoqué par une
excitation extérieure. En effet, qui n’a jamais eu peur face a une voiture arrivant droit sur soi
a vive allure ou bien rougi au moment de prendre la parole face a un auditoire ? Ces
stimulations extérieures (voiture, auditoire, etc...) sont a l'origine de ressentis intérieurs qui
vont guider grandement nos réactions dans de nombreuses situations. En ce sens, les
émotions sont facilement repérables par les modifications végétatives qu’elles provoquent :
le bond d’'un metre face a la voiture ou bien la jolie couleur tomate de votre visage face a votre
auditoire n’aura laissé personne dupe. LeDoux déclarait d’ailleurs "La plupart, si ce n'est toutes
les émotions, font intervenir une réponse corporelle" (1996).
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Cette idée avait été développée depuis longtemps par Charles
Darwin (Portrait 8) dans son ouvrage portant sur la facon dont les
animaux et les humains expriment et signalent aux autres leurs
émotions (The expression of emotions in mans and animals). Dans
cet ouvrage, il étudia les postures du corps, mais aussi de la face
(et les muscles la composant) des hommes et des animaux dans le
but de constituer un langage de la physionomie qui serait
universel et immuable : « les individus jeunes et dgés de races tres

différentes, tant chez 'Homme que chez I'animal, expriment le
Portrait 8 : Charles Darwin

o . , . R .
(1809-1882) méme état d’esprit par les mémes mouvements » (Figure 8).

Figure 8 : L'expression des émotions chez 'Homme et les animaux (1872) par Charles Darwin. Ici, trois
espéces différentes exprimant I’émotion de peur.

Les émotions font partie intégrante de notre quotidien, modifient de fagon temporaire
notre physionomie comme nous venons de le voir, mais aussi notre comportement. Pourtant
leur étude, du fait de I'héritage culturel qui scinde d’une part cognition et émotion, et de
I'autre cerveau et esprit, a longtemps été écartée du domaine des neurosciences pour étre
confinée au domaine de la psychologie et des maladies mentales et le role du cerveau dans
ces émotions a largement été occulté. Mais comment définir une émotion ?

Pour Joseph LeDoux (1996), émotions et sentiments se confondent : « An emotion is a
subjective experience, a passionate invasion of consciousness, a feeling». A contrario, Antonio
Damasio (1999, Le Sentiment méme de soi) insiste sur la distinction a établir entre ces deux
termes : « Les émotions sont des actions. Certaines se traduisent par des mouvements des
muscles du visage, comme des expressions faciales de joie, de colére, etc..., ou du corps, la fuite
ou la posture agressive. D’autres se traduisent par des actions internes, comme celles des
hormones, du cceur ou des poumons. Les émotions sont donc d’une certaine facon publiques,
on peut les mesurer, les étudier. Les sentiments, par contre, sont privés, subjectifs. Ils sont
ressentis par l'individu et lui seul. Il ne s’agit pas de comportements mais de pensées ».

Quelle que soit la taxonomie adoptée pour les décrire, ces modifications
physiologiques et comportementales sont contrélées par le cerveau et ont été sélectionnées
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au cours de I’évolution car elles sont garantes de la survie de 'espéce et assurent sa pérennité.
C’est cette définition que nous garderons ici pour le reste de notre étude.

. - ’ .
mepris % ; crainte

) Figure 9 : La roue des émotions selon Plutchik

Aésappointement

remords

En partant de ce postulat, on peut définir différentes sortes d’émotions (Joseph
LeDoux, The Emotional Brain ; 1996) :

e Les émotions simples/primaires : Elles vont s’accompagner d’expressions faciales ou
gestuelles universelles sans impact de I'’éducation ni méme de la culture, bien décrites par
Charles Darwin. Elles seraient au nombre de six selon Paul Ekman (1984) : le bonheur (joie), la
peur, la coléere, la tristesse, la surprise et le dégout.

* Les émotions complexes : Elles seraient la résultante de la combinaison de plusieurs
émotions primaires. Par exemple, Plutchik définit le remord comme un mélange de tristesse
et de dégout, la crainte comme une combinatoire de peur et de surprise. Ces associations sont
représentées sur la roue des émotions qu’il a alors établie (Figure 9).

Les émotions ont longtemps été décrites essentiellement chez I’'Homme. En effet, bien
avant I'émergence de |'éthologie, Descartes notamment, conseillait de traiter les animaux
comme des machines insensibles. L'anthropomorphisme était alors considéré comme un
péché scientifique majeur : parler d’émotions chez les animaux pouvait mettre un terme a une
carriére scientifique ! Ces théories philosophiques et scientifiques d’animal-machine (ou
mécanomorphisme), se sont pourtant vues mises a mal avec I'avénement de nombreuses
études montrant que les animaux possedent également des émotions complexes, comme par
exemple de I'empathie (pour revue voir De Waal et Preston, 2017). Et heureusement pour
nous les neuroscientifiques, car ceci fut fort utile pour étudier la mémoire émotionnelle ! En
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sciences expérimentales chez I'animal, dans les paradigmes testant la mémoire émotionnelle,
c’est la peur qui est trés souvent utilisée car c’est I'émotion la plus facile a objectiver.

2. Lapeur

« L’homme effrayé commence par se figer comme une statue, immobile et sans
respirer, ou s’accroupit comme instinctivement pour échapper au regard d’autrui. Le cceur
bat violemment, et palpite ou bat contre les cétes... Les poils sur la peau se dressent ; et
les muscles superficiels frissonnent. Du fait du changement de rythme cardiaque, la
respiration est accélérée... La bouche devient séche, est souvent ouverte et fermée. »

Charles Darwin, L’Expression des émotions chez ’'homme et les animaux (1872).

a. Qu’est-ce que la peur ?

La peur est une réaction innée, déclenchée lorsque I'organisme pergoit ou anticipe un
danger. C’'est cette frayeur par exemple que vous allez ressentir quand, au détour d’un chemin
de montagne, vous tombez nez a nez avec une vipere. Votre pouls s’accélére, vous vous figez,
peut-étre méme que votre respiration s’emballe : vous avez peur. Cet exemple illustre bien ce
systéme d’alarme qui nous prévient face au danger et qui prépare notre organisme pour nous
y soustraire ou |'affronter.

La peur fait partie des émotions les plus conservées au cours de I'évolution et est
largement partagées au sein de l'arbre phylogénétique puisqu’elle permet la survie et la
pérennité des espéces. Elle peut étre déclenchée par une large variété de stimuli, comme des
prédateurs, des individus agressifs de la méme espéece, une douleur, un bruit intense et
soudain... Ces divers stimuli vont induire de maniére systématique (si 'on écarte les
comportements pathologiques) toute une palette de réactions de défense innées qui sont
spécifiques de I'espéece considérée (Bolles, 1970).

b. Lesréponses de défense

Bolles propose que le rat dans son environnement naturel doit apprendre a se défendre
dans de nombreuses situations et il a ainsi développé un répertoire de réactions de défense
primaires tres efficaces et rapides a mettre en ceuvre. Selon lui, lorsque le rat pergoit un
danger imminent, son répertoire de réponses comportementales se réduit de facon drastique
et se limite aux réactions de défense primaires au détriment des autres comportements
comme lI'exploration, le toilettage, la recherche de nourriture, etc... Ces réactions de défense
primaires dépendent de l'imminence du danger (Fanselow, 2018), et de facteurs
environnementaux comme la présence ou non de voies d’échappement alentour (pour revue
récente, voir Mobbs, 2018). Ainsi, un danger imminent induit une réponse de fuite (Flight) si
elle est possible, un comportement de dissimulation si une cachette est disponible, ou une
réponse d’immobilité de peur (Freezing) si aucune de ces solutions n’est possible. Lorsque le
danger s’approche et rentre en contact physique avec I'animal, il montre alors un
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comportement de menace défensive en émettant des vocalisations, puis une attaque
défensive (Fight). Le rat peut donc adapter sa réaction de défense afin de maximiser ses
chances de survie (Blanchard et al, 2003). Nous allons décrire les trois principales réactions de
défense couramment utilisées pour évaluer la réponse de peur de I'animal : le freezing, la
fuite, I'attaque.

o Le freezing

Le freezing est considéré comme une réponse de peur universelle, qui peut étre
observée en réaction a une peur innée (comme I'odeur d’un prédateur) aussi bien qu’a une
peur apprise. Il est défini comme une immobilité totale de I'animal, exception faite des
mouvements respiratoires (Blanchard et Blanchard, 1969a).

La posture de freezing est typique (Figure 10),
et elle est a différencier d’'une simple immobilité calme :
le rat est tassé sur lui-méme, son tonus musculaire est
élevé, ce qui le rend prét a fuir ou attaquer (Blanchard
et Blanchard, 1989 ; Fanselow MS, 1994 ; Kalin NH et
Shelton SE, 1989). Ses oreilles sont inclinées en arriére
et son poil est hérissé. Le Freezing est la réponse de

peur la plus utilisée chez le rongeur car elle est facile a

Figure 10 : Posture de freezing chez le rat

identifier et a quantifier de facon non invasive pour
I'animal.

Pendant qu’ils expriment un comportement de Freezing, les rats peuvent aussi
émettre des vocalisations ultrasoniques. Ces vocalisations non audibles par |'oreille humaine,
sont émises par le rat dans différentes situations. Chaque situation va moduler les
caractéristiques de ces vocalisations (notamment leur bande de fréquence) et en faire un
marqueur de I'état émotionnel de I'animal. Chez le rat, on distingue ainsi deux catégories
d’ultrasons, ceux émis a 22kHz, reflétant un état émotionnel de peur ou d’anxiété, et ceux
émis a 50kHz, reflétant un état émotionnel de plaisir (Wohr et Schwarting, 2013). Nous
introduirons beaucoup plus en détail les vocalisations ultrasoniques dans notre premiere
étude.

e La fuite ou I’évitement

Comme nous l'avons vu plus haut, I'animal
choisira la fuite face a la menace si la situation est
favorable, par exemple lors de la présence d’'une
échappatoire (Figure 11). La réponse inconditionnée
de fuite est rarement étudiée en laboratoire. Il existe

cependant un dispositif original mis au point dans le ¥ A o FaR R
laboratoire de Jeansok Kim a Washington, pour étudier Figure 11 : Posture de fuite chez le rat

A6

la réponse de fuite en conditions semi-naturelles (Choi et Kim, 2010). Le principe est d’utiliser
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un robot (Robogator) qui avance brusquement lorsque le rat sort de son abri pour aller
chercher une boulette de nourriture dans un corridor. Des que le robot avance, I'animal
s’enfuit et retourne dans son abri (Figure 12). Ce dispositif original a permis d’étudier les
structures impliquées dans la réponse de fuite.

Figure 12 : La fuite face au prédateur.
Photographie montrant un rat s’approchant
de la boulette de nourriture. Quand il arrive
proche de celle-ci, le Robogator avance, calque
une fois des dents et retourne a sa position
initiale. Le rat fuit jusqu’a son abri initial.

Hormis ce dispositif atypique, I'un des plus couramment utilisés en laboratoire pour
induire une réponse de fuite est le suivant : le rat est placé dans une cage séparée en deux
compartiments par une paroi verticale dans laquelle une ouverture est présente, permettant
ainsi a I’'animal de circuler librement d’'un compartiment a I'autre. Si un choc électrique est
délivré lorsque I'animal est dans l'un des compartiments, I'animal s’échappe de ce
compartiment pour aller dans I'autre. C'est une réponse inconditionnée de fuite. Ce protocole
de base a été enrichi pour étudier la mémoire associative en délivrant un son quelques
secondes avant l'arrivée du choc électrique. Apres quelques essais, la réponse de fuite va se
transférer au son, on parle alors de réponse conditionnée d’évitement, et de tache
d’évitement actif.

e Le combat ou I'attaque

L'attaque défensive (par opposition a
I’attaque offensive) est observée lorsque I'animal est
menacé physiquement par un agresseur (Figure 13).
Elle est modélisée en laboratoire par le test de
« Resident-Intruder » dans lequel un rat étranger
(Intrus) est introduit dans la cage d’hébergement
d’un autre rat (Résident) (Koolhaas et al, 2013). Le
rat résident va alors défendre son territoire et

TN X Y, ¢ e
) Figure 13 : Posture de combat chez le rat
menacer le rat intrus, lequel va répondre par des

comportements d’attaque défensive qui se poursuivent ensuite généralement par un
comportement de soumission.

Un autre test permet de mesure un comportement qui peut s’apparenter a de
I'attaque défensive en réponse a un stimulus douloureux inanimé. C’'est le comportement
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d’enfouissement d’une sonde électrifiée (De Boer et Koolhaas, 2003). Le test consiste a cacher
dans la litiere de la cage expérimentale une sonde au travers de laquelle on peut envoyer un
courant électrique. Lorsque le rat en se déplagant recoit un choc par cette sonde, il la recouvre
de litiere jusqu’a ce qu’elle ne soit plus visible.

@ Les circuits impliqués dans les réponses de défense

Attaque

usv
Analgésie

Freezing

CeA) = e
o

Réponses
respiratoires

Glandes
corticosurrénales
Potentialisation Réponses autono-
du sursaut miques

Hormones du (cardiaques, dilata-
stress (CRH, tion pupilaire, pres-
ACTH, CORT) sion sanguine)

Figure 14 : Schéma des principales structures impliquées dans les différents types de réponses de défense, en aval
du noyau central de I'amygdale. 1 : hypophyse ou glande pituitaire ; CeA : amygdale centrale ; LH : hypothalamus
latéral ; PAG : substance grise périaqueducale ; PBA : noyau parabrachial ; RPC : noyau caudal du pont réticulé.
Schéma de synthese réalisé par Julie Boulanger Bertolus dans son manuscrit de thése (2016).

De facon tres schématique, les différents types de réponses de défense sont initiés suite a
I'activation du noyau central de I'amygdale (voir la présentation des différents noyaux de
I’'amygdale au chapitre 2) et sont sous-tendus par différents noyaux du tronc cérébral comme
par exemple la substance grise périaqueducale pour le freezing et les vocalisations
ultrasoniques ou le noyau parabrachial pour les réponses respiratoires (Figure 14).

¢. Les manifestations physiologiques de la peur

Tous ces comportements de peur exprimés par I'animal face a une menace sont
accompagnés de changements physiologiques qui permettent a son organisme
d’appréhender le danger (pour revue, voir De Kloet et al, 2005).

La mobilisation de I'organisme en réponse a un stress a son point de départ dans
I’hypothalamus et comprend une action immédiate, neurovégétative et une action retardée,
endocrinienne, via I’hypophyse (Figure 15). Dans un premier temps, I’hypothalamus active le
systéme nerveux autonome sympathique qui stimule les glandes médullosurrénales et
déclenche la libération d’adrénaline et de noradrénaline dans la circulation sanguine. Dans un
second temps, I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (plus connu sous le terme d’Axe du
stress) s’active : I’hypothalamus secréte une hormone, la CRH (Corticotropin Releasing
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Hormone) qui agit sur I’hypophyse, laquelle libére a son tour I’ACTH (ou hormone
corticotrope) et induit la libération de glucocorticoides (cortisol, cortisone) dans la circulation
sanguine.
La libération de ces hormones de stress a plusieurs conséquences au niveau périphérique :

- Augmentation de la fréquence cardiaque et de la tension artérielle

- Augmentation de la fréquence respiratoire

- Moindre sensibilité a la douleur (analgésie)

- Augmentation du tonus musculaire

L'ensemble de ces effets permet a I'animal de produire la réponse comportementale la
plus adaptée.

Axe du stress
Voie lente endocrinienne

[ Hypothalamus @

‘ DysIemeneRa Ly ‘ Glandes surrénales Hypophyse <

autonome sympathique

! oﬂ CHR (Corticolibérine)
l Meédullo-surrénale Cortico-surrénale
] ! | ' ou ACTH (hormone corticotrope)
Catécholamines Glucocorticoides
(Noradrénaline, (Cortisol,
d s I T cus coeruleus 5 -
Adrénaline) ;i Corticostérone

Nerf vague Thalamus
Hypothalamus
Hypophyse ————> ﬂ

Tractus solltalr

. Tronc cérébral —} “ﬂ—'_ Cervelet

Locus coeruleus }

Amygdale
Hippocampe
Cortex préfrontal

Figure 15: Les effets du stress sur l'organisme. Sur la gauche, la voie rapide neurovégétative qui conduit a
I'activation du systeme noradrénergique. Sur la droite, la voie lente endocrinienne (appelée axe du stress), qui
induit la production de cortisol. L’organisme peut réduire et ramener a une valeur basale les concentrations de
cortisol par des boucles de rétrocontréle négatif (adaptée de Maheu et Lupien (2003)).

Par ailleurs, les glucocorticoides libérés dans la circulation sanguine sont capables de
franchir la barriere hémato-encéphalique et peuvent ainsi agir sur des récepteurs dédiés
présents dans différentes régions cérébrales, telles que I'amygdale, I'hippocampe et le cortex
préfrontal. La noradrénaline périphérique quant a elle ne passe pas la barriere hémato-
encéphalique. Cependant en présence d’un stress, I’"hypothalamus stimule le locus coeruleus
induisant ainsi une augmentation de noradrénaline dans les structures cibles incluant
I’'amygdale et I'hippocampe. Ainsi, les hormones libérées en réponse a un stress peuvent par
leur action sur le cerveau, moduler la mémoire de I'’événement stressant. Cette observation a
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conduit a un nombre considérable d’études sur le role du stress sur la mémoire (pour revue
voir Schwabe et al, 2012).

3. Mémoire émotionnelle et conditionnement de peur

Un des exemples les plus connus de Ia
neuropsychologie pour illustrer la mémoire
émotionnelle chez 'Homme est celui de petit
Albert (Watson et Rayner, 1920) (Figure 16). Albert
est un petit garcon agé de 11 mois, trés curieux. On
lui donne alors une peluche en forme de rat blanc
gu’il va manipuler, découvrir, etc.. et qui ne
I'effraie pas. Par la suite, a chaque fois que la
peluche était présentée au petit garcon, les

expérimentateurs frappaient un marteau contre

S5 : : ¥
Figure 16 : Photographies de I'expérience sur le
petit Albert.

une barre de fer prés de la téte d’Albert ce qui le
faisait sursauter et pleurer. Il s’agit la d’une
réponse de peur innée, inconditionnée, face a un
bruit soudain et intense. Aprés un certain nombre d’associations, le simple fait d’approcher la
peluche prés de I'enfant le faisait pleurer : il s’agit alors d’une réponse de peur conditionnée.
La réponse de peur initialement induite par le bruit violent a été transférée a la peluche dont
la valence émotionnelle a été modifiée par I'apprentissage.

Ce type d’expérience a été reproduit chez I'animal en laboratoire, et est désigné sous le
terme de conditionnement pavlovien de peur. Dans cet apprentissage, un stimulus nouveau,
de valence neutre, est envoyé a I’'animal (souvent un son) suivi aprés quelques secondes d’un
choc électrique léger a ses pattes. En quelques essais seulement, I’animal apprend que le
stimulus initialement neutre prédit I'arrivée du choc électrique et va exprimer une réponse de
peur face a ce stimulus (freezing, modification du rythme respiratoire...). Il y a eu un transfert
de la valence négative du stimulus électrique vers le stimulus sonore. Le conditionnement de
peur fait I'objet d’un intérét croissant depuis plusieurs années car il est a I'interface entre
mémoire et émotion (LeDoux, 2000). De plus, des perturbations dans le conditionnement de
peur peuvent contribuer a des troubles de la peur et de I'anxiété chez 'Homme (trouble
panique, phobies etc...) (Rosen et Schulkin, 1998 ; Wolpe, 1981).

Le conditionnement pavlovien en général (aversif, appétitif, etc..) implique
I'apprentissage des relations hiérarchiques entre les événements (Rescorla, 1988) et permet
donc aux organismes de former des représentations du monde dans lequel ils évoluent. Par
conséquent, dans le cas du conditionnement pavlovien de peur, c’est la représentation des
relations entre les événements aversifs et les stimuli qui les prédisent, qui est au cceur de cet
apprentissage.
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Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressées plus particulierement au
conditionnement de peur a I'odeur qui est beaucoup moins étudié dans la littérature de la
mémoire que le conditionnement de peur au son. Or le rat est un animal macrosmate, c’est-
a-dire qu’il se sert essentiellement de son odorat pour explorer son environnement. Et le
systéme olfactif, chez le rat comme chez ’homme, présente des liens tres privilégiés avec les
structures impliquées dans la mémoire et les émotions, ainsi que nous allons le voir dans le
chapitre suivant.
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CHAPITRE 2 : Le conditionnement
de peur a I'odeur

CTAIMANM T4l

[llustration représentant le chien de Pavlov, réalisée par Ktaiwanita, affichée dans le métro a
I’arrét Pavlova a Prague.






I. Dunezaucerveau: Perception et traitement du
stimulus olfactif

« Il'y a je ne sais quoi dans les parfums, qui réveille puissamment le souvenir du passé. [...]
L’odeur d’une violette rend a I'dme les jouissances de plusieurs printemps. »

Ramond De Carbonnieres, Observations faites dans les Pyrénées
pour servir de suite a des observations sur les Alpes.

Sens primordial chez les animaux, I'odorat est le systeme sensoriel le plus primitif. Il
est essentiel pour l'identification de nourriture, I'évitement de prédateurs (Takahashi et al.,
2005; Arakawa et al., 2008), la recherche de partenaires sexuels (Keverne, 2004), les relations
mere-jeune (pour revue, voir Corona et Lévy, 2015) et I’'ensemble des interactions sociales
(Brennan et Kendrick, 2006). Chez le rat, I'olfaction est fonctionnelle des la naissance
contrairement par exemple aux modalités visuelles ou auditives dont la maturation est plus
tardive (Moye et Rudy, 1985; Martin et Alberts, 1982).

Le systéme olfactif comprend deux sous-systemes: le systeme olfactif principal et le
systéme olfactif accessoire. Pour chacun de ces deux systemes, I'organisation structurale est
similaire. On trouve au niveau de la cavité nasale des organes sensoriels : la muqueuse
olfactive composée en partie de neurones sensoriels olfactifs exprimant des récepteurs
olfactifs pour le systeme olfactif principal et I'organe voméronasal composé en partie de
neurones sensoriels voméronasaux pour le systeme olfactif accessoire (Rodriguez, 2004). Ces
organes sensoriels sont connectés a des structures centrales distinctes qui assurent le
traitement de I'information : le bulbe olfactif principal (BO) pour le premier et le bulbe olfactif
accessoire pour le second (Figure 17).

Alors que le systeme olfactif principal détecte les composés odorants volatiles, le
systéme olfactif accessoire détecte les composés odorants non volatiles comme par exemple
les phéromones (Mori, 1987).

45



Bulbe
A) Olfactif B)

Bulbe ,ccessoire.
Muqueuse olfactif ;]
olfactive

Ganglion de
Grueneberg

Cavité
nasale

Organe
septal

Organe
voméronasal

Figure 17 : A) Organisation générale du systéeme olfactif du rat, coupe sagittale (adapté de Brennan et Zufall,
2006). B) Photo d’une hémi-téte de rat en coupe sagittale mettant en évidence les 2 organes du systéme olfactif
principal : muqueuse olfactive (MO) au fond de la cavité nasale (CN) et bulbe olfactif (BO).

Dans le cadre de cette thése, nous décrirons uniquement le systéme olfactif principal. Pour
des raisons de simplification, la qualification de « principal » concernant le systéme olfactif et
le bulbe olfactif sera donc omise dans la suite du manuscrit.

1. Qu’est-ce qu'une odeur ?

Le systéme olfactif principal est un systeme sensoriel spécialisé dans la détection et le
traitement d’informations chimiques volatiles (Yeshurun et Sobel, 2010).

Thalamus

Cortex orbitofrontal

Bulbe olfactif

Tractus olfactif

g Cortex olfactif
latéral

ﬁe Eiration Primaire
YAV ..

o ‘M\{\/ J Epithélium olfactif (piriforme)
Molécules

odorantes

Figure 18 : Trajet de l'information olfactive, depuis I'arrivée des molécules odorantes sur I’épithélium olfactif,
transportées par la respiration, en passant par le bulbe olfactif qui rejoint le cortex olfactif primaire par le tractus
olfactif latéral. L’information olfactive est alors transmise aux aires limbiques et aux centres supérieurs,
aboutissant au percept olfactif : 'odeur.
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Quotidiennement, des milliers de molécules chimiques volatiles émanant de notre
environnement, les odorants, viennent stimuler notre systeme olfactif. Ces odorants sont
transportés par I'air et inhalés au rythme de notre respiration. Ils vont pénétrer dans le mucus
de notre cavité nasale, la ou baignent les cils des neurones chargés de les capturer au sein de
I’épithélium olfactif. Un message électrique est alors envoyé au premier relai de projection
des neurones olfactifs, le bulbe olfactif, puis vers le cortex olfactif primaire et les centres
supérieurs, créant un percept olfactif : I’'odeur (Figure 18).

Nous allons décrire rapidement chacun de ces trois étages successifs du traitement d’une
molécule odorante.

2. L’épithélium olfactif principal

La respiration est essentielle a la perception d’une odeur. Avant de pouvoir étre traitées,
il faut que les molécules odorantes soient échantillonnées et transportées depuis
I’environnement jusqu’a la cavité nasale par un flux d’air inspiratoire. Ce flux d’air peut étre
modulé de facon volontaire chez 'Homme, comme chez les animaux, pour faciliter
I’échantillonnage des odorants. Chez 'Homme, cela se traduit essentiellement par une
augmentation de I'amplitude et du débit du cycle respiratoire, sans changement notable de la
fréquence. Chez le Rongeur, I’échantillonnage d’une odeur induit une augmentation du débit
et de la fréquence respiratoire : c’est ce que I'on désigne par le terme de flairage.

~ ~

Cils des neurones
olfactifs

Cellules de soutien

Epithélium
Neurones olfactifs — olfactif
matures Mugqueuse

= olfactive

Neurones olfactifs
immatures

Cellules basales

Lame basale

Glandes de Bowman Lamina
propria
Cellules engainantes .

Figure 19 : Organisation de la muqueuse olfactive du rongeur (adaptée de Palouzier-Paulignan et al, 2012)

A chaque inspiration, c’est alors une synergie de molécules odorantes qui pénéetrent
dans notre cavité nasale et atteignent I’épithélium olfactif, qui est composé de trois types de
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cellules différentes : les cellules de soutien, les neurorécepteurs olfactifs et les cellules basales
(Figure 19). Grosmaitre et al. (2007) ont montré que les neurorécepteurs olfactifs pouvaient
détecter a la fois des stimuli chimiques (une molécule odorante) mais aussi mécaniques (d{
au flux d’air dans la cavité nasale). La mécanosensibilité de ces neurorécepteurs olfactifs
permettrait notamment de synchroniser I'activité rythmique dans le bulbe olfactif avec la
respiration (Nous reviendrons plus en détail sur ce point dans le chapitre 3).

Recouvrant cet épithélium se trouve une couche protectrice hydrophobe, le mucus. Si
les molécules odorantes sont solubles dans le mucus, elles le traversent facilement. En
revanche, si elles ne le sont pas, des protéines spécifiques présentes dans le mucus, les OBP
(Odorant Binding Protein) vont les prendre en charge (pour revue : Tegoni et al., 2000).

Apreés avoir traversé le mucus, la molécule odorante vient se fixer sur un récepteur
situé sur les cils du neurorécepteur olfactif. La super famille de genes codant pour ces
protéines réceptrices aux odorants a été identifiée par Buck et Axel en 1991, et on compte
aujourd’hui chez le rat plus d’un millier de ces protéines. Sur chaque neurorécepteur olfactif
se trouve un seul type de protéines réceptrices aux odorants, ce qui confere au systeme
olfactif une grande spécificité (Buck et Axel, 1991). De plus, une méme molécule odorante
peut activer plusieurs récepteurs (Duchamp-Viret et al. 1999 ; Malnic et al., 1999).

Chaque odorant active une combinaison spécifique de récepteurs et déclenche une
cascade de réactions moléculaires entrainant un potentiel d’action qui va se propager le long
de I"'axone des neurorécepteurs olfactifs jusqu’au premier relai : le bulbe olfactif. Le signal
chimique est alors devenu un signal électrique.

3. Le bulbe olfactif

Les axones des neurorécepteurs olfactifs de I'épithélium olfactif forment des fascicules
appelés nerfs olfactifs. Ces nerfs olfactifs se projettent sur le bulbe olfactif en passant par la
lame criblée de I'os éthmoide (os séparant la cavité nasale du cerveau).

Le bulbe olfactif est une structure laminaire concentrique au sein de laquelle
s’individualisent six couches de cellules et de fibres distinctes (Figure 20). Le bulbe olfactif est
le premier relai nerveux de I'information olfactive en provenance de la périphérie.

Les nerfs olfactifs font synapse au niveau des glomérules. Tous les neurorécepteurs
olfactifs qui expriment les mémes protéines réceptrices aux odorants convergent sur un
méme (ou quelques) glomérule(s) (Ressler et al, 1994 ; Buonviso al, 1991) et chaque glomérule
recoit des projections d’environ 20000 récepteurs (Revue : Mori 1995).

On retrouve alors dans le bulbe olfactif, pour chaque molécule odorante inhalée, une carte
d’activation glomérulaire précise, symétrique entre les deux bulbes (pour revue voir Mori
1995, ou Murthy, 2011). Alors que la qualité des odorants module le pattern spatial
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d’activation des glomérules, les modifications du flairage modulent le pattern temporel
d’activation de ceux-ci (Buonviso et al., 2006) (voir chapitre 3).

Cette carte d’activation spatio-temporelle des glomérules est alors transmise au cortex

olfactif primaire.

Couche du nerf olfactif
Cellules
périglomérulaires

Couche glomérulaire

" Cellules a axone
court

Couche plexiforme intefne

Couche des cellules granulaires

Figure 20 : Organisation du bulbe olfactif du rongeur. Sur la gauche, image confocale d’une coupe frontale de
Bulbe olfactif (adapté de Zou et al., 2009). Sur la droite, représentation schématique du réseau neuronal bulbaire
(adapté de Nagayama et al, 2014).

4. Le cortex olfactif primaire

Les axones des neurones de sortie du bulbe olfactif forment le tractus olfactif latéral qui
se projette alors sur le cortex olfactif primaire. Celui-ci regroupe un ensemble de structures
comprenant le noyau olfactif antérieur, le cortex piriforme, le tubercule olfactif, la tenia tecta
ventrale, le noyau cortical antérieur de I'amygdale, le cortex périamygdalien, le cortex
entorhinal latéral, le noyau endopiriforme et le noyau du tractus olfactif latéral (Luskin et
Price, 1983; Carmichael et al., 1994; Shipley et Ennis, 1996; Haberly, 2001; Liebetanz et al.,
2002).

Nous détaillerons ici uniquement le cortex piriforme, qui est la structure principale de
projection du bulbe olfactif.
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Figure 21 : Organisation du cortex piriforme. A. Vue ventro-latérale d un cerveau de rat. BO : bulbe olfactif ; LOT :

tractus olfactif latéral ; aPC : cortex piriforme antérieur ; pPC : cortex piriforme postérieur ; rf : fissure rhinale. B)
Les trois couches du cortex piriforme. (Suzuki et Bekkers, 2007).

Le cortex piriforme est un paléocortex qui présente une organisation laminaire a trois
couches (Haberly, 2001) (Figure 21). La couche |, la plus superficielle, contient les afférences
du bulbe olfactif ainsi que des fibres associatives issues des cellules pyramidales et des
interneurones inhibiteurs. La couche Il regroupe les somas des cellules pyramidales
superficielles et des cellules semi-lunaires et dans la couche lll, la plus profonde, se trouvent
les somas des cellules pyramidales profondes ainsi que des interneurones GABAergiques.

Mais le cortex piriforme n’est pas homogéne en terme de quantité et de qualité
d’afférences recues du bulbe olfactif. C'est la partie antérieure du piriforme qui recoit le plus
d’afférences en provenance du bulbe olfactif (Haberly, 2001 ; Haberly et Price, 1978) tandis
qgue la partie postérieure est préférentiellement connectée au reste du cerveau avec des
projections sur un ensemble de structures comme I'amygdale, le thalamus, I’"hypothalamus
latéral, les ganglions de la base ou le néocortex. Cette dissociation anatomique s’accompagne
également d’une dissociation fonctionnelle (Shepherd et Greer, 1990; Litaudon et al., 1997 ;
Roesch et al, 2007). Alors que le cortex piriforme antérieur, fortement lié au bulbe olfactif,
serait plus impliqué dans le traitement sensoriel du stimulus et dans les formes de mémoire
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simples, la partie postérieure serait impliquée dans la mémoire associative et dans la
représentation de la valence de I'odeur grace a ses interactions avec I'amygdale notamment
(Sevelinges et al, 2004 ; Litaudon et al, 1997 ; Mouly et al, 2001 ; Calu et al., 2007 ; Roesch et
al., 2007 ; Barkai, 2014 ; Awad et al., 2015 ; Cohen et al., 2008 ; Terral et al., 2019 ; Wilson,
2003 ; Kadohisa et Wilson, 2006b).

5. Projections vers le systeme limbique et les centres supérieurs

Le systeme olfactif présente des caractéristiques particuliéres par rapport aux autres
modalités sensorielles : en paralléle de sa projection directe sur le cortex piriforme, le bulbe
olfactif se projette en peu de synapses sur deux structures clef de la mémoire et des
émotions : I'amygdale et I'hippocampe. Concernant I'amygdale, le bulbe olfactif se projette
massivement sur les noyaux corticaux de I'amygdale (McDonald, 1998). La modalité olfactive
est la seule modalité sensorielle a avoir un acces direct a I'amygdale, sans passer par un relai
thalamique comme c’est le cas pour la vision ou l'audition (McDonald, 1998; Swanson et
Petrovich, 1998). Concernant I'hippocampe, le bulbe olfactif se projette d'abord sur le cortex
entorhinal latéral qui se projette ensuite sur I'hippocampe (Haberly et Price, 1977 ; Witter et
Amaral, 1991). Ainsi, les informations olfactives atteignent I'hippocampe en deux synapses.
Ces particularités anatomiques font de I'olfaction une modalité sensorielle privilégiée pour
I’étude de la mémoire, et en particulier pour la mémoire émotionnelle, comme |’attestent les
études montrant que les souvenirs autobiographiques évoqués par les odeurs sont plus
détaillés et émotionnels que ceux des autres modalités sensorielles (Hinton et Henley, 1993;
Chu et Downes, 2002; Herz et al., 2004).

Le cortex piriforme se projette également sur les aires préfrontales, comme par exemple
la partie infralimbique du cortex préfrontal médian, ainsi que dans les aires corticales
insulaires orbitales et agranulaires de la région préfrontale ventrale (Krettek et al., 1977 ;
Luskin et al., 1983 ; Datiche et Cattarelli, 1996) (Figure 22 pour une vue d’ensemble).
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Figure 22 : Schéma illustrant les principales connections du systéme olfactif principal (toutes les projections ne
sont pas indiquées, les projections réciproques non plus par soucis de clarté) (adaptée de Brennan et Keverne,
1997).

II. Neurobiologie du conditionnement de peur

De facon générale, les études réalisées sur le conditionnement de peur utilisent comme
stimulus conditionnel un stimulus sonore. Nous détaillerons donc dans un premier temps les
structures impliquées dans ce type de conditionnement de peur au son et nous préciserons
ensuite I'ensemble des données complémentaires obtenues dans les quelques études portant
sur le conditionnement de peur a I'odeur.

1. Le conditionnement de peur au son
a. Amygdale

7 NOUS QUi CONNA'SSONS MAs, O, z
OUT! NO ! SAVON 5 DES AILES, PAR ODIN |.. ELLE
4 = iy - NOuS PERMETTIRA DE \VOLER
COMME DES OiSEAUX !

Figure 23 : Extrait d'une planche de I'album Astérix et les Normands décrivant le syndrome d'Urbach-Wiethe dont
souffre la patiente S. M.

Un cas clinique illustre bien le role capital de I'amygdale dans I'’émotion de peur: la
patiente SM, aussi appelée la « Femme sans peur ». Cette patiente souffre depuis I'enfance
d’une maladie génétique rare appelée maladie d’Urbach-Wiethe (Figure 23) et présente une
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lésion bilatérale compléte et exclusive de I'amygdale bilatérale (Figure 24). Au cours d’une
étude précédente, des scientifiques avaient montré que S.M. était incapable de reconnaitre
la peur sur un visage. Feinstein et ses collaborateurs (2011) ont alors essayé de savoir si elle
était quand méme capable d’exprimer la peur (avec des réactions du type immobilité
paralysante, fuite, réponse viscérale, ...) en I'exposant a des situations apeurantes comme la
confrontation avec des serpents et des araignées qu’elle dit détester. Alors que I'on pouvait
s’attendre a ce que S.M. montre des signes caractéristiques d’'une réaction de peur, il n’en fut
rien, au contraire, elle exprima de la curiosité et de I'excitation a la vue des animaux et n’eut
aucune appréhension a les manipuler. L’histoire raconte méme qu’il a fallu la stopper dans
son élan lorsqu’elle a voulu toucher une mygale. De plus, S.M. est capable d’apprendre des
associations entre deux stimuli (par exemple un stimulus visuel avec un son soudain trés
intense), mais ne présente la encore aucun signe de peur quand on lui présente le stimulus
visuel seul aprés apprentissage de |‘association (Bechara et al., 1995).

Ce cas clinique a permis de confirmer ce qui avait été décrit auparavant dans le
syndrome de Kliver-Bucy (en référence au psychologue Heinrich Kllver et au neurochirurgien
Paul Bucy qui I'ont découvert dans les années 1930). Ce syndrome recouvre |'ensemble des
anomalies observées chez un singe auquel on a retiré de fagon bilatérale une partie des deux
lobes temporaux, incluant I'amygdale. Parmi les nombreux symptomes, ceux imputés a
I'amygdale sont la perte du comportement émotionnel avec placidité, voire apathie, ou
encore la aussi une disparation de la peur.

Figure 24 : Image cérébrales de cerveaux en coupe transversale (vue de dessus). A gauche, un cerveau sain. A
droite le cerveau de la patiente S.M., présentant deux lésions bilatérales au niveau des amygdales (en rouge).
Crédit photo : lowa Neurological Patient Registry /Université de lowa.

L’amygdale joue un réle primordial dans I'acquisition, la rétention et I'expression d’'une
peur conditionnée (pour revue, voir LeDoux, 2000; Phelps et LeDoux, 2005; Maren, 2001). Elle
est formée de plusieurs noyaux distincts anatomiquement (taille, forme, densité, ...) et
fonctionnellement, incluant principalement le noyau latéral, basolatéral, basomédial, et
central (Brodal, 1947 ; Krettek et Price, 1978) (Figure 25). On distingue classiquement le
complexe basolatéral (BLA) qui regroupe les noyaux latéral, basolatéral et basomédial et le
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noyau central. La BLA, et plus particulierement le noyau latéral, est le lieu de convergence
d’un ensemble d’informations nociceptives et sensorielles, et donc notamment des
informations concernant le stimulus conditionnel et inconditionnel et constitue donc la
structure de prédilection pour former 'association entre ces deux stimuli.

Ainsi, des lésions sélectives de la BLA induisent de séveres déficits dans I'acquisition et
le rappel de la peur conditionnée, et ceci indépendamment de la modalité sensorielle utilisée
dans le conditionnement (Campeau & Davis, 1995b ; Cousens & Otto, 1998 ; LeDoux et al.,
1990 ; Maren et al., 1996a). Des lésions transitoires réversibles de la BLA ont permis de
montrer que cette implication avait lieu a la fois pendant I'acquisition, la consolidation, le
rappel et la reconsolidation de la trace mnésique (Helmstetter et Bellgowan, 1994; Muller et
al., 1997; Schafe et LeDoux, 2000; Goosens et Maren, 2001; Nader et al., 2001; Sacchetti et
al., 1999; Doyere et al.,, 2007). Si I'on bloque la plasticité induite dans la BLA par le
conditionnement par une injection d’antagoniste des récepteurs NMDA, on empéche
I'apprentissage de I'association entre le stimulus conditionnel et inconditionnel (Miserendino
et al. 1990; Campeau et al. 1992; Fanselow et Kim 1994). Cette plasticité servirait donc de
support a la mémoire de I'association.

\

A)

Complexe
basolatéral (BLA)

Figure 25 : Organisation du complexe amygdalien du rongeur. A) En bleu le complexe basolatéral (BLA), en ocre
le noyau central. LA : amygdale latérale ; BL : noyau basolatéral ; BM : noyau basomédian ; CEl : partie latérale
du noyau central ; Cem : partie médiane du noyau central ; lITC : cellules intercalées latérales ; ITDd : cellules
intercalées dorsales ; ITCv : cellules intercalées ventrales (adapté de Lee et al., 2013). B) Marquage au Nissl sur
une coupe coronale (adaptée de Allen Mouse Brain Atlas; Keifer et al., 2015)

Le noyau central de 'amygdale constitue I'interface amygdalienne avec les systémes de
réponse de peur et est impliqué dans I'expression de la peur conditionnée. Par exemple, la
stimulation électrique de ce noyau induit des réponses comportementales semblables a celles
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observées par les stimuli nociceptifs (Iwata et al., 1987 ; Kapp et al., 1982). Par ailleurs, des
lésions du CE provoquent des déficits importants dans I'acquisition et I'expression de la peur
conditionnée (Kim et Davis, 1993 ; Roozendaal et al., 1991 ; Goosens et Maren, 2001 ; Nader
et al, 2001) qui seraient dus a des altérations de |’expression de la réponse de peur plutot qu’a
une perturbation de I'apprentissage de |'association (Fanselow et Kim, 1994 ; Goosens et al.,
2000). Le noyau central serait donc impliqué dans I'expression de la mémoire de peur mais
pas dans son stockage. Le noyau central envoie des projections vers différents noyaux du tronc
cérébral qui sont impliqués dans le controle des différentes composantes de la réponse de
peur (freezing, variations de la pression sanguine, des rythmes cardiaque et respiratoire,
libération des hormones de stress...).

b. Hippocampe

Parmi les autres structures impliquées dans le conditionnement de peur, on retrouve
I’hippocampe qui est préférentiellement impliqué dans la prise en compte du contexte dans
lequel a lieu le conditionnement de peur. Chez les rats, la peur conditionnée au contexte est
abolie lorsque I'hippocampe est lésé peu de temps aprés le conditionnement (1 jour aprés),
alors que la peur conditionnée a un son reste intacte (Anagnostar et al., 1999 ; Kim et
Fanselow, 1992 ; Maren et al., 1997). En revanche, si cette Iésion survient longtemps apres le
conditionnement (28 jours), la peur conditionnée au contexte est conservée. Ces données
suggerent que I'hippocampe est impliqué, de fagon transitoire, dans le stockage de la
mémoire de peur au contexte. De la méme maniére, des Iésions cette fois ci en amont du
conditionnement empéchent I'acquisition de la mémoire de peur au contexte mais pas celle
a un son (Phillips et LeDoux, 1992 ; Sanders et al., 2003).

L'ensemble de ces données confirment I'hypothése que I'hippocampe encode une
présentation du contexte, c’est-a-dire qu’il permet d’associer entre eux les nombreux stimuli
qui composent I'environnement lors du conditionnement de peur (Fanselow,2000). Ceci est
rendu possible par le fait que I'hippocampe recoit des afférences sensorielles en provenance
de différentes modalités : visuelles (Morris et al., 1982), olfactives (Eichenbaum et al. 1987),
auditives (Edeline et al. 1988) et tactiles (Pereira et al. 2007). L’association multi sensorielle
ainsi effectuée serait ensuite associée au choc au sein de la BLA (Fanselow, 1990; Goosens et
Maren 2001).

c. Cortex préfrontal médian

Le cortex préfrontal médian (mPFC) est impliqué dans la régulation des mémoires de peur.
En particulier, deux régions du mPFC ont été identifiées comment ayant des rdles distincts
dans le circuit de la peur : le cortex prélimbique qui favoriserait I'expression de la peur, et le
cortex infralimbique qui médirait la suppression de la peur et la rétention a long terme de
I’extinction des mémoires de peur (pour revue voir Milad et Quirk, 2012). On peut noter que
I'on retrouve également cette subdivision chez 'Homme, suggérant que les mécanismes
neuronaux de |'apprentissage de |'extinction seraient conservés a travers les especes (Milad
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et Quirk, 2012). Le mPFC aurait donc un double réle dans le controle de la peur, médié par le
prélimbique et I'infralimbique.

Un circuit complexe impliquant I'amygdale, I'hippocampe et le mPFC est alors mis en jeu
dans le conditionnement de peur au son. D’autres structures sont également impliquées,
comme les cortex sensoriels, qui permettent de transmettre les informations sensorielles
regues a ce circuit, étape essentielle a 'apprentissage de I'association, sa rétention, son
extinction et sa récupération.

d. Les cortex sensoriels

Selon LeDoux (1998), deux circuits paralléles seraient envisagés dans le conditionnement
de peur au son : un circuit court et un long.

Le circuit court met en jeu des projections directes du thalamus sur I'amygdale. En

empruntant ce circuit, le stimulus conditionné sonore serait traité trés rapidement, mais de
facon grossiere. Le circuit long inclut le thalamus, qui envoie I'information vers le cortex
sensoriel auditif. A ce niveau, la discrimination du stimulus conditionné auditif est affinée et
cette information plus détaillée est envoyé vers I'amygdale.
Il est difficile d’étudier le réle des cortex sensoriels dans le conditionnement peur car ils sont
impliqués en premier lieu dans la transmission de I'information sensorielle, et leur Iésion peut
donc entrainer des déficits sensoriels qui se confondent avec d’éventuels déficits mnésiques.
Cependant Saccho et Sachetti (2010) ont réalisé des lésions de cortex de différentes modalités
sensorielles (auditif, visuel ou olfactif) et ont montré que ces cortex étaient impliqués dans le
stockage a long-terme (mais pas a court terme) de la trace mnésique.

Ci-apres est représenté un schéma bilan récapitulant les principales structures
impliquées dans le conditionnement de peur au son chez le rat (Figure 26).
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Figure 26 : Réseau neuronal sous-tendant le conditionnement de peur au son. Le stimulus conditionnel neutre (le
son) est présenté en association avec le stimulus inconditionnel aversif (le choc électrique). Les informations en
provenance des thalamus et cortex auditifs et somatosensoriels convergent sur le noyau latéral de I'amygdale
(LA). En parallele, les informations contextuelles intégrées par I’hippocampe convergent sur I'amygdale
basomédiane (BM). Ces informations sont transmises a I’'amygdale centrale (CE) qui est la sortie motrice de
I'amygdale et contréle I'expression des réponses de peur comme le freezing ou les réactions liées au systéeme
nerveux autonome (tension artérielle, fréquence cardiaque...) et endocrinien (hormones). Le cortex préfrontal
joue le réle de régulateur des mémoires de peur en favorisant ou inhibant I'expression des réponses de peur. CG,
central gray; LH, lateral hypothalamus; PVN, paraventricular hypothalamus. Adapté de Medina et al. (2002).

2. Le conditionnement de peur a 'odeur

Bien qu’assez peu nombreuses, les études concernant les circuits du conditionnement de
peur a 'odeur présentent a la fois des ressemblances et des particularités avec ceux impliqués
dans le conditionnement de peur au son.

a. L’amygdale
L’amygdale joue également un role clé dans le conditionnement de peur a I'odeur.

Tout d’abord, des études en imagerie métaboliqgue montrent que lors du
conditionnement, on observe une augmentation de ['absorption de 2-Desoxyglucose
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(marqueur global de I'activité d’une structure) dans le BLA (Sullivan et al., 2000a ; Moriceau
et Sullivan, 2006 ; Raineki et al., 2009).

Ces observations ont été confirmées par des études Iésionnelles qui ont mis en évidence
I'implication de I'amygdale dans I'acquisition, la consolidation et la rétention de
I'apprentissage de |'association odeur-choc. Par exemple, Cousens et Otto (1998) ont Iésé la
BLA avant le conditionnement, ce qui a empéché I'expression des comportements de défense
lors de la présentation ultérieure de l'odeur conditionnée. De plus, si on bloque le
fonctionnement de I'amygdale de facon transitoire en injectant de la tétrodotoxine (inhibiteur
de la conduction nerveuse) juste aprés le conditionnement, les animaux présentent une
diminution de l'expression de peur face au stimulus conditionnée présenté 48h apres
(Kilpatrick et Cahill, 2003), suggérant I'implication de I'amygdale dans les processus de
consolidation mnésique

D’autres études ont également montré que le conditionnement de peur a I'odeur induisait
une plasticité dans I'amygdale, notamment dans la BLA avec une augmentation de
I’expression du géne précoce C-Fos (marqueur d’activation) (Funk et Amir, 2000). Jones et
collaborateurs (2007) ont également observé une augmentation du géne BDNF (Brain-Derived
Neurotrophic Factor) dans la BLA, qui est un gene tardif impliqué dans la réorganisation des
synapses nécessaires a la plasticité neuronale. De plus, le conditionnement de peur a I'odeur
est associé a des phénomenes de plasticité de la réponse des neurones de I'amygdale, tant au
niveau unitaire (Rosenkranz et Grace, 2002; Motanis et al., 2012) qu’a [I'échelle
populationnelle (Sevelinges et al., 2004).

L'implication de I'amygdale dans le conditionnement de peur a I'odeur semble étre
médiée par la voie glutamatergique (via les récepteurs NMDA) (Walker et al., 2005). En effet,
Hegoburu et collaborateurs ont constaté une augmentation transitoire de glutamate dans
I’'amygdale dés la premiéere association odeur-choc (Hegoburu et al, 2009). Si I’on injecte une
antagoniste des récepteurs NMDA dans le BLA juste avant la premiére association,
I’apprentissage ne se fait pas. (Hegoburu et al., 2014).

b. Muqueuse et bulbe olfactif

Différentes études ont montré que le conditionnement de peur a I'odeur induisait des
modifications dés les niveaux périphériques du systéme. Ainsi, Kaas et al (2013) utilisant une
technique d’imagerie optique chez la souris, ont mis en évidence une facilitation de la réponse
des neurorécepteurs olfactifs des suites de I'apprentissage. Jones et al. (2008) ont montré que
le nombre de neurorécepteurs olfactifs et |a taille des glomérules bulbaires sensibles a I'odeur
apprise sont augmentés des suites d’'un conditionnement de peur a I'odeur chez la souris. Ces
observations ont été confirmées par Dias et Ressler (2014) qui dans une étude
complémentaire ont montré que I'extinction de I'apprentissage initial s"accompagnait d’un
retour a la normale de ces parametres.
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Concernant le bulbe olfactif, des travaux anciens du groupe de Walter Freeman (Bressler,
1988; Freeman et Schneider, 1982) ont montré chez le lapin que I'apprentissage olfactif aversif
induisait des modifications des activités électrophysiologiques type EEG. Plus récemment,
chez la souris anesthésiée, la technique d’imagerie calcique a permis de montrer que
I’apprentissage aversif olfactif induisait une facilitation de la réponse dendritique des
neurones excitateurs (Fletcher, 2012) et des interneurones inhibiteurs (Kass et McGann, 2017)
du bulbe olfactif.

c. Cortex piriforme

Différents travaux ont mis en évidence le réle du cortex piriforme dans le conditionnement
de peur a l'odeur. Ainsi, Barnes et al. (2011) ont enregistré I’activité oscillatoires des neurones
du cortex piriforme chez des rats soumis a un conditionnement de peur a I'odeur puis lors
d’une phase de sommeil post-conditionnement. Ills ont constaté que la puissance de I'activité
oscillatoire générée par la présentation de I'odeur conditionnée augmentait tout au long du
conditionnement, ce qui n’est pas le cas chez un groupe de rat ou seule I'odeur a été présentée
sans association au choc électrique. Récemment, Meissner-Bernard et al. (2019) ont montré,
par une technique de manipulation génétique de C-Fos (« Fos tagging »), que le
conditionnement de peur a I'odeur activait un ensemble de neurones distribués dans le cortex
piriforme chez la souris. Une inactivation de ces neurones altére la récupération de la mémoire
de peur sans perturber les capacités sensorielles des animaux. A l'inverse, la réactivation de
ces neurones diminue le comportement exploratoire de la souris, mimant ce que I'on observe
lors du rappel de la mémoire de peur.

Comme nous I'avons déja décrit au chapitre 2, le cortex piriforme n’est pas homogene en
termes de quantité et de qualité d’afférences regues du bulbe olfactif, ce qui lui confere des
fonctions différentes. Ces différences se retrouvent dans le conditionnement de peur.

Ainsi, Sevelinges et al. (2004) ont mis en évidence une potentialisation du potentiel évoqué
dans le cortex piriforme postérieur (mais pas dans la partie antérieure) 24 h aprés une séance
de conditionnement de peur a I'odeur.

D’autres études utilisant la technique de marquage métabolique au 2-désoxyglucose
arrivent a des résultats similaires : suite a un conditionnement de peur a I'odeur, une
augmentation de marquage 2-désoxyglucose a été constatée dans le cortex piriforme
postérieur mais pas dans le cortex piriforme antérieur (Moriceau et al., 2006; Raineki et al.,
2009 ; Sevelinges et al., 2008).

Hegoburu et al. (2009) ont analysé les fluctuations de glutamate et de GABA dans le cortex
piriforme postérieur au cours d’une session de conditionnement chez le rat. lls ont observé
une augmentation transitoire de glutamate aprés chacune des associations odeur-choc. Dans
une étude complémentaire, les auteurs ont montré que l'injection d’'un antagoniste des
récepteurs NMDA (récepteurs activés par le glutamate et essentiels a la plasticité synaptique)
dans cette structure avant le conditionnement induit une altération de la mémoire a long
terme (mais pas a court terme) de I'association (Hegoburu et al., 2014).
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Certains auteurs ont émis I’hypothese que c’est dans le cortex piriforme postérieur que
serait encodée la valence de I'odeur conditionnée (Sacco et Sacchetti, 2010; Hegoburu et al.,
2014). Ceci permettrait une réponse précoce au stimulus, un peu comme le circuit court
propose par LeDoux (1996) dans le cas d’un stimulus auditif, ou encore visuel (Pessoa et
Adolphs, 2010).

d. Autres structures impliquées

D’autres structures semblent impliquées dans le conditionnement de peur a l'odeur.
Notamment, le cortex périrhinal. En effet, sa lésion induit une diminution de la réponse de
peur lorsque I'odeur conditionnée est présentée seule 24h apreés le conditionnement (Herzog
et Otto, 1997). En revanche, cette |ésion n’affecte pas un apprentissage de peur au son (Sacco
et Saccheti, 2010), ni méme au contexte (Herzog et Otto, 1997).

D’autres études ont montré que le conditionnement de peur a I'odeur induit une plasticité
a des niveaux plus périphériques du systeme olfactif : I'association entre I'odeur et le choc
permet une augmentation spécifique de la réponse des neurorécepteurs a |'‘odeur
conditionnée (Kass et al., 2013), ainsi qu’une augmentation de la taille des glomérules associés
(Jones et al., 2008).

D’autre part, Parsons et Otto (2008) ont montré que par des lésions de I'hippocampe
dorsal, que cette structure était spécifiquement recrutée dans un conditionnement de peur
olfactif non contextuel.

Ainsi, le réseau impliqué dans le conditionnement de peur a I'odeur integre des structures,
dont certaines sont communes a celles de conditionnement de peur au son, qui fonctionnent
en lien les unes avec les autres. L'objectif de mon travail de thése était d’étudier le réseau
impliqué a la fois dans I'expression des réponses de peur (étude 1), mais aussi dans I’encodage
du temps (étude 2) dans le conditionnement de peur a I'odeur. Pour cela, nous avons choisi
d’utiliser une technique qui offre une bonne résolution temporelle, c’est la technique
d’enregistrement électrophysiologique multisite des activités oscillatoires. Ces activités
oscillatoires sont le reflet de la communication intra-structures mais également inter-
structures. Nous allons les introduire dans ce troisieme chapitre.
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CHAPITRE 3 : Les oscillations
cérébrales

"Right Brain" est une expérience scientifique/ visualisation artistique de données utilisant 10
secondes d'enregistrement EEG d'oscillations cérébrales (Alpha, Béta, Gamma et Théta) au
cours de la méditation. La séquence a ensuite été transférée directement en mouvement de
points dans I'espace 3D, chaque point représentant le pouvoir cumulatif de chaque échantillon

des oscillations cérébrales enregistrées.

Pour voir la vidéo associée : https://www.ronentanchum.art/filter/video-art/RIGHT-BRIAN






Comme nous l'avons vu, I'acquisition, la rétention, I'extinction ou encore le rappel
d’'une mémoire de peur impliguent un ensemble de structures cérébrales et donc de
populations neuronales. Mais jusqu’alors, nous n’avons pas abordé la notion de réseau.
Comment ces structures, ces populations neuronales distribuées de fagon plus ou moins
distales dans le cerveau communiquent-elles pour permettre I'exécution des fonctions
cognitives souhaitées ? 1l faut pour cela des mécanismes de codage/communication
suffisamment souples permettant de s’adapter a la complexité des taches et fonctions
cognitives tout en conservant une certaine robustesse, mais également adaptés a la
dynamique temporelle de transfert des informations par les influx nerveux. De nombreux
auteurs ont émis I'’hypothése que l'intégration des sous-ensembles neuronaux en une
assemblée cohérente est déterminée par des périodes transitoires de synchronisation
temporelle fine de I'activité des neurones (voir Singer et Gray, 1995 ; Bressler et Kelso, 2001 ;
Varela et al.,, 2001). Cette assemblée de neurones synchronisés serait alors dans une
configuration optimale pour permettre I'échange d’informations. L’étude de ces activités de
populations neuronales par différentes techniques a permis de mettre en évidence leur
caractére oscillatoire : on parle alors d’oscillations cérébrales.

« It is necessary to study not only parts and processes in isolation, but also to solve the
decisive problems found in the organization and order unifying them, resulting from dynamic
interaction of parts, and making the behavior of parts different when studied in isolation or
within the whole. »

Ludwig von Bertalanffy (1901-1912), Chapitre 2, General System Theory.

I. Quelques généralités
1. Découverte et description/caractérisation des oscillations

Les oscillations cérébrales sont I'un des phénomenes les plus conservés dans |’évolution
des mammiferes et sont présentes dans I’ensemble du regne animal, des centres nerveux des
mollusques constitués de seulement quelques neurones globulaires compactés, jusqu’au
cerveau humain contenant une centaine de milliards de neurones. Ces ondes cérébrales sont
omniprésentes dans le cerveau et les réseaux de neurones sont actifs de maniére permanente
gue ce soit chez les invertébrés comme dans le cerveau humain. Seule exception connue a ce
jour, la pieuvre Octopus vulgaris, dont |'activité électrique cérébrale est similaire a celle des
vertébrés, est le seul animal chez qui les ondes cérébrales présentent des interruptions
transitoires inexplicables : pendant plusieurs minutes, I'activité cérébrale cesse.
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Figure 27 : Chronologie de la découverte des oscillations.

On attribue souvent la description/découverte de ces ondes cérébrales chez I’'Homme au
psychiatre allemand Hans Berger (1929), qui inventa le terme électroencéphalogramme (EEG)
pour qualifier les décharges électriques enregistrées a la surface et dans la profondeur du
cerveau. Toutefois, c’est bien un demi-siecle plut tét, en 1875, que Richard Caton découvre
chez le lapin et le singe une activité électrique oscillatoire spontanée entre deux électrodes
placées a la surface du cortex cérébral, activité qui était modulée par des stimuli sensoriels.
La description de ses enregistrements tenait en 9 phrases, dont la cinquieme était la suivante :

« Feeble currents of varying direction pass through the multiplier when the electrodes are
placed on two points of the external surface, or one electrode on the gray matter, and one on
the surface of the skull. »

Richard Caton, 1875.

Quelques temps apres, en 1891, Adolf Beck ajouta également sa contribution au
développement des connaissances des oscillations en publiant ces découvertes concernant
entre autre les fluctuations électriques spontanées, les potentiels évoqués (= modification de
I'activité électrique du systéeme nerveux en réponse a une stimulation sensorielle extérieure)
ainsi que la désynchronisation des ondes cérébrales.

Mais pourquoi tout cet engouement autour des oscillations cérébrales ? Comme nous
I'avons rapidement décrit, les oscillations cérébrales sont le reflet de I'activité synchrone
d’une assemblée de neurones. Il est aujourd’hui largement admis que la synchronisation des
populations neuronales joue un role important dans I'intégration sensorielle et la cognition
(Engel et al., 2001; Tallon-baudry et al., 2001; Varela et al.,, 2001). En effet, cette
synchronisation favoriserait le transfert d’information entre des groupes de neurones d’une
méme structure ou de plusieurs structures impliquées dans un méme processus (Fries, 2005,
2015) (Figure 28).
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Communicationintra-structure: Communication intra-structure :
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Figure 28 : Synchronisation locale et distale des populations neuronales (adaptée de Varela et al., 2001).

« Cells that fire together, wire together »
Donald Hebb (Portrait 9), 1949

Selon le principe de Hebb, I'activation simultanée de
plusieurs neurones faciliterait la transmission d’information
entre eux, ce qui permettrait le renforcement de leurs contacts
synaptiques et donc la création de circuits de mémoire. Cela se
comprend facilement : si I'activité des neurones convergeant sur
une méme synapse est synchrone, la probabilité de déclencher

un potentiel post-synaptique, et donc de conduire a des Portrait 9 : Donald Hebb
processus de plasticité synaptique, est plus importante (Salinas (1904-1985)

et Sejnowski, 2001). A l'inverse, si les décharges neuronales sont

désynchronisées, il y a moins de chance qu’un potentiel post-synaptique soit déclenché, et
donc que les connexions synaptiques soient modifiées. On constate alors ici les enjeux de la
synchronisation des activités neuronales. On peut d’ailleurs noter que des perturbations des
activités oscillatoires cérébrales ont été associées a différents troubles mentaux comme la

schizophrénie et la maladie de Parkinson (Schnitzler et Gross, 2005).

On classe communément les oscillations en fonction de leur fréquence, qui varie dans
une tres large gamme (1-120Hz). Si I'on imagine ces ondes comme des notes de musique, les
ondes basses fréquences ressembleraient a un tambour trés pénétrant/englobant et chaud,
alors que les ondes hautes fréquence ressembleraient davantage a une flite aigue et
lancinante. A I'image d’une symphonie, les fréquences hautes et les fréquences basses se lient
les unes aux autres par des harmoniques. A I’heure actuelle, différentes bandes de fréquence
sont décrites dans la littérature méme si la communauté scientifique ne s’accorde pas encore
parfaitement sur la définition de ces bandes qui varie selon la région du cerveau concerné,
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I'espece et méme la tache comportementale effectuée. On doit d’ailleurs la nomenclature
utilisée pour définir ces diférentes bandes de fréquence a Hans Berger. Nous présenterons ici
le découpage fréquentiel majoritairement utilisé dans les études chez le rongeur, et les
différents états cognitifs et comportementaux dans lesquels les différentes fréquences ont
été observées (Engel et al., 2001; Tallon-baudry et Bertrand, 1999). De facon générale, il a été
proposé que les fréquences oscillatoires rapides/hautes jouent un réle dans le traitement de
I'information a une échelle locale, alors que les fréquences oscillatoires lentes/basses seraient
particulierement adaptées pour la communication a longue portée entre des structures
éloignées (Gloveli et al., 2005).

Lent Fréquence (Hz) Rapide
>

Delta Théta Béta Gamma
4-12 12-25 25-100

1-4
SNV i

® Exploration| @ Traitement

® Perception sensorielle

e Sommeil |q Flairage moteur -
profond  |e Sommeil e Perception ° Att}ent|.on
paradoxal sensorielle ® Mémoire

Figure 29: Classification des oscillations chez le rongeur.

De facon tres schématique (Figure 29), les oscillations de basse fréquence delta (0.5-4
Hz) sont associées aux phases de sommeil profond. Les ondes théta (4-12 Hz) sont observées
principalement dans les structures limbiques (en particulier I'hippocampe) lors de
comportements d’exploration incluant le flairage et les mouvements des vibrisses
(Vanderwolf, 1969 ; Buszaki, 2002) ainsi que pendant le sommeil paradoxal. Les oscillations
de haute fréquence béta (15-30 Hz) et gamma (30-100 Hz) sont spécifiques de I'état d’éveil et
sont corrélées a des niveaux attentionnels élevés (pour revue voir Uhlhaas et al., 2008). Par
exemple, les oscillations béta présentes au niveau des régions frontales s’observent en
période d’éveil actif ou lors d’'un état de concentration intense ou d’'un état émotionnel
exagéré, et les oscillations gamma sont impliquées dans les phénomenes d’attention et de
liage perceptif (e.g., représentation des objets; Tallon-Baudry et Bertrand, 1999). Ces
oscillations gamma, de par leur dynamique temporelle rapide permettent de coordonner de
facon précise la réponse unitaire au sein méme d’une structure, mais également entre les
structures (Buzsaki et Wang, 2012; Lisman et Jensen, 2013).

Une propriété importante des oscillations lentes est qu’elles sont capables d’organiser les
rythmes rapides (Heck et al., 2017; Tort et al., 2018). Les interactions entre ces différents
oscillateurs sont souvent hiérarchiques. En effet la phase des oscillations lentes module la
puissance des oscillations rapides, c’est ce que I'on appelle le couplage cross-fréquentiel
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(Sauseng et Klimesch, 2008; Hyafil et al., 2015) et qui est classiguement observé entre les
oscillations théta et gamma (Lisman et Jensen, 2013). Nous illustrerons des cas particuliers
dans les prochains paragraphes.

2. Analyse des oscillations
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Figure 30 : Le potentiel de champ local. A) Représentation schématique de I'enregistrement des LFP (adaptée de
Varela et al., 2001). B) Tracé brut obtenu par cet enregistrement (données personnelles). C) Les activités
électriques (excitatrices ou inhibitrices, circulant en sens inverse) engendrent des courants électriques qui
circulent en boucles fermées a l'intérieur et a I'extérieur du neurone. Le signal mesuré est la combinaison des
activités de milliers de neurones, en fonction de la position et de I'orientation des cellules (adaptée de Freeman,
1991).

Une des techniques qui permet d’étudier ces oscillations est I'enregistrement de
potentiels de champs locaux (Local Field Potential, LFP) grace a une électrode implantée dans
une structure cible du cerveau (Figure 30A). L’électrode enregistre alors I’activité globale de
la population de neurones autour de sa pointe, et le signal LFP résultant correspond a la
somme de l'activité synchrone des neurones au sein de cette population (Figure 30B et C).
Plus précisement, cette activité globale enregistrée resulterait de la combinaison des
potentiels synaptiques, des repolarisations du soma (corps cellulaire du neurone) et des
dendrites, et des activités oscillatoires des membranes des neurones.

Le champ mesuré est une combinaison non linéaire de ces énergies électriques,
dépendant de la topologie de la zone enregistrée. Le nombre de neurones participant a ce
signal dépend également de la structure cérébrale enregistrée ainsi que de I'impédance de
I’électrode. Ce nombre peut varier de 100 a 10000 neurones (Kay et al., 2014). Nous ne
débattrons pas ici sur la question concernant le lien qui unit les oscillations du LFP et la
synchronie des neurones (c’est-a-dire la question de qui est a I'origine de qui), nous admettons
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simplement le fait que I'un est indissociable de I'autre (Engel et Singer, 2001) et qu’a ce titre,
I’exploration des LFP oscillatoires nous permet de tester différents parametres (Figure 31) :

- L'observation d’une activité oscillatoire dans une bande de fréquence donnée, ou bien
I’augmentation de la puissance de cette oscillation (pour revue voir Tallon-Baudry et
Bertrand, 1999) indique I'existence d’'une meilleure coopération cellulaire dans une
structure cérébrale donnée. Il faut noter que cette augmentation de
puissance/amplitude peut également signaler, au-dela d’'une augmentation de la
coopération cellulaire, une augmentation du nombre de neurones qui participent au
réseau (Eeckman et Freeman, 1990; Litaudon et al., 2008; Schoppa, 2006).

- Si deux structures oscillent a la méme fréguence au méme moment, la mesure de la
cohérence de phase de leur activité oscillatoire permet de tester I'existence d’un
couplage fonctionnel entre deux structures (Bressler et Kelso, 2001 ; Varela et al.,
2001). Une cohérénce de valeur 0 indique une indépendane entre les signaux, une
valeur de 1 refléte une relation linéaire.
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Figure 31 : Résumé des méthodes de traitement du signal.
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Comme nous I'avons mentionné un peu plus haut, la synchronisation oscillatoire est
observée dans tous les systemes sensoriels, dans le systeme moteur, dans les structures
associatives et de mémoire et ce chez différentes especes animales : oiseaux, rongeurs,
primates, Homme ... (pour revue voir Engel et al., 2001). Nous allons entrer un peu plus en
détail dans les deux parties suivantes, sur les oscillations et leur réle dans le systeme olfactif
d’une part et dans le conditionnement de peur d’autre part. Nous aborderons également le
role du rythme respiratoire sur les rythmes cérébraux.

II. Les oscillations dans le systeme olfactif et le role clé
du rythme respiratoire

Trois bandes de fréquences principales ont été identifiées comme ayant un réle
fonctionnel significatif dans le traitement olfactif chez les rongeurs : le théta, le béta et le
gamma (pour revue voir Kay, 2014 ; Martin et Ravel, 2014). Ces différentes bandes sont
associées a des comportements donnés et interagissent entre elles. Par exemple, le théta suit
et représente le rythme respiratoire au niveau du bulbe olfactif. Les oscillations béta sont
présentes lors de I'apprentissage et la sensibilisation aux odeurs. Enfin, les oscillations gamma
guant a elles sont associées au traitement local des odeurs.

1. Le rythme théta et la respiration

Comme nous I'avons décrit dans le chapitre 2, I’échantillonnage des odeurs se fait de fagcon
rythmée au travers de la respiration : les molécules odorantes arrivent sur la muqueuse
olfactive lors de linspiration et en sont évacuées lors de I’expiration. De cette stimulation
rythmée des neurorécepteurs a la périphérie, découle une activité oscillatoire calée sur le
rythme respiratoire dans le bulbe olfactif (Figure 32). Ces oscillations ont été nommées
oscillations théta en référence au théta hippocampique avec lequel elles ont des bandes de
fréquence recouvrantes (4-12Hz). Cependant, un nombre croissant d’auteurs parlent plutot
de rythme théta respiratoire puisque la plupart du temps ces oscillations suivent le rythme
respiratoire (Kay et al., 2009). Plusieurs travaux réalisés notamment dans I’équipe, ont montré
qgue l'activité de décharge des cellules mitrales du bulbe olfactif est organisée selon les
différentes phases du cycle respiratoire (pour revue voir Buonviso, 2006) et que I'arrivée d’'une
odeur induit une réorganisation temporelle de cette décharge.

En 1942, Lord Adrian décrivant les activités oscillatoires dans le BO du hérisson anesthésié,
constata que cette activité était observée non seulement en présence d’une odeur, mais aussi
en I'absence d’odeur (a I'appréciation du nez humain). Il proposa alors I'idée que ces activités
étaient causées par une stimulation mécanique uniforme lors de I'inspiration, c’est-a-dire que
cette activité serait générée par l'air entrant dans la cavité nasale. Cette hypothése a été
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confirmée dans plusieurs études par la suite et confortée par la découverte de la
mécanosensibilité des neurorécepteurs olfactifs (Grosmaitre et al, 2007).

Le bulbe olfactif n’est pas la seule région olfactive ou I'on peut trouver des activités
oscillatoires en lien avec la respiration, on en retrouve également dans des structures en aval
du BO comme le cortex piriforme (Litaudon et al., 2003 ; Fontanini et al., 2003; Fontanini et
Bower, 2005), le tubercule olfactif (Carlson et al., 2014) et le thalamus médiodorsal (Courtiol
et Wilson, 2016).

Par exemple, dans le cortex piriforme, I'activité neuronale est fortement influencée par la
respiration (Litaudon et al., 2003). De plus, on peut observer une nette distinction entre la
partie antérieure et postérieure du cortex piriforme. Dans la partie antérieure, on observe une
synchronisation de phase entre les neurones corticaux et la respiration, qui est similaire a celle
observée pour le bulbe olfactif. En revanche, pour la partie postérieure, cette synchronisation
ne se fait pas au méme moment de la phase du cycle respiratoire que ce que I'on observe avec
le BO. Cette synchronisation de phase pourrait jouer un réle dans le codage de la qualité et de
I'intensité de I'odeur (Spors et Grinvald, 2002).
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Figure 32 : Modulation des activités oscillatoires du bulbe olfactif par la respiration. Représentation du signal
brut LFP du bulbe olfactif (tracé noir) et de la carte temps fréquence correspondante. Le signal brut LFP suit
l'oscillation de la respiraiton (tracé blanc). Les oscillations rapides béta et gamma se greffent a des instant
particuliers du cycle du théta respiratoire (Adaptée de Cenier et al., 2008).

2. Les rythmes béta et gamma

Les oscillations gamma dans le systeme olfactif ont été abondamment étudiées par le
groupe de Walter Freeman (Freeman et Schneider,1982; Eeckman et Freeman, 1990) dont les
travaux ont montré que I'amplitude de ces oscillations augmente lorsque I'animal est dans un
état attentionnel élevé. A l'inverse, lors de I'échantillonnage d’une odeur, I'amplitude des
oscillations gamma diminue, que I'odeur ait ou non une valeur comportementale pour
I'animal, et que celle-ci soit innée ou apprise (Gray et Skinner, 1988b). Cette diminution
d’activité gamma est généralement remplacée par I'’émergence d’une activité dans la bande
béta pendant I’échantillonnage de I'odeur, dans le bulbe olfactif (Martin et al, 2004b ; Lowry
et Kay 2007) et dans le cortex piriforme (Martin et al, 2006).
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Plusieurs études réalisées essentiellement sur I'animal anesthésié, ont montré que les
activités rapides béta et gamma dans le systéeme olfactif étaient modulées par le rythme
respiratoire (pour revue voir Buonviso et al, 2006). Ainsi, Buonviso et al. (2003) ont montré
gue dans le bulbe olfactif, les bouffées de gamma émergeaient au moment de la transition
entre inspiration et expiration. Ces résultats ont été confirmés plus tard par Cenier et al.
(2009) qui ont montrés que les rythmes gamma et béta induits dans le bulbe olfactif en
réponse a une odeur se produisent de facon alternée pendant le cycle respiratoire (Figure 32).
Rojas-Libano et al. (2014) ont également trouvé un fort couplage phase—amplitude entre le
théta respiratoire dans le bulbe olfactif et le gamma (40-100Hz), c’est-a-dire que I"'amplitude
du gamma était synchronisée sur la phase du théta respiratoire.

III. Oscillations et respiration : un lien au-dela des
structures olfactives

Longtemps cet entrainement des oscillations par la respiration a été considéré comme
étant restreint aux aires olfactives, mais récemment plusieurs études ont pu mettre en
évidence que les régions olfactives ne sont pas les seules ou I'on peut constater cette
modulation respiratoire (Tableau 1).

Structure cérébrale Auteur et date
Lockmann et al., 2016 ; Lockman et Tort,
Hippocampe 2018 ; Yanovsky et al., 2014 ; Nguyen et al.,
2016
Cortex pariétal Zhong, et al., 2017
Cortex somatosensoriel Ito et al., 2014

Lockmann et al., 2016 ; Lockman et Tort,
2018 ; Zhong et al., 2017 ; Biskamp et al.,

Cort sfrontal
ortex préfronta 2017 ; Moberly et al., 2018 ; Bagur et al.,

2018
Thalamus Courtiol et al., 2016 ; Karalis et Sirota, 2018
Noyau accumbens Karalis et Sirota, 2018
Cortex orbitofrontal Koszeghy et al., 2018
Amygdale Tort et al.,, 2018a ; Karalis et Sirota, 2018
Cortex entorhinal latéral Tort et al., 2018

Tableau 1 : Structures cérébrales non olfactives modulées par la respiration

Comme cela a été observé dans les aires olfactives, le rythme théta respiratoire module
également la puissance des activités oscillatoires plus rapides dans des régions cérébrales non
olfactives. Par exemple, le rythme respiratoire module la puissance des oscillations gamma
dans le cortex en tonneau ainsi que le cortex préfrontal (Ito et al., 2014; Biskamp et al., 2017).
Par ailleurs, Lockman et al (2018) ont montré sur le rat anesthésié, que le rythme respiratoire
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(mais pas le rythme théta) module I'amplitude des oscillations béta dans le bulbe olfactif et
I’"hippocampe.

La respiration n’est donc plus a considérer seulement comme un moyen de fournir de
I’oxygéne a I'organisme, mais également comme un moyen moduler un rythme lent cérébral
susceptible de faciliter la coordination des activités neuronales entre des aires cérébrales
distantes et de moduler les processus cognitifs sous-jacents (pour une revue récente, voir Tort
et al, 2018b; Heck et al, 2017) (Figure 33 pour une vue d’ensemble).

Centres

RC : respiratoires

OSN ,
(épithélium olfactif) &

Flux d’air

Figure 33 : La respiration nasale entraine les rythmes cérébraux des régions cérébrales olfactives et non olfactives.
La respiration est détectée par les neurones olfactifs sensoriels mécanosensibles (OSN) de I’épithélium olfactif et
propagée aux zones olfactives comme le bulbe olfactif (BO), le noyau olfactif antérieur (AON), le cortex piriforme
(Pir) et 'amygdale (Am). Ce signal respiratoire est également propagé dans des régions non olfactives comme le
cortex préfrontal prélimbique (PL), le cortex en tonneaux (BC) et le gyrus denté de I’hippocampe (DG). Certaines
de ces régions communiquent a leur tour avec des structures du mésencéphale (comme la substance grise
périaqueducale (PAG)) ou les centres respiratoires du tronc cérébral (sortie motrice). Les connections réciproques
ainsi que toutes les structures pour lesquelles la littérature montre un entrainement par la respiration n’ont pas
été représentées par soucis de clarté.
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IV. Oscillations et conditionnement de peur

Dans le chapitre 2 nous avons décrit le réseau impliqué dans le conditionnement de peur,
voyons maintenant comment les activités oscillatoires sont modifiées au sein de ce réseau
pendant les différentes phases du conditionnement de peur (Figure 34 pour bilan).

1. Theéeta

Différentes études ont montré que I'acquisition et I'expression de la peur implique une
synchronisation de I'activité théta dans 'amygdale basolatérale, le cortex préfrontal médian
et I'hippocampe. Paré et Collins (2000) ont montré chez le chat que pendant I'anticipation
d’un stimulus nociceptif la réponse des neurones de I'amygdale latérale augmente, ainsi que
la synchronisation de leur décharge sur le rythme théta. Ces observations ont été confirmées
chez d’autres espéces et étendues a un réseau plus large. Ainsi, Popa et al (2010) ont montré
chez le rat que les performances des animaux lors du rappel d’'une mémoire de peur sont
corrélées au niveau de cohérence dans la bande théta entre 'amygdale, le cortex préfrontal
et I'"hippocampe pendant la période de sommeil paradoxal qui suit le conditionnement,
suggérant un réle des oscillations théta dans la consolidation de la mémoire de peur. Chez la
souris, on observe également une augmentation de la synchronisation dans la bande théta
entre I'hippocampe (CA1) et I'amygdale latérale pendant la consolidation et le rappel de
souvenirs de peur (Seidenbecher et al., 2003 ; Narayanan et al., 2007). Chez les primates, il a
été constaté une augmentation de la puissance dans la bande théta dans I'amygdale et le
cortex cingulaire antérieur lors de I'exposition a un stimulus aversif, ainsi qu’une
augmentation de la cohérence dans la bande théta entre ces deux structures (Taub et al.,
2018). Al'inverse de ce qui est observé pour I'acquisition ou le rappel d’'une mémoire de peur,
I’extinction de la réponse de peur s’accompagne d’une diminution de la synchronisation dans
la bande théta dans le réseau amygdale-cortex préfrontal-hippocampe (Lesting et al, 2011).

Des données récentes sont apparues dans la littérature et ont mis en évidence le role
d’une oscillation, dont la fréquence est centrée sur 4Hz, dans I'expression de la peur. Karalis
et al (2016) ont montré que lorsque la souris exprime un comportement de peur, en
I’occurrence du freezing, une oscillation a 4Hz est générée dans le circuit amygdalo-préfrontal
et coincide temporellement avec le comportement de freezing. Fait intéressant, cette
oscillation prédit le début et la fin de chaque épisode de freezing, et synchronise les circuits
préfrontaux-amygdaliens. Les auteurs ont par ailleurs montré que si I'on induisait par
optogénétique des oscillations a 4Hz dans le cortex préfrontal, cela déclenchait une réponse
de peur ainsi qu’une synchronisation de 'activité entre I'amygdale et le cortex préfrontal. A la
suite de ces travaux et du débat récent concernant le réle de la respiration sur les rythmes
cérébraux (décrits dans le Il et Il de ce chapitre), Moberly et al (2018) ont fait I'hypothese que
I’oscillation a 4Hz observée dans le mPFC était sous la dépendance du rythme respiratoire. En
effet lorsque la souris a peur, son rythme respiratoire se stabilise autour de 4Hz, une
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observation qui confirme ce qui a été montré chez le rat dans notre équipe (Hegoburu et al,
2011). Les auteurs de cette étude ont montré que les oscillations a 4Hz dans le mPFC étaient
corrélées avec le rythme respiratoire ainsi qu’avec I'activité du bulbe olfactif. De plus la
suppression des afférences olfactives au cortex prélimbique réduit significativement
I'oscillation a 4Hz, suggérant que cette derniere est dépendante de l'input olfactif. Cette
hypothése a été confirmée par une étude récente de Bagur et al (2018) qui ont utilisé la
technique d’optogénétique sur des souris génétiguement modifiées pour perturber
I'oscillation a 4Hz dans le bulbe olfactif et la remplacer par une oscillation a 13Hz. Cette
perturbation a eu pour conséquence de diminuer spécifiquement le maintien de la réponse
de peur des animaux, sans en altérer l'initiation. Les auteurs ont également fait des
stimulations du bulbe olfactif par optogénétique a différentes fréquences et enregistré les
signaux LFP induits dans le mPFC. Les résultats montrent que I'amplitude des signaux recueillis
est maximale pour une stimulation a 4Hz.

2. Gamma

Le rble des oscillations gamma dans la mémoire émotionnelle a surtout été étudié chez
I'Homme (pour revue voir Headley et Paré, 2013) chez qui il a été montré que les stimuli
émotionnels, particulierement ceux de valence négative, induisent de robustes oscillations
gamma (Luo et al, 2007 ; Oya et al, 2002), méme lorsqu’ils sont présentés de fagon subliminale
(Luo et al, 2009).

Chez I'animal, il y a assez peu de données sur le role des oscillations gamma dans les
mémoires de peur. Chez la souris, Courtin et al. (2014) ont montré une augmentation de
I'activité oscillatoire dans la bande gamma dans I'amygdale suite a un conditionnement de
peur. De plus, la persistance de ces oscillations gamma pendant la procédure d’extinction est
un bon prédicteur du recouvrement spontané de la peur a long-terme. Fenton et al (2016)
ont observé que l'activité gamma dans le cortex préfrontal est plus élevé chez les souris
femelles qui présentent une forte réponse de peur apprise dans un conditionnement de peur
au son. Dans le méme type de conditionnement, Headley et Weinberger (2011) ont montré
gue la puissance de l'oscillation gamma induite dans le cortex auditif primaire, en réponse au
son associé au choc, pouvait prédire les performances de I'animal lors d’un test de rappel a
24h. De plus, dans cette méme région, lors de la présentation du stimulus sonore, on constate
une synchronisation de I'activité unitaire en phase avec les oscillations gamma.

3. Couplage théta-gamma

Comme décrit dans le précedemment pour les oscillations dans le systeme olfactif, des
interactions entre les bandes de fréquences théta et gamma dans le conditionnement de peur
ont également été rapportées. Ainsi, dans une premiére étude utilisant un conditionnement
de peur discriminatif dans lequel des souris regcoivent un son qui prédit I'arrivée un choc (c’est
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le stimulus « danger ») ou un autre son qui n’est pas associé a un choc (c’est le stimulus
« sécurité »), Likhtik et al. (2014) ont mis en évidence une augmentation de la synchronisation
dans la bande théta entre le mPFC et la BLA chez les animaux qui réussissent cette tache et
font la différence entre danger et « sécurité ». Dans I'étude suivante, le méme groupe a
montré que dans la BLA les oscillations gamma lentes (40-70Hz) et rapides (70-120Hz) étaient
couplées a des phases distinctes de I'oscillation théta (Stujenske et al ; 2014). lls ont observé
que lors de I'expression d’'un comportement de peur (situation « danger »), c’est le couplage
théta-gamma rapide qui est augmenté, alors méme que la puissance dans la bande de
fréguence gamma rapide est réduite. A I'inverse, pendant les périodes de « sécurité », une
augmentation de la puissance dans la bande de fréquence gamma rapide, ainsi qu’un fort
couplage mPFC théta-BLA gamma est observé.

Danger Sécurité

G
D . o =
gamma ¢ 1

mPFC

BLA

Figure 34: Les oscillations au sein du réseau hippocampe (CA1)-cortex préfrontal (mPFC)-amygdale(BLA). A
gauche : Face a un stimulus prédisant un choc électrique il y a une augmentation de la cohérence et de la
puissance dans la bande théta au sein du réseau. Dans cette situation, la puissance en gamma rapide (fast
gamma : 70-120Hz) est faible mais calé sur le cycle du théta. Une oscillations 4Hz émergeant du cortex préfrontal
synchronise cette structure avec I'amygdale durant les périodes de freezing. A droite : Face a un stimulus associé
a I'absence de choc électrique il y a une augmentation de la puissance en gamma rapide dans les 3 structures
(Bocchio et al., 2017).
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La premiére partie de ce travail de these est consacrée a I'étude de l'impact de
I’émission des vocalisations ultrasoniques sur les activités oscillatoires dans le circuit neuronal
de la peur, en lien avec la respiration et le comportement de I'animal.

Lorsque le rat est face a une situation riche émotionnellement, il émet des
vocalisations, qui présentent des caractéristiques différentes selon la valence émotionnelle.
Ainsi, dans une situation aversive, différentes réponses de défense sont exprimées, I'une
d’entre elles étant I'émission de vocalisations ultrasoniques a 22kHz qui se produisent
préférentiellement lorsque I'animal exprime un comportement de freezing. A partir de
maintenant nous désignerons ces vocalisations sous le terme d’USV (du terme anglais
UltraSonic Vocalizations). Ces USV sont inaudibles a I'oreille humaine, et leur étude nécessite
I'utilisation d’'un équipement spécialisé. De ce fait la plupart des travaux concernant la
neurobiologie de la mémoire émotionnelle ne mesurent pas cet indice, lui privilégiant la
mesure du freezing, plus facilement accessible. Au cours de mon travail de thése qui était
basé sur I'enregistrement électrophysiologique multisite des activités oscillatoires dans le
réseau de la mémoire de peur, nous avons observé de facon fortuite que I'’émission de ces
USV avait un impact sur les activités oscillatoires enregistrées (Figure 35). Cela m’a amenée a
m’intéresser dans un premier temps a cette question trés peu étudiée dans la littérature, a
savoir : que se passe-t-il dans le réseau de la mémoire de peur lorsque I'animal émet des USV ?
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Figure 35: Exemple d’enregistrement au cours d’une séance de conditionnement. Les tracés individuels
représentent, depuis le haut, les USV, le signal LFP brut enregistré dans le cortex piriforme et la carte temps-
fréquence correspondante (en ordonnée la fréquence du signal LFP, en abscisse le temps en millisecondes). La
puissance du signal LFP est représentée en utilisant une échelle de couleur allant du bleu au rouge a mesure que
la puissance augmente. Les lignes pleines rouges verticales représentent la transition entre I’expiration et
I'inspiration, alors que celles en pointillées représentent la transition entre I'inspiration et I'expiration.

Avant de présenter les résultats de cette étude, nous allons voir dans les prochains
paragraphes, par quels organes ces ultrasons sont générés, quelles sont leurs principales
caractéristiques acoustiques, dans quels contextes environnementaux ils sont émis, et quelles
pourraient étre leurs fonctions.
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I. Lesorganes de production des USV
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Figure 36 : Coupe sagittale des voies respiratoires supérieures du rat. Abréviations : Br : Bronches, BTo : Base de
la langue, Cr : Cartilage cricoide du larynx, Ep : Epiglotte, Eu : ouverture des tubes d’Eustache, HP : Palais, In :
choanes (orifices postérieurs internes des cavités nasales), Lar : Larynx, NC : Cavité Nasale, NPh : Nasopharynx,
Oe : OEsophage, Oph : Orthopharynx, SP : Voile du palais, Tr : Trachée, VF : Cordes vocales (Brudzynski et Fletcher,
2010). B. Anatomie détaillée du larynx (Page wikipédia du larynx).

Rappelons brievement le mécanisme d’émission de vocalisations audibles chez le rat,
qui se rapproche du mécanisme de production de la parole chez 'Homme. Ces vocalisations
sont produites lors de I'expiration, par vibration des cordes vocales au contact de I'air éjecté
des poumons. On peut distinguer 3 acteurs majeurs : le larynx (Figure 36), les cordes vocales
et la respiration.

Lorsqu’une vocalisation doit étre émise, les cordes vocales se rapprochent, I’air venant
des poumons s’accumule dans la partie inférieure du larynx (la glotte), entrainant ainsi une
surpression sous-glottique (Figure 37A). Quand cette surpression atteint un seuil, les cordes
vocales s’entrouvrent, I'air est alors libéré dans la partie supérieure du larynx (Figure 37B), les
cordes vocales se referment (Figure 37C), et ainsi de suite. L’air qui est ainsi expulsé, forme un
son. L'ouverture des cordes vocales peut étre modulée pour laisser échapper I'air plus ou
moins rapidement, modulant ainsi la fréquence du son émis.

&= s
. P

Figure 37 : Modification de la pression sous- et sup-glottale engendrée par les vibrations des cordes vocales. A)
augmentation de la pression sous-glottale. B) Libération de I’air pressurisé dans la partie sup-glottale et
diminution de la pression dans la partie sous-glottale. C) Ré-augmentation de la pression sous-glottale (Finck et
Lejeune, 2010, 433).

B
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Qu’en est-il de la production des USV ? Si les acteurs sont les mémes que ceux impliqués
dans la production des vocalisations audibles, les mécanismes fins sont différents. Ainsi, il
semble que la vibration des cordes vocales ne soit pas le mécanisme de base de la production
des USV. En effet, Sanders et al (2001) ont réalisé une expérience au cours de laquelle ils ont
stimulé la substance grise périaqueducale pour induire des USV sur I'animal anesthésié, et ils
ont observé que les cordes vocales ne vibraient pas lorsque les USV étaient induits. Les USV
seraient plutot générés par un mécanisme de sifflet dans le larynx. Différentes études ont
démontré I'implication du larynx dans la production des USV en sectionnant le nerf laryngé
chez le rat adulte (Roberts, 1975 ; Wetzel, 1980), ce qui a comme conséquence d’empécher
leur production. De méme, la mesure de I'activité des muscles au niveau du larynx démontre
gue ceux-ci sont actifs lors de I’émission d’USV (Riede 2011). Une constriction du larynx est
également observée par endoscopie chez des rats anesthésiés produisant des USV grace a une
stimulation de la substance grise périaqueducale (Sanders et al., 2001). Cette étude a été
complétée par Johnson et al. (2010) qui ont utilisé un modéle de larynx excisé avec différents
degrés de fermeture des cordes vocales pour montrer que le larynx de rat était capable de
produire toute la gamme des ultrasons rapportés in vivo. On peut noter que le larynx est déja
innervé et fonctionnel a la naissance et qu’il va continuer de se développer jusqu’al’age adulte
(Alli et al, 2013). Ceci est un autre argument en faveur de I'implication de ces organes dans
I’émission des USV qui sont déja présents chez le raton.

II. Lelien étroit avecla respiration

Comme c’est le cas pour la production de la parole chez 'homme ou I'émission de
vocalisations audibles chez I'animal, il y a un lien tres étroit entre la production d’USV et la
respiration, qui fournit un flux d’air nécessaire a la genéese d’ultrasons par les organes vocaux.

En placant une thermistance juste devant les narines de I'lanimal, Robert (1972) montra
que les USV du rat étaient émis de maniéere quasi exclusive lors de la phase expiration du cycle
respiratoire, c’est-a-dire lorsque I'air est expulsé des poumons. Riede (2011) observa les
mémes résultats en effectuant des mesures de la pression dans la trachée d’un rat adulte
vigile qui émet des USV. Il montra que la pression sous glottique était plus élevée pendant
I’émission du son que pendant les « expirations silencieuses » (sans USV). La variation de cette
pression sous-glottique (entre 0.5 et 2.5kPa chez le rat) permet la modulation de la fréquence
d’émission des USV. Par des mesures du flux d’air respiratoire grace a un capteur de pression
implanté dans la cavité nasale de I'animal, Sirotin et al. (2014) observent que pendant
I’émission d’USV, la pression dans cette cavité est proche de la pression atmosphérique (et
donc un flux d’air tres faible), puis qu’ensuite, cette pression augmentait pendant |’expiration
silencieuse (indiquant un flux d’air plus intense). Le flux d’air extrémement faible observé peut
méme étre un bon indice de la présence d’USV (Sirotin et al., 2014). Hegoburu et al., (2011)
(et plus tard Assini et al., 2013) ont par ailleurs pu observer une corrélation forte entre la
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durée de I'expiration et celle de I’'USV 22Hz associé (Figure 38), suggérant ainsi une contrainte
du cycle respiratoire par I'USV qui force I'allongement de la phase expiratoire. La durée de
I’expiration a cependant une limite physiologique, et de ce fait, la longueur de I’'USV émis est
a son tour limitée par les parametres de la respiration.

Certaines études montrent également que I’émission d’USV s’accompagne de la variation
d’autres parametres physiologiques que la respiration, comme une augmentation du rythme
cardiaque et de la pression sanguine (Frysztak et Neafsey, 1991; Antoniadis et McDonald,
1999; Walker et Carrive, 2003).
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Figure 38 : Lien entre respiration et USV. A. Exemple de respiration (en bas) observée au cours de I’émission d’USV
(spectrogramme de fréquence en haut). B. Corrélation entre la durée des USV et celle de I’expiration associée
(Hegoburu et al., 2011).
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III. Les différents types d'USV

Le mécanisme de sifflet a I'origine de la production des USV permet de couvrir une large
gamme d’ultrasons grace aux différents parametres modulables décrits précédemment. Tout
au long de sa vie, depuis les premiers jours apres la naissance jusqu’a I’age adulte, le rat émet
des USV. On distingue classiquement trois classes d’USV qui dépendent de I’age de I'animal et
du contexte environnemental et émotionnel (pour revue, voir Portfors, 2007 ; Brudzynski,
2013). La premiere concerne les USV observés chez le raton, notamment lorsqu’ils sont isolés
de leur mere. On parle d’USV d’isolement. lls sont émis dans la gamme de fréquence de 30-
65 kHz (Hofer, 1996). Les deux autres catégories sont observées chez le rat juvénile et adulte
et sont définies classiqguement comme les USV 22kHz et les USV 50kHz. Nous allons nous
intéresser plus précisément a ces deux dernieres catégories (voir Figure 39 pour une
classification générale).

1. USV 22KkHz: vocalisations de détresse

Ces USV ont une fréquence qui oscille entre 20 et 35KHz (Blanchard et al., 1992 ; Sales,
1972) et qui est trés peu modulée : elle varie seulement de 1 a 6kHz pour un méme individu.
La durée d’une vocalisation est trés variable puisqu’elle se situe entre 20 et 3400ms. Cette
large gamme de durée a conduit a établir une distinction entre les USV courts et les longs. Les
USV courts, de 20 a 300ms, se produisent souvent juste apres I'émission d’USV longs
suggérant ainsi qu’ils ont pour réle de moduler la signification des USV longs (Brudzynski,
1994). Les USV longs quant a eux durent de 300 ms a plus de 3000ms et leur fréquence oscille
entre 20 et 23kH, avec des pics observés a 30kHz (Brudzynski, 1993).

Les contextes dans lesquels les USV 22kHz sont émis laissent penser que ces vocalisations
sont le reflet d’un état émotionnel négatif chez I'lanimal. Différentes études ont confirmé cette
hypothése. Par exemple, en présence d’un prédateur (Blanchard et al. 1990), d’'un congénére
agressif (Brudzynski et Ociepa, 1992 ; Vivian et Miczek, 1993) ou dans un état de manque lié
au sevrage de drogue (Vivian et al, 1994). Les USV 22kHz sont aussi émis lorsque le rat est
confronté a un stimulus aversif inévitable comme par exemple un choc électrique (Borta et al,
2006) ou au contexte dans lequel ce choc a été délivré. Dans ce dernier cas, le rat a associé le
contexte au stimulus aversif et percoit alors cet environnement comme menagant, ce qui le
conduit a émettre des USV par anticipation (Simola, 2015). Par ailleurs, I'injection systémique
d’anxiolytiques tels que des benzodiazépines ou des agonistes des récepteurs a la sérotonine
(5HT1A), diminuent la quantité d’USV émise par le rat en réponse a un conditionnement de
peur ou une situation stressante (Cuomo et al., 1988; Jelen et al., 2003). Parallelement, des
drogues anxiogenes peuvent augmenter la quantité d’USV a 22 kHz émise (Jelen et al. 2003).
Le taux de vocalisations a 22kHz serait positivement corrélé a l'intensité de la stimulation
aversive du choc électrique délivré (Wohr et al., 2005 ; Hegoburu et al., 2011) et a la réponse
de peur mesurée par le freezing (Choi et Brown, 2003).
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Aussi, on constate que les USV 22kHz sont émis principalement lorsque le rat montre un
comportement de freezing (Brudzynski et al, 1993). En effet, la constriction des cordes vocales
dans le mécanisme du sifflet serait facilitée lors du freezing. Walker et Carrive (2003)
suggerent que I'immobilisation du thorax est nécessaire pour la production d’USV. Cette
immobilisation est une composante a part entiére de la posture du freezing qui permet la
stabilisation a la fois des parties inférieures et supérieures du tronc. Cependant, Boulanger-
Bertolus et al. (2017) ont montré que bien que la production d’USV 22 kHz était optimale
pendant le freezing, elle existait également lors de la locomotion a la fois chez le rat adulte et
juvénile, bien que ces cas soient rares.

L’ensemble de ces données suggerent donc bien que I'émission d’USV 22kHz révele un
état émotionnel négatif chez I’'animal. Concernant la fonction de ces USV, une hypothése assez
largement admise dans la littérature est qu’ils servent de signaux d’alarme pour alerter les
congénéeres de la présence d’un danger. Cette hypothese a tout d’abord été émise par
Blanchard et al (1991) qui ont montré que I’émission d’USV en présence d’un prédateur (en
I’occurrence un chat) était facilitée par la présence de congéneres familiers (effet d’audience)
et qu’elle induisait chez eux une série de comportements défensifs alors qu’ils ne voyaient pas
le prédateur. D’autres expériences ont consisté a rejouer en playback des USV enregistrés sur
des rats ayant recu des chocs électriques, et a observer leur effet sur des animaux naifs.
Brudzynski et Chiu (1995) ont ainsi montré une baisse d’activité des rats exposés au playback
d’USV (inhibition des comportements d’exploration du haut-parleur jouant les USV par
exemple) et la mise en place de réponses de peur incluant méme du freezing et de I'évitement
(Sadananda et al., 2008). Ce playback des USV entraine parfois I'émission de vocalisations par
le receveur lui-méme (Blanchard et al. 1990; Beckett et al. 1997). Ces études suggérent que
ces vocalisations ont une signification comportementale pour les animaux receveurs. De plus,
toujours dans le cas de I'exposition de rats a un playback d’USV a 22kHz, on constate chez eux
une augmentation de la protéine Fos (un indice d’activation neuronale) dans le cortex
perirhinal, I'amygdale, le noyau paraventriculaire de I’hypothalamus et la substance grise
périaqueducale (Beckett et al. 1997; Allen et al. 2007; Sadananda et al. 2008), qui sont toutes
des structures impliquées dans la régulation de I'anxiété et de la peur (Keifer et al., 2015).

Les différents travaux sur cette question ont cependant abouti a des résultats parfois
opposés (pour revue, voir Wohr et Schwarting, 2013), et il est encore prématuré de tirer une
conclusion ferme sur le réle que les USV 22kHz peuvent jouer en tant que signaux d’alarme.

2. USV 50KkHz : vocalisations de plaisir

Les USV a 50kHz sont beaucoup plus courts que ceux a 22kHz, ils ont une durée comprise
entre 30 et 40ms en moyenne et une fréquence qui peut osciller entre 35 et 80kHz. Dans ce
type d’USV, on peut la encore rencontrer différents sous type : des USV a 50kHz dont Ila
fréquence est monotone et des USV a fréquence modulée (Burgdorf et al., 2007 ; Wohr et al.,
2008).
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Les USV a 50kHz semblent refléter un état émotionnel positif qui pourrait s’apparenter a
de la joie chez 'homme. En effet, ils sont émis dans des situations plaisantes pour I'animal,
comme le jeu (Knutson et al. 1998; Webber et al. 2012), la prise de nourriture (Takahashi et
al. 2010; Wohr et al. 2008; Buck et al. 2013), I'accouplement (Sales 1972b), ou encore
I’administration de drogues comme les amphétamines (Burgdorf et al. 2001). Cette hypothese
a été confortée par le fait que linjection d’agonistes dopaminergiques (comme
I'amphétamine ou la cocaine) augmente la production d’USV a 50kHz. Panksepp et Burgdorf
(2000) ont utilisé un protocole de chatouilles réalisées par I'expérimentateur sur les animaux,
pour mimer le jeu. lls ont observé que les animaux ainsi chatouillés émettaient des USV a
50kHz, et suivaient la main de I'expérimentateur, ce qui suggere que cette expérience était
gratifiante pour eux. Panksepp a par la suite proposé que ces vocalisations a 50kHz étaient
I’'homologue du rire chez I’homme (Panksepp, 2005). On peut relever que, contrairement aux
USV a 22kHz, les USV a 50Hz sont typiquement produit lors de la locomotion.

Par ailleurs, on peut noter que ces USV ne se retrouvent pas uniquement dans des
situations plaisantes mais aussi dans I'anticipation de ce type de situation. Par exemple, les
rats émettent ces vocalisations lorsqu’ils pénéetrent dans un environnement ou se trouvaient
précédemment d’autres rats, marquant ainsi I'anticipation de contact sociaux amicaux avec
d’autre individus (Brudzynski et Pniak, 2002).

En ce qui concerne le role des vocalisations a 50kHz dans la communication au sein de
I'espece, Panksepp et al. (2002) ont montré que les rats passent plus de temps avec les
congéneéeres qui émettent beaucoup d’USV a 50kHz que ceux qui en émettent moins. Cela
suggere que ces vocalisations peuvent servir a maintenir le contact entre individus d’une
méme espéce (Lopuch et Popick, 2011). Comme pour les USV a 22kHz, des expériences de
playback ont été réalisées avec des USV a 50kHz. Elles ont montré que le playback de ces
vocalisations induit un comportement d’approche du haut-parleur ainsi que I’émission d’USV
a 50kHz par I'animal receveur (Wo6hr et Schwarting, 2007). Une étude originale a montré que
des rats entrainés a appuyer sur un levier (conditionnement opérant) pour générer la
production d’USV a 50kHz par un haut-parleur montraient des niveaux important
d’autostimulation (Burgdorf et al.,, 2008), suggérant que ce signal a bien une valeur de
renforcement pour celui qui le recoit.

D’autre part, les rats exposés au playback d’USV 50kHz présentent une augmentation de
la protéine Fos dans le cortex frontal et moteur, ainsi que dans le noyau accumbens (Sadanada
et al., 2008) mais une diminution de l'activité de I'amygdale (Parsana et al., 2012a). Ces
structures sont toutes impliquées dans les comportements appétitifs et dans le circuit de la
récompense. Une libération phasique de dopamine est également observée dans le noyau
accumbens chez les rats entendant ce type d’USV (Willuhn et al., 2014), ce qui est en accord
avec la valeur de récompense des USV pour le receveur.
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Figure 39: Classification des USV du rat adulte selon Brudzynski (2013). Exemples de sonogrammes des
vocalisations de 22 kHz (courtes 1 et longues 2) et 50 kHz sans modulation de fréquence (3), ou modulées en
fréquence sous forme de marche (4), de trille (5), d’une combinaison marche-trille (6) ou autre (7).

IV. Le circuit impliqué dans I'initiation des USV
1. Les structures clés

L’émission de vocalisations au sens large nécessite la coordination de la phonation, de
I"articulation et de la respiration, et repose de ce fait sur un vaste réseau cérébral qui s’étend
des régions frontales au tronc cérébral (Jlirgens, 2002). Une région clé de ce réseau est la
substance grise périaqueducale (PAG) qui constitue une étape obligatoire dans le contréle
vocal chez les primates, les chats et les rongeurs (Jirgens, 1994). En effet la stimulation
bilatérale ou I'inactivation de cette structure entraine le mutisme et a I'inverse son activation
électrique ou chimique déclenche des vocalisations. Cependant la PAG est impliquée dans de
nombreuses fonctions incluant la nociception, les comportements de défense et la régulation
autonome (Tovote et al, 2016 ; Carrive, 1993 ; Dielenberg et al, 2004 ; Holstege, 2014).

de ce fait difficile d’étudier son réle dans une fonction unique comme le contréle vocal. Dans

Il est
une étude tres récente, Tschida et al (2019) ont pu contourner ce probléme en utilisant la

technique d’optogénétique pour manipuler de fagcon sélective I'activité des neurones de la
PAG qui sont actifs chez des souris males lorsqu’elles émettent des USV sociaux en présence
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de femelles (« courtship USV »). L'inhibition de ces neurones empéche I'émission d’USV par
les males et diminue leur attractivité aupres des femelles. A l'inverse, |'activation de ces
neurones déclenche I'émission d’USV par les males, méme en l'absence de femelles a
proximité. Ces résultats montrent qu’il existe une population dédiée de neurones de la PAG
qui sont a l'origine d’un circuit descendant (via le noyau retroambiguus impliqué dans la
coordination vocale-respiratoire) nécessaire et suffisant pour I’émission d’USV.

Une autre structure impliquée dans le réseau du controle vocal chez le Singe et I’'Homme
est le cortex cingulaire antérieur (Jirgens, 1994, 2002). Peu d’études se sont intéressées a
cette question chez le rongeur. Cependant dans une étude récente, Bennet et al (2019) ont
appliqué des microstimulations dans le cortex cingulaire et le cortex préfrontal médian de rats
éveillés maintenus téte fixe. Les auteurs ont observé que les aires dont la stimulation était la
plus efficace pour induire des USV sont le cortex prélimbique postérieur et I'aire cingulaire 2.
Le cortex prélimbique postérieur envoie via la PAG, des projections sur les noyaux du tronc
cérébral impliqués dans les vocalisations, comme le noyau retroambiguus et la formation
réticulée intermédiaire.

2. Les neuromodulateurs

Les deux types de vocalisations que nous avons décrit précédemment (22kHz et 50kHz)
n‘impliquent pas les mémes systéemes de neuromodulateurs (Brudzynski, 2013). Les USV a
22kHz, impliqués dans des situations aversives, sembleraient étre modulés par le systéme
cholinergique alors que les USV a 50kHz, émis plutdt dans des situations gratifiantes, positives,
seraient liés au systeme dopaminergique (Figure 40). Ceci est cohérent avec ce que |'on
connait des circuits neuronaux de I'aversion et de la récompense (Brudzynski et al., 2015).

a. USV22kHz : implication du systeme cholinergique

Ces USV seraient initiés principalement par I'activité du systéme cholinergique
mesolimbique ascendant qui part du noyau tegmental laterodorsal (pour revue voir
Brudzynski, 2013). Ce systeme est impliqué dans linitiation et I’expression d’états
émotionnels négatifs. Le noyau tegmental laterodorsal se projette sur I'aire pré-optique
latérale, I'aire hypothalamique antérieure et sur le septum latéral. L'injection intracérébrale
de carbachol, un agoniste cholinergique non sélectif, dans le noyau tegmental laterodorsal ou
dans les aires sur lesquelles il se projette, stimule I'émission d’USV 22kHz (Brudzynski, 2001).
Cet effet est diminué lorsque I'on injecte un antagoniste cholinergique muscarinique comme
la scopolamine. Ces USV peuvent également étre initiés par une injection de glutamate, un
acide aminé excitateur, au niveau du noyau tegmental laterodorsal. La encore, cet effet est
atténué par I'injection de scopolamine. La durée de ces USV peut étre modulée par la quantité
d’agoniste qui est injectée. L'intensité de la stimulation cholinergique permet donc de
controler I'émission de vocalisations a 22 kHz courtes ou longues. Brudzynski et al (2011) ont
étudié I'activité des neurones cholinergiques du identifié les neurones cholinergiques du
noyau tegmental laterodorsal en utilisant un double marquage histochimique pour la choline
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acetyl transferase (marqueur des neurones cholinergiques) d’une part et pour la protéine c-
Fos (marqueur d’activité métabolique) d’autre part. lls ont montré que I'émission d’USV a
22kHz était accompagnée de I'augmentation d’activité d’une petite population de neurones
cholinergiques dans ce noyau. Ces neurones contribueraient donc a la genése d’'un état
émotionnel négatif et a la production d’USV 22kHz vraisemblablement par le biais de la
libération d’acétylcholine dans les aires de projections.

b. USV 50kHz : implication du systeme dopaminergique

Les USV a 50kHz sont contro6lées par le systeme dopaminergique mesolimbique ascendant
prenant origine dans l'aire tegmentale ventrale qui envoie des projections sur le noyau
accumbens, le septum et certaines parties du cortex. Ainsi, la stimulation de I'aire tegmentale
ventrale augmente le nombre d’USV 50kHz émis et a I'inverse I'injection d’antagoniste des
récepteurs dopaminergiques dans cette région diminue leur nombre (Burgdorf et al, 2007).

L’injection d’agonistes dopaminergiques, comme par exemple les amphétamines, dans le
noyau accumbens induit I’'émission d’USV a 50kHz (Burgdorf et al. 2001a). Cet effet est dose-
dépendant et est bloqué par I'application d’antagonistes dopaminergiques de type D1 ou D2
comme le raclopride (Thompson et al, 2006). Brudzynski (2013) fait donc I’hypothese que les
neurones dopaminergiques de I'aire tegmentale ventrale contribuent a I'induction d’un état
émotionnel positif et a la production d’USV 50kHz principalement via la libération de
dopamine au niveau du noyau accumbens.

Forebrain
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Figure 40: Section para-sagittale d’un cerveau de rat montrant les systémes cholinergique (rouge) et
dopaminergique (bleu) contrélant I'émission de vocalisations de 22 et 50 kHz respectivement. Acc : noyau
accumbens ; AH : aire hypothalamique antérieure ; LTD : noyau latérodorsal du tegmentum ; PO : aire pré-optique
latérale ; SE : septum. (Brudzynski 2013)
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En conclusion les rats adultes émettent donc deux grands types de vocalisations
caractérisées par des bandes de fréquence différentes. Ces deux types de vocalisations sont
émis dans des contextes émotionnels opposés : les vocalisations a 22 kHz sont associées a des
états émotionnels négatifs, modulées par le systéme cholinergique et pourraient jouer le réle
de signal d’alarme, alors que celles a 50 kHz sont associées a des états émotionnels plutot
positifs, modulées par le systeme dopaminergique et pourraient renforcer le lien social au sein
d’une espéce.

Dans I'étude 1 nous nous sommes intéressées aux USV 22KHz qui sont classiquement
observés pendant le conditionnement de peur. Nous avons analysé le contenu oscillatoire des
signaux LFP recueillis dans trois structures impliquées dans le conditionnement de peur au
son : la BLA, le mPFC et le cortex piriforme (PIR), lorsque I'animal émettait des USV 22KHz.

e Cette étude a fait I'objet de la publication suivante :
Dupin M, Garcia S, Boulanger-Bertolus J, Buonviso N, Mouly AM.
New Insights from 22-kHz Ultrasonic Vocalizations to Characterize Fear Responses:
Relationship with Respiration and Brain Oscillatory Dynamics.
eNeuro. 2019 May 7;6(2). pii: ENEURO.0065-19.2019. doi: 10.1523/ENEURO.0065-19.2019.

¢ Cet article a fait I'objet d’un Research Highlight par la revue eNeuro (Annexe 1):
Ultrasonic Vocalizations Emitted during Defensive Behavior Alter the Influence of the
Respiratory Rhythm on Brain Oscillatory Dynamics in the Fear Circuit of Rats
Rosalind S.E. Carney, DPhil.

* Nous avons également été sollicitées pour écrire un Research Article Summary pour
le Blog Neuronline du site de la SfN (Annexe 2) :

https://neuronline.sfn.org/scientific-research/what-happens-to-neural-dynamics-when-a-
rat-emits-ultrasonic-vocalizations
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While freezing is the most frequently used measure of fear, it is only one among the different components
of rodents’ response to threatening events. Ultrasonic vocalization (USV) is another index that gives
additional insight into the socioemotional status of an individual. Our study is the first to describe the effects
of USV production on rat’s brain oscillatory activities in the fear neural network, and to relate some of them
to changes in nasal breathing. A better knowledge of the impact of social vocalizations on brain neural
dynamics is not only important for understanding the respective weight of the different components of fear
response, but is also particularly relevant for rodent models of human neuropsychiatric disorders, for which
Ksocio—affective communication is severely impaired. /
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eMeuro
Fear behavior depends on interactions between the medial prefrontal cortex (mPFC) and the basolateral
amygdala (BLA), and the expression of fear involves synchronized activity in 6 and vy oscillatory activities. In
addition, freezing, the most classical measure of fear response in rodents, temporally coincides with the
development of sustained 4-Hz oscillations in prefrontal-amygdala circuits. Interestingly, these oscillations
were recently shown to depend on the animal’s respiratory rhythm, supporting the growing body of evidence
pinpointing the influence of nasal breathing on brain rhythms. During fearful states, rats also emit 22-kHz
ultrasonic vocalizations (USVs) which drastically affect respiratory rhythm. However, the relationship be-
tween 22-kHz USV, respiration, and brain oscillatory activities is still unknown. Yet such information is crucial
for a comprehensive understanding of how the different components of fear response collectively modulate
rat’s brain neural dynamics. Here, we trained male rats in an odor fear conditioning task, while recording
simultaneously local field potentials (LFPs) in BLA, mPFC, and olfactory piriform cortex (PIR), together with
USV calls and respiration. We show that USV calls coincide with an increase in delta and gamma power and
a decrease in theta power. In addition, during USV emission in contrast to silent freezing, there is no coupling
between respiratory rate and delta frequency, and the modulation of fast oscillations amplitude relative to the
phase of respiration is modified. We propose that sequences of USV calls could result in a differential gating
of information within the network of structures sustaining fear behavior, thus potentially modulating fear
expression/memory.

Key words: fear response; oscillations; piriform cortex; prefrontal cortex; respiration; ultrasonic vocalizations

Introduction

Fear behavior has been shown to depend on the
interaction between the median prefrontal cortex
(mPFC) and the basolateral amygdala (BLA), and to
involve synchronized activity in theta (4-12 Hz) and
gamma (30-120 Hz) frequency oscillations (Seiden-
becher et al., 2003; Popa et al., 2010; Headley and
Paré, 2013; Herry and Johansen, 2014; Likhtik et al.,
2014; Stujenske et al., 2014; Bocchio et al., 2017). In
addition, recent studies have shown that freezing, the
most used index of fear response in rodents, temporally
coincides with the development of sustained 4-Hz oscilla-
tions causally involved in the synchronization of spiking
activity between prelimbic mPFC and amygdala (Dejean
et al., 2016; Karalis et al., 2016). Importantly, this slow os-
cillation is distinct from the theta rhythm and predicts the
onset and offset of freezing. Interestingly, recent work has
shown that freezing-related 4-Hz oscillation in the prelimbic
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mPFC was correlated with the animal’s respiratory rate, and
that disruption of olfactory inputs to the mPFC significantly
reduces the 4-Hz oscillation in this structure (Moberly et al.,
2018). These data bring further support to the growing body
of evidence showing that in addition to its impact on olfac-
tory regions (for review, see Buonviso et al., 2006), nasal
respiration also entrains oscillations in widespread brain
regions including those involved in the fear network like the
mPFC and amygdala (for review, see Tort et al., 2018a). This
suggests that the breathing rhythm, akin to slow oscillatory
rhythms, could help coordinate neural activity across distant
brain regions (Jensen and Colgin, 2007; Heck et al., 2017),
and potentially modulate emotional/cognitive processes.
Freezing is only one among the different components
of rodents’ response to a threatening event. In aversive
situations, such as exposure to predator or foot-shock,
rats also emit 22-kHz ultrasonic vocalizations (USVs;
Schwarting and Wéhr, 2012). They indicate a negative
emotional state and are associated with the termination
of social behavior and the avoidance of social contacts.
Their study provides a powerful tool to assess emotion-
ality and social behavior in animal models of patholo-
gies like autism (Wohr and Scattoni, 2013). Surprisingly,
to our knowledge no study has assessed the impact of
USV production on the animal’s brain neural dynamics.
Yet such information is crucial to understand how the
different components of fear response collectively
modulate rat’s brain neural dynamics. Indeed the emis-
sion of USV is considered as reflecting a change in
emotional level and 22-kHz USV rates increase with the
aversiveness of the situation, as evidenced when foot-
shock intensity is increased (Woéhr et al., 2005; He-
goburu et al., 2011). Importantly, 22-kHz USV emission
drastically slows down the animal’s respiratory rate
(Frysztak and Neafsey, 1991; Hegoburu et al., 2011;
Sirotin et al., 2014; Boulanger-Bertolus et al., 2017),
potentially disrupting the respiratory-related brain
rhythm described above. The present study thus aimed
(1) to investigate whether USV emission coincides with
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specific changes in oscillatory activities in the fear
neural network, and (2) to assess to what extent these
changes are related to changes in respiratory rate.

To do so, rats were trained in an odor fear conditioning
paradigm while local field potentials (LFPs) in BLA, mPFC,
and olfactory piriform cortex (PIR) were monitored simul-
taneously with USV calls, behavior and respiration, during
the post-shock period. BLA and mPFC were chosen for
their well-known role in learned fear acquisition and ex-
pression (LeDoux, 2000; Corcoran and Quirk, 2007). The
PIR was included as a recording site because it is involved
in odor fear conditioning (Sevelinges et al., 2004; He-
goburu et al., 2009, 2014; Sacco and Sacchetti, 2010) and
establishes direct connections with both the PFC (Clugnet
and Price, 1987) and the amygdala (McDonald, 1998). We
report that USV emission temporally coincides with a
significant increase in delta, beta, and gamma activities
while a decrease in theta activity is observed. In addition,
we show that some of these changes co-occur with USV-
induced changes in respiration. The present data suggest
that USV calls could result in a differential gating of infor-
mation within the fear neural network, thus potentially
modulating fear memory/expression.

Materials and Methods

Animals

Data were obtained from twenty-two male Long Evans
rats (250-270 g at their arrival, Janvier Labs). They were
housed individually at 23°C and maintained under a 12/12
h light/dark cycle (lights on from 8 A.M. to 8 P.M.). Food
and water were available ad libitum. All experiments and
surgical procedures were conducted in strict accordance
with the European Community Council Directive of Sep-
tember 22, 2010 (2010/63/UE) and the national ethics
committee (APAFIS#10606). Care was taken at all stages
to minimize stress and discomfort to the animals.

Surgery

Animals were anesthetized with Equithesin, a mixture of
chloral hydrate (127 mg/kg, i.p.) and sodium pentobarbital
(80 mg/kg, i.p.), and placed in a stereotaxic frame (Na-
rishige) in a flat skull position. The level of anesthesia
was held constant with regular injections of Equithesin
throughout the experiment. Monopolar stainless steel re-
cording electrodes (100 um in diameter) were then ste-
reotaxically implanted in the left hemisphere in the three
brain areas: PIR (AP: -1.8 mm, L: +5.5 mm, DV: -8 mm),
mPFC (AP: +3.0 mm; L: +0.8 mm; DV: -3.5 mm), and
BLA (AP: -2.8 mm, L: +4.9 mm, DV: -7.5 mm). Accurate
positioning in the PIR was achieved using the character-
istic profiles of evoked field potential induced in the PIR in
response to electrical stimulation of the olfactory bulb
(Haberly, 1973). For this, a bipolar stimulation electrode
(made of two 100-um stainless-steel wires with a tip
separation of 500 um) was lowered transiently in the
olfactory bulb to facilitate positioning in the PIR and with-
drawn thereafter. A reference electrode was screwed in
the skull above the right parietal lobe. The three recording
electrodes were connected to a telemetry transmitter (ro-
dentPACK system, EMKA Technologies) fixed to the rat’s
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skull surface by dental acrylic cement and anchored with
a surgical screw placed in the frontal bone. The animals
were allowed to recover for two weeks following surgery.

Experimental apparatus

The apparatus has been described in detail in a previ-
ous study (Hegoburu et al., 2011). It consisted of a whole-
body customized plethysmograph (diameter 20 cm,
height 30 cm, EMKA Technologies) placed in a sound-
attenuating cage (length, 60 cm; width, 60 cm; height, 70
cm, 56-dB background noise). The plethysmograph was
used to measure respiratory parameters in behaving ani-
mals. The ceiling of the plethysmograph was equipped
with a tower allowing the introduction of a condenser
ultrasound microphone (Avisoft-Bioacoustics CM16/
CMPA) to monitor USVs emitted by the rats. The bottom
of the animal chamber was equipped with a shock floor
connected to a programmable Coulbourn shocker (Bi-
laney Consultants GmbH). Three Tygon tubing connected
to a programmable custom olfactometer were inserted in
the tower on the top of the plethysmograph to deliver air
and odorants. Deodorized air flowed constantly through
the cage (2 I/min). When programmed, an odor (McCor-
mick Pure Peppermint; 2 I/min; 1:10 peppermint vapor to
air) was introduced smoothly in the air stream through the
switching of a solenoid valve (fluid automation systems,
CH-1290 Versoix), thus minimizing its effect on change in
pressure. The bottom of the animal chamber had a port
connected to a ventilation pump which could draw air out
of the plethysmograph (at a rate of up to 2 I/min) thus
maintaining a constant airflow that did not interact with
the animal’s breathing pattern. Animal’s behavior was
monitored with two video cameras on the walls of the
sound-attenuating cage.

Fear conditioning paradigm and data acquisition

After the recovery period, the animals were handled
individually and placed in the experimental apparatus for
30 min each day during 3-4 d before the beginning of the
experiments to familiarize them with being manipulated
and connected to the telemetry transmitter.

For the conditioning session, the telemetry transmitter
was plugged on the animal’s head and the rat was al-
lowed free exploration during the first 4 min, then an odor
was introduced into the cage for 20 or 30 s, the last
second of which overlapped with the delivery of a 0.4-mA
foot-shock. The animal received 10 odor-shock trials, with
an intertrial interval of 4 min. After the last pairing, the
transmitter was unplugged and the animal returned to its
home cage.

Retention test

The conditioned fear response was assessed during
a retention test conducted 48 h after conditioning. For
the retention test, the rat was placed in the experimen-
tal cage (equipped with new visual cues and with a
plastic floor to avoid contextual fear expression) and
allowed a 4-min odor-free period. The CS odor was
then presented five times for 20 s with a 4-min intertrial
interval. The animal’s freezing response was quantified
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during each 20-s odor presentation and averaged
across the five trials.

Data acquisition and preprocessing

For USV recording, the ultrasound microphone was
connected to a recording interface (UltraSoundGate 116
Hb, Avisoft-Bioacoustics) with the following settings:
sampling rate = 214,285 Hz; format = 16 bit (Wohr et al.,
2005). Recordings were transferred to Avisoft SASLab Pro
(version 4.2, Avisoft-Bioacoustics) and a fast Fourier
transform (FFT) was conducted. Spectrograms were gen-
erated with an FFT length of 512 points and a time win-
dow overlap of 87.5% (100% Frame, FlatTop window).
These parameters produced a spectrogram at a fre-
quency resolution of 419 Hz and a time resolution of 0.29
ms. The acoustic signal detection was provided by an au-
tomatic whistle tracking algorithm with a threshold of —20
dB, a minimum duration of 0.01 s and a hold time of 0.02 s.
However, the accuracy of detection was verified trial by trial
by an experienced user. The main parameters used in the
present study were extracted using Avisoft SASLab Pro and
concerned the duration as well as the peak amplitude and
peak frequency of USV calls. No band pass filter has been
applied during USV recording. Although a few 50-kHz USVs
were observed following shock delivery, in the present
study, we focused on 22-kHz USV.

The respiratory signal collected from the plethysmo-
graph was amplified and sent to an acquisition card (MC-
1608FS, Measurement Computing; sampling rate = 1000
Hz) for storage and offline analysis. The detection of the
respiratory cycles was achieved using an algorithm de-
scribed in a previous study (Roux et al., 2007). This algo-
rithm performs two main operations: signal smoothing for
noise reduction, and detection of zero-crossing points to
define accurately the inspiration and expiration phase
starting points. Momentary respiratory frequency was de-
termined as the inverse of the respiratory cycle (inspira-
tion plus expiration) duration.

The video signals collected through the two cameras
were transmitted to a video acquisition card and a home-
made acquisition software. Offline, freezing behavior de-
fined as the absence of any visible movement except that
due to breathing (Blanchard and Blanchard, 1969), was
automatically detected using a Labview homemade soft-
ware and further verified by an experimenter. For this, on
each video recording, two successive images were sub-
tracted and the resulting image was binarized using a gray
level threshold. The pixels below this threshold were en-
coded in black and those above the threshold in white.
The absence of white pixels on the image resulted in the
scoring of freezing state. Then the same analysis was
conducted for the next images of the video recording. The
animal’s freezing behavior was thus analyzed with a
40-ms (two consecutive images) time bin. As a final step,
in accordance with classical encoding of freezing behav-
ior in the literature, only freezing episodes lasting longer
than 1 s were considered as stable freezing behavior.
Behaviors other than freezing were manually checked and
classified. Escape attempt was scored when the animal
exhibited wall climbing, running, or saccadic head move-
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ments. Although the latter do not involve directed loco-
motion due to the small size of the plethysmograph, they
are clearly different from active exploratory behavior. They
might have been induced by the small size of our cage
and the absence of any escape route.

LFPs were collected by telemetry via a three-channel
wireless miniature transmitter (<5.2 g, RodentPack
EMKA Technology). LFP signals were amplified (1000X),
filtered (between 0.1 and 100 Hz), digitized (sampling
frequency = 1000 Hz), and stored on a computer for
offline analysis.

Data analysis
Data selection and experimental categories

Since the aim of the study was to assess the relation-
ship between USV emission, respiration, and brain oscil-
latory activity, we focused our analysis on the 1-min
period following shock delivery during which USVs were
numerous and loud. During this period, the animal’s be-
havior was of two types: freezing or escape attempt. No
other type of behavior (like grooming, exploration, quiet
immobility. . .) was observed. We first noticed that while
the majority of USVs were emitted during freezing, a
substantial amount of USV also occurred during escape
behavior. This led us to distinguish four types of experi-
mental categories: silent freezing, USV freezing, silent
escape, and USV escape (Fig. 1). For each category, only
segments longer than 1 s were considered for further
analysis.

LFP signals spectral analysis

The different data (respiration, USV, behavior, LFP sig-
nals) were synchronized offline via a TTL synchronization
signal generated at the beginning of each experimental
session. Once synchronized, the data were analyzed us-
ing custom-written scripts under Python.

The LFP signals were first individually inspected to
eliminate artifacts due to signal saturation or transient
signal loss. The selection was made for each recording
site separately and proceeded as follows: when the du-
ration of an artifact exceeded 5 s over the 60-s post-
shock recording, the trial was excluded. When the
number of excluded trials exceeded five (out of the 10
trials), then the recording site was excluded for this ani-
mal. This procedure led to the following number of ani-
mals per recording site for all the electrophysiological
data: BLA, n = 14; CPF, n = 21; PIR, n = 20. Because the
average duration of individual USV calls was too short to
allow proper oscillatory activity analysis (notably for the
slow oscillations), we conducted the analysis on blocks of
USV corresponding to successive USV with less than 1 s
between each other (Fig. 1). As soon as the interval be-
tween two USV exceeded 1 s, then a new block was
defined. The periods between USV blocks are considered
as silent periods.

The power spectral density (PSD) of the LFP signals
was calculated using the continuous Morlet wavelet trans-
form (Kronland-Martinet et al., 1987) instead of the clas-
sical windowed Fourier transform. Indeed, the continuous
wavelet transform is less susceptible to non-stationary
events and offers a better time—frequency resolution. The
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Figure 1. A, Training and recording protocol. The animals were trained with 10 odor (20 s)-shock (1 s) pairings. During the 1-min
post-shock period, LFPs were recorded together with USVs and behavior; 48 h later, a retention test was conducted using five odor
(20 s) presentations during which the animal’s freezing response was assessed. B, Definition of four experimental categories for data
analysis. During the 1-min post-shock period, we defined blocks of USV corresponding to successive USV with less than 1 s between
each other. When the interval between two USV exceeded 1 s, then a new block was defined (first row). The periods between USV
blocks are considered as silent periods. In parallel, the synchronized animal’s behavior (freezing or escape) was detected, and four
different combinations were obtained: USV freezing, USV escape, silent freezing, and silent escape. For each combination, only

segments longer than 1 s were considered.

Morlet wavelet estimated the amplitude of the signal at
each time and frequency bin. The obtained time fre-
quency map was then segmented in periods of interest
with variable durations (corresponding to the four above
defined experimental categories) and averaged per cate-
gory. Four frequency bands were identified for the sub-
sequent analyses: delta (0-5 Hz), theta (5-15 Hz), beta
(15-40 Hz), and gamma (40-80 Hz) and the mean power
in the different frequency bands was calculated. The val-
ues obtained for each recording site were averaged
across animals.

Covariation of LFP slow (delta and theta) oscillatory fre-
quency and respiratory frequency

To study frequency-frequency coupling between LFP
signals and respiration, we did not use classical coher-
ence analysis because the respiratory signal is not always
sinusoidal (especially during USV calls, see Fig. 5A). We
therefore designed a homemade method allowing to track
instantaneous frequency synchrony. To do so, for each
detected respiratory cycle, the frequency was estimated
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as 1/cycle duration and the time course of the instanta-
neous respiratory frequency was extracted. In parallel, the
continuous Morlet scalogram for the LFP signal was com-
puted in our frequency band of interest (0—15 Hz). At each
time bin (4 ms), the local maximum in the instantaneous
power spectrum was extracted together with the corre-
sponding instantaneous frequency of the LFP signal. The
time course of the predominant instantaneous frequency
curve of the LFP was then extracted. From the two times
series obtained (instantaneous respiration frequency and
predominant instantaneous LFP frequency), a 2D matrix
histogram was built, with the respiratory frequency repre-
sented on the x-axis and the LFP frequency on y-axis.
This 2D histogram was normalized so that the total sum is
1, and point density was represented on a color scale
ranging from blue to yellow as the point density increases.
The existence of a coupling between respiration fre-
quency and LFP frequency can be assumed when a high
point density (i.e., yellow color) is observed along the
diagonal of the 2D histogram (see Fig. 6 for an illustration).
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Conversely, in the absence of coupling a non-correlated
Gaussian shape is observed. The two possibilities can
co-occur on the same 2D histogram.

Modulation of LFP beta and gamma power by respira-
tory cycle phase

To investigate whether LFP beta and gamma ampli-
tudes were modulated by respiration phase, we com-
puted a so called “cycle-frequency scalogram” of the LFP
signal (adapted from Roux et al., 2007). In analogy to a
classical time-frequency map that computes the energy
of LFP signal over time and frequency, we computed the
energy of LFP signal over respiratory cycle duration and
frequency. Briefly this method consists in three steps: (1)
compute the continuous Morlet scalogram (time-frequency
map), (2) use detected respiratory cycle to segment this
scalogram in two phases (inhalation, exhalation), and (3)
stretch by linear interpolation each segment so that all the
segments fit the same normalized template (range from 0
to 1, with a 0.025 bin). The result of this analysis is very
similar to the classical time frequency scalogram except
that it presents small time distortions locally that do not
affect the instantaneous power. Since all the cycles were
normalized to the same size, they were averaged to-
gether. The typical template of an individual respiratory
cycle is defined as follows: inhalation from 0 to 0.4 and
exhalation from 0.4 to 1. This ratio corresponds to the
average value calculated over all cycles and animals. On
the scalogram, LFP signal power for the different fre-
quency bands is represented using a color scale ranging
from blue to yellow as the power increases (see Fig. 7B for
an illustration). The maximum power in the beta and
gamma bands was also extracted and represented on a
curve throughout the respiratory cycle.

Statistical analysis

All analyses were performed with Systat 13.0 software.
For each test, the significance level was set at p < 0.05.

USV parameters (Fig. 2; duration, peak amplitude, peak
frequency) were compared between USV freezing and
USV escape using paired t tests.

Average LFP oscillatory activity parameters (Figs. 3, 4;
power, peak amplitude, frequency) are calculated in the
different frequency bands: delta (0-5 Hz), theta (5-15 Hz),
beta (15-40 Hz), and gamma (40-80 Hz), and expressed
as mean = SEM across animals. A three-way (structure,
USV, and behavior) ANOVA for repeated measures was
first applied to assess between structures differences in
the four experimental categories defined above. Then, for
each structure, a two-way (USV and behavior) ANOVA for
repeated measures was applied followed by post hoc
multiple comparisons.

The time course of beta and gamma activity power
throughout the respiratory cycle (Figs. 8, 9) was first
compared using a three-way ANOVA (behavior, USV, and
respiratory cycle time), followed by a two-way ANOVA for
repeated measures (USV and respiratory cycle time) con-
ducted separately for freezing and escape condition.
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Histology

At the end of the experiment, the animals were killed
with a lethal dose of pentobarbital, their brains were re-
moved, postfixed, and cryoprotected in sucrose (20%).
The brains were then sectioned (40-um coronal slices) for
verification of electrodes tips by light microscopy. Areas
targeted by the electrodes in the three implanted brain
regions have been reported on brain atlas coronal sec-
tions (Extended Data Fig. 1-1).

Results

22-kHz USVs are observed during both passive and
active defense responses

The 1-min period following shock delivery was analyzed
for behavior, USV emission and brain oscillatory activity.
During this period, the animal’s behavior was of two
types: freezing or escape attempts. While the majority of
USVs were emitted during freezing, a non-negligible
amount of USV also occurred during escape. Figure 2A
illustrates the repartition of the four categories throughout
the 1-min post-shock period. The animals spent 70.3% of
the time in freezing versus 29.7% in escape. While the
animals spent similar amounts of time in silent freezing
compared to USV freezing, they spent more time in silent
escape than in USV escape. Figure 2B reports the mean
behavior duration in the four conditions and the mean
USV rate during the 1-min post-shock period.

We then compared the characteristics of the USV emitted
during freezing versus escape. Paired t test comparisons
revealed that call duration (Fig. 2C) was significantly lower
for USV emitted during escape than during freezing (tp1), =
2.198, p = 0.039), while call peak amplitude (Fig. 2D) and
peak frequency (Fig. 2E) was significantly higher during es-
cape than during freezing (peak amplitude: f,;) = -3.957, p
= 0.001; peak frequency: ¢ = -3.928, p = 0.001).

Finally, we assessed whether the amount of USV (USV
freezing or USV escape) emitted during conditioning
could predict the animal’s performance during the reten-
tion test conducted 48 h later (Fig. 2F). We showed that
the number of USV freezing was positively correlated with
the amount of freezing at retention (Pearson correlation
coefficient: Ry, = 0.49, p < 0.02) while the number of USV
escape was not (R,, = 0.19).

In summary, 22-kHz USVs are emitted during both passive
(freezing) and active (escape) defense responses. USV emitted
during escape are shorter and louder than those emitted during
freezing, and exhibit a higher peak frequency. In addition, the
amount of USV freezing during training was a good predictor of
the animal’s learned fear response at retention.

USV emission is associated with changes in
oscillatory activity power

The main objective of this experiment was to assess
whether USV emission is associated with changes in
oscillatory activity power compared to the silent behav-
ioral state, and if these changes are similar across the
three recording sites. Because USVs are emitted during
two different defense responses, we also compared os-
cillatory activity power between these two behavioral
states (freezing vs escape).
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Figure 2. Repartition of the four defined categories and characterization of two 22-kHz USV types (n = 22 rats). A, Mean (=SEM)
proportion of each category per animal over the 1-min post-shock analysis period. B, Mean (=SEM) duration of the different
categories and mean (=SEM) number of USV freezing and USV escape emitted during the 1-min post-shock period. C, Mean duration
(=SEM) of the two USV subtypes. D, Mean frequency (=SEM) of the two USV subtypes. E, Mean intensity (=SEM) of the two USV
subtypes; n = 22 rats, xp <5 X 1072, sxxp < 5 X 103, F, Correlation between the mean number of USV calls recorded during the
1-min post-shock period at training and the freezing score obtained during the retention test in response to the learned odor; *p <
5x 1072,

Delta (0-5 Hz) and theta (5-15 Hz) bands mean PSD the signal power in the delta and theta bands depends

For each recording site, LFP mean PSD was calcu- both on the animal’s behavioral state (freezing vs es-
lated per animal and averaged across animals (Fig. 3, cape) and for a given behavioral state, on the emission
left part). It can be observed that in each recording site, of USV (USV vs silent). Averaged mean power was
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Figure 3. PSD of LFP signals and mean power in delta (0-5 Hz) and theta (5-15 Hz) bands. The average PSD (+SEM) is
represented on the left part of the figure, and the delta and theta average power (=SEM) is represented on the right part. BLA:
n=14; mPFC:n =21;and PIR: n = 20; xp <5 X 1072, #xp < 5 X 103, xxxp < 5 X 10~ *: significant difference between same
color-different pattern bars; $p < 5 X 1072, $$p < 5 X 1073, $$$p < 5 X 10~ *: significant difference between same

pattern-different color bars.

calculated for each frequency band, in the four catego-
ries.

Delta Band mean power (Fig. 3, middle column)

A three-way ANOVA revealed no main effect of struc-
ture (Fp sy = 1.38, p = 0.3), but a significant USV X
behavior X structure interaction (F, 55y = 3.23, p = 0.05).
In each recording sites, a two-way ANOVA revealed a
significant main effect of factors USV and behavior, and
no significant USV X behavior interaction except for the
mPFC (see Extended Data Fig. 3-1 for all the statistical
results). Post hoc comparisons first showed that in the
three structures, 8 mean power was higher during silent
freezing than during silent escape. In addition, in both
behavioral states (except for mPFC for which the effect of
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USV was only significant during escape), the emission of
USV was associated with a significant enhancement in
delta mean power.

Theta Band mean power (Fig. 3, right column)

The three-way ANOVA revealed no main effect of
structure (Fp 55 = 0.38, p = 0.7), but a significant USV
X structure interaction (Fp 50 = 4.72, p = 0.01). In BLA
and mPFC, the two-way ANOVA revealed a significant
main effect of factors USV and behavior, and no signif-
icant USV X behavior interaction (Extended Data Fig.
3-1, upper part). In PIR, no significant effect of factor
USV was observed. Post hoc comparisons (Extended
Data Fig. 3-1, lower part) showed that in the three
structures, theta mean power was lower during silent
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Figure 4. PSD of LFP signals and mean power in gamma (40-80 Hz) band. The average PSD (=SEM) is represented on the left
part of the figure, and the gamma average power (+=SEM) is represented on the right part. BLA: n = 14; mPFC: n = 21; and PIR:
n=20;%p <5X 1072 #xp <5 X 1073, =xxp < 5 X 10~ *: significant difference between same color-different pattern bars; $p
<5xX 1072, $%$p <5 x 1073, $$$p < 5 x 10~ *: significant difference between same pattern-different color bars.

freezing than during silent escape. Moreover, in BLA
and mPFC, USV emission was associated with a de-
crease in theta mean power.

In summary, when compared to silent escape, silent
freezing is characterized by a higher power of oscillatory
activity in the delta band while a lower power was ob-
served in the theta band. Importantly, in both freezing and
escape states, the emission of USV coincides globally
with an increase in power in the delta band in all three
regions and a decrease in the theta band in BLA and
mPFC.
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Beta (15-40 Hz) and gamma (40-80 Hz) bands mean
PSD

Mean PSD of LFPs is represented for each recording
site in Figure 4, left part. It can be observed that in each
recording site, the signal power in the gamma band de-
pends on both the animal’s behavioral state (freezing vs
escape) and, for a given behavioral state, the emission of
USV (USV vs silent). Furthermore, in the PIR, the signal
power in the beta band also seems to be affected during the
emission of USV during escape. Averaged mean power was
calculated for each frequency band, in the four categories.
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Figure 5. Characterization of respiratory frequency in the four experimental categories (n = 22 rats). A, Individual examples of the
respiratory signal. B, PDF of respiratory frequency. The distributions were obtained using a 0.33-Hz bin. Inset, Average peak

frequency (£SEM) in each category.

Beta Band mean power (Extended Data Fig. 4-1)

Beta Band mean power values in the three recording sites
are reported on Extended Data Fig. 4-1, upper part. The
three-way ANOVA revealed a significant main effect of
Structure (Fp50) = 4.24, p = 0.02), and a significant interac-
tion for USV X structure (F, 55 = 4.10, p = 0.02), behavior
X structure (Fp 52 = 5.15, p = 0.009) and USV X behavior
X structure (F 50 = 5.32, p = 0.008). The two-way ANOVA
revealed no significant changes in beta activity in the BLA
(Extended Data Fig. 4-1, middle part). In the mPFC, a sig-
nificant main effect of USV was observed, and post hoc
comparisons showed that USV emission during both Es-
cape and Freezing induced an increase in 8 mean power
(Extended Data Fig. 4-1, lower part). In the PIR, a significant
main effect of USV and behavior, and a significant USV X
behavior interaction were observed. Post hoc comparisons
showed that USV emission during escape was associated
with an increase in beta mean power.

Gamma Band mean power (Fig. 4, right column)

The three-way ANOVA revealed a significant main ef-
fect of structure (F(» 5o) = 3.69, p = 0.02), and a significant
interaction for USV X structure (F 55y = 4.20, p = 0.02)
and behavior X structure (F sp) = 5.29, p = 0.008). The
two-way ANOVA revealed a significant main effect of
behavior, and a significant USV X behavior interaction in
the three recording sites (Extended Data Fig. 4-2). Post
hoc comparisons showed that gamma mean power was
lower during silent freezing than during silent escape. In
addition, USV emission during escape temporally coin-
cided with an increase in gamma mean power. Notewor-
thy, USV emission during both freezing and escape was
associated with a narrowing of the activity toward the
lower range of the band and an increase in gamma peak
power (as can be seen on the power spectra of Fig. 4, left
column).

In summary, during silent freezing, gamma band mean
power is lower than during silent escape. In addition, the
emission of USV coincides with an increase in gamma
band activity (mainly during escape) added to a narrowing
of the activity toward the lower range of the band where
the peak power is increased. Finally, in the PIR and mPFC
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(but not in BLA), the emission of USV during escape is
associated with an increase in beta activity power.

USV emission strongly affects instantaneous
respiratory rate

As previously reported in the literature, we found that
the emission of USV drastically changes the shape and
frequency of the respiratory signal (see individual exam-
ples in Fig. 5A). Figure 5B illustrates the probability dis-
tribution function (PDF) of respiration in our four
experimental categories. A three-way ANOVA revealed a
highly significant behavior X USV X respiratory frequency
interaction (Fiz2 1344y = 5.44, p < 0.000001) and further
two-way ANOVAs showed a significant main effect of
USV for both freezing (F; 4y = 6.29, p = 0.02) and escape
(Fi1,21) = 18.05, p = 0.0004) states. The emission of USV
shifts the dominant respiratory frequency toward lower
values, going from 6.3 to 1.4 Hz for escape and from 2.8
to 1 Hz for freezing (Fig. 5B, inset). The next step of our
study was then to assess to what extent the frequency of
oscillatory activity in the delta and theta range followed
respiratory frequency, and consequently whether USV
emission has an impact on this relationship.

Covariation between delta and theta oscillatory
frequencies and respiratory frequency

Figure 6, upper part, highlights the fact that the respi-
ratory frequency range delimits the range of LFP oscilla-
tory frequency for which co-variation between the two
signals frequency could be assessed.

In each experimental category, we conducted covaria-
tion matrices (Fig. 6, lower part) depicting pairwise simi-
larities between respiratory frequency and oscillatory
frequency in the delta and theta bands. During silent
escape and USV escape, theta activity is preferentially
expressed and shows no obvious coupling with respira-
tion: whatever the respiratory frequency, theta activity is
mostly observed with a fixed frequency around 6-7 Hz.
During silent freezing, both theta and delta activities are
expressed. While a clear-cut covariation is observed be-
tween delta frequency and respiratory frequency, no co-
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Figure 6. Covariation between delta and theta oscillatory frequencies and respiratory frequency. A, Each graph represents the PSD
of LFP signals (left y-axis, black curve) and the PDF of respiration (right y-axis, red curve). The graphs were obtained from LFP signals
recorded in the mPFC in the four experimental categories (silent escape, USV escape, silent freezing, and USV freezing). B, 2D matrix

histograms obtained from LFP signals recorded in mPFC (n = 21),

BLA (n = 14), and PIR (n = 20), y-axis represents LFP frequency

and x-axis respiratory frequency. The 2D histogram is normalized so that the total sum is 1, and point density is represented on a color

scale ranging from blue to yellow as the point density increases.

variation is seen for theta frequency. During USV freezing,
both theta and delta activities are expressed with no
coupling with respiratory frequency. Raw signal traces
recorded in the same animal in the four experimental
categories are reported on Extended Data Figure 6-1.

In summary, the only experimental category leading to
a clear-cut frequency-frequency coupling between respi-
ration and LFP signal is silent freezing and concerns the
band. During USV emission, no covariation is observed
between respiratory rate and delta or theta oscillatory
activities.

Modulation of beta and gamma power with the
phase of the respiratory cycle

It was shown that respiration can modulate not only
slow neuronal oscillations, but also beta and gamma band
oscillations, which amplitude is modulated in phase with
respiration (Cenier et al., 2009; Ito et al., 2014). We there-
fore investigated whether activity in the beta and gamma
bands was modulated by the phase of the respiratory
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cycle in our different experimental categories, and
whether USV emission has an impact on this modulation.
Figure 7A illustrates an individual example of LFP signal
collected in the PIR, with the corresponding respiratory
signal and USV calls. A time frequency analysis con-
ducted on the LFP signal at the level of the respiratory
cycle, clearly shows that respiration modulates beta and
gamma activity power, with higher beta activity power at
the beginning of expiration and higher gamma activity
throughout expiration. This modulation is further evi-
denced by the analysis illustrated in Figure 7B, which
represents the respiration phase-frequency map of LFP
signal in the four experimental categories. We conducted
this analysis in the three recording sites (Extended Data
Fig. 7-1). The data illustrated in Figure 8 represent the
time course of beta activity maximal power throughout the
respiratory cycle. A three-way (behavior, respiratory cycle
time, USV) ANOVA first revealed a significant main effect
of behavior in mPFC (F 40 = 6.38, p = 0.02) and PIR
(Fi1,38y = 7.93, p = 0.008), and a significant respiratory
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Figure 8. Beta Activity power time course throughout the nor-
malized respiratory cycle in the three recording sites and in the
four experimental categories. Left side, Silent freezing versus
USV freezing. Right side, Silent escape versus USV escape. The
vertical dotted line on each graph represents the transition be-
tween inspiration and expiration phase positioned at 0.4 (this
value corresponds to the mean ratio between inspiration and
expiration over the four experimental categories). BLA: n = 14;
mPFC: n = 21; and PIR: n = 20.

cycle time X behavior interaction in BLA (F (39 1014 = 2.47,
p =2 X 107%). We then analyzed the data separately for
freezing and escape to compare the time course of LFP
oscillatory activity power throughout the respiratory cycle,
either with or without USV. During freezing (Fig. 8, left
part), a two-way ANOVA revealed a significant effect of
respiratory cycle time in the three recording sites and a
significant interaction for USV X respiratory cycle time in
the PIR only (Extended Data Fig. 8-1, upper part). In this
recording site, during silent freezing, the maximum power
is observed during inspiration, while during USV freezing,
the maximum is shifted toward the early part of expiration.
Concerning escape (Fig. 8, right part), in the three record-
ing sites the ANOVA revealed a significant effect of respi-
ratory cycle time but no effect of USV or USV X
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Figure 9. Gamma Activity power time course throughout the
normalized respiratory cycle in the three recording sites and in
the four experimental categories. Left side: Silent freezing versus
USV freezing. Right side, Silent escape versus USV escape. The
vertical dotted line on each graph represents the transition be-
tween inspiration and expiration phase positioned at 0.4 (this
value corresponds to the mean ratio between inspiration and
expiration over the four experimental categories). BLA: n = 14;
mPFC: n = 21; and PIR: n = 20.

respiratory cycle interaction (Extended Data Fig. 8-1, up-
per part). The time course of gamma activity maximal
power throughout the respiratory cycle is reported in
Figure 9. The three-way (behavior, respiratory cycle time,
USV) ANOVA revealed a significant respiratory cycle time
X USV X behavior interaction in BLA (Fizg 1914 = 0.58, p
=1x1077), mPFC (Fzo,1s60) = 3.75,p = 1 X 1077), and
PIR (F39,1482) = 4.18,p = 1 X 10~7). We then analyzed the
data separately for freezing and escape. During freezing
(Fig. 9, left part), the two-way ANOVA revealed a signifi-
cant effect of respiratory cycle time and a significant
interaction for USV X respiratory cycle time in the three
recording sites (Extended Data Fig. 8-1, lower part). Dur-
ing silent freezing, the maximum power is observed dur-
ing inspiration, while during USV freezing, two maxima are
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Figure 10. Schematic summary of the data obtained during silent freezing and USV freezing. During silent freezing, delta frequency
covaries with nasal respiratory frequency. In addition, power in the beta band for the PIR and in the gamma band for the three
recording sites is modulated in phase with respiration, with higher beta and gamma power during inspiration than expiration. USV
freezing emission coincides with a decrease in theta power and an increase in delta and gamma power. In parallel, a deep slow-down
of respiratory frequency is observed, with the uncoupling between delta frequency and respiratory frequency. Furthermore, a
reorganization of beta and gamma activity power during the respiratory cycle occurs, with increased B power in the PIR during the
first half of expiration phase, and increased gamma power in the three recording sites during the second half of expiration.

observed, one during inspiration, and the other during the
late part of expiration. Concerning escape (Fig. 9, right
part), the ANOVA revealed a significant effect of respira-
tory cycle time and USV (except for BLA), and a significant
interaction for USV X respiratory cycle (Extended Data
Fig. 8-1, lower part). During silent escape, the maximum
power is observed at the transition between inspiration
and expiration, while during USV escape, the maximum is
shifted toward inspiration.

In summary, in the PIR beta power is modulated by
the phase of the respiratory cycle during freezing and
the pattern of this modulation is changed during USV
emission. Gamma Power in the three recording sites is
strongly modulated by the phase of the respiratory
cycle during both freezing and escape, although pre-
senting slightly different patterns. The emission of USV
is associated with drastic changes in the time course of
this modulation.

Discussion

The present study assessed for the first time the impact
of 22-kHz USV production on brain dynamics in the net-
work involved in fear expression, including the mPFC and
the BLA. We report that USV emission modulates oscilla-
tory activities differentially depending on their frequency
band. Specifically, it temporally coincides with an in-
crease in delta and gamma power, and a decrease in
theta power. In addition, in the PIR, an increase in beta
activity is observed. Some of these changes co-occur
with USV-induced respiration changes. Indeed, during
USV calls, the coupling observed between respiratory
frequency and delta oscillatory frequency during silent
freezing is lost, and the time course of gamma and beta
power within the respiratory cycle is modified. The pres-
ent data suggest that USV calls could result in a specific
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gating of information within the fear network, potentially
modulating fear memory, as suggested by our observa-
tion that the amount of USV emitted during conditioning is
a good predictor of the learned fear response at retention.

22-kHz USVs are observed during both passive and
active fear responses

22-kHz USVs in rats are emitted in aversive situations
such as foot-shock delivery and are considered as reflect-
ing a negative affective state (Litvin et al., 2007; Schwart-
ing and Wohr, 2012; Brudzynski, 2013). We found that
USVs are predominantly produced during freezing, which
is consistent with the literature (Brudzynski and Ociepa,
1992; Woéhr et al., 2005; Hegoburu et al., 2011; Shionoya
et al., 2013; Boulanger Bertolus et al., 2014; Boulanger-
Bertolus et al., 2017). However, we also found that some
USVs are emitted during escape. Although some exam-
ples of 22-kHz USV during locomotion have been re-
ported (Laplagne and Elias Costa, 2016; Boulanger-
Bertolus et al., 2017), the characteristics of these USV
remain poorly investigated. Here, we show that 22-kHz
USV emitted during escape are shorter and louder than
those emitted during freezing and exhibit a higher peak
frequency.

We also show that although these two types of USV
have globally similar effects on brain oscillations, they
present different relationships with performance at 48-h
retention. Indeed, while there is a positive correlation
between the number of USV freezing during condition-
ing and the amount of freezing at retention, this corre-
lation is not found for USV escape. This suggests that
the two subtypes of 22-kHz USV reflect different as-
pects of fear response. For instance, USV Escape might
be more related to the unconditioned response to
shock, while USV freezing are generally considered as
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part of the conditioned fear response (Wohr and
Schwarting, 2008).

Freezing and escape differentially modulate brain
oscillatory activities

We first investigated whether in the absence of USV
emission, the way fear is expressed is associated with
different changes in brain oscillatory activities. Freezing is
a passive defense response while escape is an active
response. Recent studies pinpointed that active and pas-
sive fear responses involve distinct and mutually inhibitory
neurons in the central amygdala (Gozzi et al., 2010; Fadok
et al.,, 2017). Here, we show that these two response
modes also differentially modulate oscillatory activity in
the fear circuit. Indeed, compared to escape, freezing is
characterized by a higher delta power and a lower 6 and
v power. Our data in the delta band are in line with the
literature as several recent studies showed that freezing
temporally coincides with the development of 4-Hz oscil-
lations in prefrontal-amygdala circuits (Dejean et al., 2016;
Karalis et al., 2016; Moberly et al., 2018). In awake ani-
mals, 6 activity is known to occur preferentially during
voluntary locomotor activities (Vanderwolf, 1969; Buzsaki,
2002), thus explaining the increase in theta power ob-
served here during escape. Finally, the increase in gamma
power observed during escape might reflect an increased
emotional level compared to freezing. Indeed, previous
studies both in humans and animals have shown that
gamma oscillations are enhanced during emotional situ-
ations (for review, see Headley and Paré, 2013; Stujenske
et al., 2014; Concina et al., 2018).

22-kHz USV emission alters respiration and is
associated with changes in oscillatory activities
While several studies have investigated the neural cir-
cuit involved in USV production (for review, see Schwart-
ing and Wohr, 2012), and the correlates of USV
perception in the brain of conspecifics receivers (Sadan-
anda et al.,, 2008; Parsana et al., 2012; Roberts and
Portfors, 2015), to our knowledge no study has assessed
the effect of USV production on the sender animal’s brain
oscillatory activities. We showed that USV emission co-
incides with an increase in delta power and a decrease in
0 power. In addition, an increase in gamma power is
observed. The effects are globally similar for both types of
USV, and in the three recording sites although small
differences exist. Furthermore, a strong increase in beta
power is more specifically observed in the PIR.
Importantly, some of the changes observed during USV
emission co-occurred with changes in respiratory rhythm.
USVs are produced during expiration on constriction of
the vocal folds resulting in an increase in subglottal pres-
sure and a reduction of airflow through the nose (Riede,
2011; Sirotin et al., 2014). Consequently, 22-kHz USV
emission induces drastic changes in the shape and fre-
quency of the respiratory signal (Frysztak and Neafsey,
1991; Hegoburu et al., 2011; Boulanger-Bertolus et al.,
2017). It is known from a long time that respiration drives
oscillations time-locked to breathing cycles in the olfac-
tory pathways (Adrian, 1942; Fontanini and Bower, 2005;
Buonviso et al., 2006; Kay et al., 2009; Courtiol et al.,

March/April 2019, 6(2) e0065-19.2019

New Research 15 of 17
2011; Esclassan et al., 2012; Zelano et al.,, 2016) and
modulates the amplitude of local beta and gamma oscil-
lations in the olfactory bulb (Buonviso et al., 2003; Cenier
et al., 2009; Rosero and Aylwin, 2011) and in the olfactory
cortex (Fontanini and Bower, 2005; Zelano et al., 2016).
Several recent papers have highlighted that outside its
impact on olfactory regions, nasal respiration also en-
trains oscillations in widespread brain regions in awake
rodents (Ito et al., 2014; Nguyen Chi et al., 2016; Biskamp
et al., 2017; Zhong et al., 2017; Rojas-Libano et al., 2018;
Tort et al., 2018b) and modulates the amplitude of fast
oscillations (lto et al., 2014; Biskamp et al., 2017; Zhong
et al.,, 2017). Importantly a recent work has specifically
investigated the link between respiration and freezing-
related 4-Hz oscillation in the mPFC (Moberly et al., 2018),
and reported that during freezing, mice respiratory fre-
quency is correlated with the 4-Hz oscillation in the
mPFC, and that disruption of olfactory inputs to the mPFC
significantly reduces the 4-Hz oscillation.

Here, we show that during silent freezing, dominant
frequency in the delta band covaries with respiratory fre-
quency. In addition, we report that the activity in the
gamma band for the three recording sites, and in the beta
band for PIR, are modulated in phase with respiration,
with greater beta and gamma power during inspiration
than expiration (see summary in Fig. 10). Importantly we
also show that USV emission, particularly during freezing,
coincides with important changes in the relationship be-
tween respiration and oscillatory activity. First, USV emis-
sion induces a deep slow-down of respiratory frequency.
In parallel, the coupling between 8 band dominant fre-
quency and respiratory frequency is lost. In addition, a
reorganization of beta and gamma activity power during
the respiratory cycle occurs, with increased beta power in
PIR during the first half of expiration phase, and increased
gamma power in the three recording sites during the
second half of expiration.

Functional interpretation

How can we integrate the present data to the existing
literature? Respiration-locked oscillations in non-olfactory
regions were shown to depend on nasal airflow (lto et al.,
2014; Yanovsky et al., 2014). Indeed, olfactory sensory
neurons have mechanosensitive properties (Grosmaitre
et al., 2007) and the signals elicited by rhythmic airflow in
the nose are transmitted to the olfactory bulb and the PIR
(Fontanini et al., 2003; Wu et al., 2017). The PIR has direct
connections with the PFC (Clugnet and Price, 1987) and
the olfactory information has unique direct access to the
amygdala (McDonald, 1998). We propose that the deep
slow-down of respiratory rate added to the reduction of
airflow through the nose during USV calls (Riede, 2011;
Sirotin et al., 2014) is responsible for the loss of coupling
between nasal rhythm and 8 oscillation. During USV calls,
brain delta oscillations become independent of nasal res-
piration and their power increases. In parallel, beta and
gamma activity power increases during expiration. Inter-
estingly, Manabe and Mori (2013) reported that in olfac-
tory regions, gamma oscillations can lock to different
phases of the respiratory cycle depending on the animal’s
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behavior. Indeed, during active exploration with high sniff-
ing rate, gamma is phase-locked to inhalation, while dur-
ing awake resting in which rats show a slow respiration
rate with long exhalation phase, gamma is phase-locked
to exhalation. The authors propose that gamma oscilla-
tory coupling can be generated either by olfactory sensory
inputs during inhalation, or centrally in the brain during
exhalation. The same kind of interpretation could hold for
our data, with the emission of USV being associated with
a reorganization of gamma coupling during expiration,
potentially resulting in a different gating of information to
downstream structures of the fear network. Since we
observed that the amount of USV emitted during freezing
at training is correlated with the learned freezing response
at retention, we suggest that the window of a USV call and
its particular respiratory pattern added to its specific com-
bination of brain oscillatory activity, might enhance plas-
ticity at given sites of the network and ultimately
strengthen long-term fear memory. Additional experi-
ments are needed to explore the causal link between
USV-related changes in oscillatory activities and fear
memory.

A better knowledge of the impact of USV production on
brain neural dynamics is not only important for under-
standing the respective weight of the different compo-
nents of fear response, but is also particularly relevant for
rodent models of human neuropsychiatric disorders, for
which socio-affective communication is severely impaired
(Wéhr and Scattoni, 2013).
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Figure 1-1: Areas targeted by the electrodes (light orange areas) in the three recording sites. Numbers at the

bottom indicate the relative position of coronal slices from bregma (adapted from Paxinos and Watson, 2007).
MPFC: n=21; PIR: n =20; and BLA: n = 14



Oscillatory

Structure Factor F (ddl) F value P value
Band
usv 17.97 1x10-3%*
BLA Behavior 1,13 11.26 5x103%*
USVxBehavior 0.62 0.4
usv 17.56 5x10-4%**
Delta
mPFC Behavior 1,20 5.70 3x102*
Mean power -
USVxBehavior 9.28 6x10-3*
usv 13.25 2x103%*
PIR Behavior 1,19 33.22 Ix105***
USVxBehavior 0.15 0.7
usv 18.82 8x104**
BLA Behavior 1,13 28.43 X104+ **
USVxBehavior 0.01 0.9
usv 27.77 Ax1Q5***
Theta
mPFC Behavior 1,20 114.73 Ix103%**
Mean power -
USVxBehavior 2.13 0.2
usv 0.01 0.9
PIR Behavior 1,19 61.99 Ix103%**
USVxBehavior 0.70 0.4
Oscillatory Sll?nt USV Freezing Sll?nt Silent
Band Structure Freezing vs vs USV Escape Freezing vs Escape vs
Silent Escape USV Freezing  USV Escape
BLA 3x10-2* 0.1 5x103* 6x1073*
Delta
mPFC Ix103"** 0.7 0.1 TX105***
Mean power
PIR 8x104** 1x103* 3x102* Ix1Qa***
BLA Tx106%%* 8x104* 2x10°2* IX1QAF**
Theta
mPFC 1X105*** 1x106*** bx103* Ix1 Q¥ **
Mean power
PIR 1X105*** 1x103%* 0.7 0.5
Figure 3-1

Figure 3-1: Delta and Theta activity mean power statistical data: ANOVA analysis (upper table) and p

values for post-hoc comparisons (lower table). * : p<5x107?, ** : p<5x103, *** : p<5x10™.



Silent Escape USV Escape  Silent Freezing USV Freezing
BLA 0.062+0.005 0.064+0.005 0.062+0.005 0.063+0.004
mPFC 0.062+0.003 0.064+0.003 0.063+0.003 0.064+0.003
PIR 0.087+0.010 0.099+0.007 0.077+0.007 0.079+0.013
Structure Factor F (ddl) F value p value
usv 2.24 0.2
BLA Behavior 1,13 0.11 0.7
USVxBehavior 0.40 0.5
usv 11.60 3x103**
mPFC Behavior 1,20 0.53 0.5
USVxBehavior 2.43 0.1
usv 9.04 7x103*
PIR Behavior 1,19 6.06 2x102*
USVxBehavior 9.58 6x103*
Sll(.ent USV Freezing Sl|l:-.!nt Silent
Structure Freezing vs vs USV Escape Freezing vs Escape vs
Silent Escape P USV Freezing  USV Escape
BLA 0.9 0.6 0.2 0.3
mPFC 0.1 0.9 1x102* 1x102*
PIR 0.1 1x102* 0.5 2x1073%*
Figure 4-1

Figure 4-1: Beta band mean power values (+/- sem) in the three recording sites (upper table), ANOVA
analysis (middle table), and p values for post-hoc comparisons (lower table). * : p<5x107?, ** : p<5x10°

3 **% . n<5x107,



Structure Factor F (ddl) F value p value
usv 1.53 0.2
BLA Behavior 1,13 78.54 1x105***
USVxBehavior 6.99 2x10-2*
usv 0.80 0.4
mPFC Behavior 1,20 59.79 1x105%**
USVxBehavior 15.69 8x104**
usv 6.29 2x10-2*
PIR Behavior 1,19 31.94 2X10Q5%**
USVxBehavior 11.74 3x102*
structure  wesilems | USUFreetingvs SV Freringvs R0
Escape USV Escape Silent Freezing Escape
BLA 1x106%** 2x103%** 0.1 2x10°2*
mPFC 5x10-6%** 1x100%** 3x10-2* 9x10-3*
PIR 6x104** Ax100*** 0.4 Ox10-4**
Figure 4-2

Figure 4-2: Gamma band mean power statistical data in the three recording sites: ANOVA analysis
(upper table) and p values for post-hoc comparisons (lower table). * : p<5x107?, ** : p<5x103, *** ;

p<5x10*.
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Figure 6-1: Examples of raw traces obtained in the same animal in the three recording sites and the four
experimental categories. Each panel represents from the top: USVs calls (for the panels on the right), raw
respiratory signal, and LFP signals recorded in the BLA, mPFC, and PIR.
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Figure 7-1: Modulation of 8 and y power by the phase of the respiratory cycle. Average time frequency maps
centered on the normalized respiratory cycle, in the three-recorded structures (along the vertical axis) and the
four experimental categories (along the horizontal axis). On each graph, the red vertical dotted line represents
the transition between inspiration and expiration that was set at 0.4, and the white horizontal dotted line
represents the transition between 8 and y bands. BLA: n = 14; mPFC: n = 21; and PIR: n = 20.



Beta band Freezing Escape
Structure Factor F(ddl) Fvalue p value F (ddl) F value p value
Respirato
cyc':e tim:v 39,507 2.32 2x105%** 39,507 2.35 1x105***
BLA usv 1,13 2.4 0.1 1,13 0.11 0.7
Respiratory
cycle time x 39,507 1.05 0.4 39,507 1.29 0.1
usv
R irat
;i':'::n::' 39,780  1.53 2x102* 39,780  2.04  2x104%**
usv 1,20 3.16 0.1 1,20
mPFC "
Respiratory
cycle time x 39,780 1.09 0.3 39,780 1.99 0.2
usv
Respirato
cyc':e tim:v 39,741 5.72 1X1Q7*** 39,741 1.56 2x102*
PIR usv 1,19 0.15 0.70 1,19 0.62 0.4
Respiratory
cycle time x 39,741 2.65 4x107TF** 39,741 1.30 0.1
usv
Gamma band Freezing Escape
Structure Factor F(ddl) Fvalue p value F(ddl) Fvalue p value
Respirato
cycTe tim? 39,507 11.06 1x10°6*** 39,507 7.58 1x107***
BLA usv 1,13 0.41 0.5 1,13 3.79 7x102
Respiratory
cycle time x 39,507 5.28 1x10°6*** 39,507 3.65 1x107***
usv
Respirato
CVCIIJe tim:: 39,780 11.65 1x105*** 39,780 22.08 IX1Q7H**
mPEC usv 1,20 1.05 0.3 1,20 6.95 2x10°2*
Respiratory
cycle time x 39,780 5.03 1x1Q5*** 39,780 5.64 1X1Q7H**
usv
Respirato
cycTe tim:: 39,741 13.36 1x105*** 39,741 16.11 IX1QTH**
PIR usv 1,19 0.27 0.6 1,19 9.03 7x103*
Respiratory
cycle time x 39,741 7.72 1x10°6*** 39,741 4.31 1x107***
usv
Figure 8-1

Figure 8-1: Beta (upper table) and Gamma (lower table) bands maximum power throughout the

respiratory cycle, ANOVA analysis. * : p<5x107?, ** : p<5x103, *** : p<5x10™.



Etude 2 : Encodage des durées et
activités oscillatoires au sein du
circuit neuronal de la peur
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Illustration par John Tenniel du Lapin blanc dans Alice au pays des merveilles (de Lewis Carroll,
1865). Dans ce roman, la symbolique du temps est grandement présente, notamment a
travers le personnage du Lapin blanc et sa montre a gousset.






Introduction a la perception du
temps et des durées






La deuxieme étude de ce travail de these est consacrée a I'encodage des durées dans
le conditionnement de peur. En effet, lors du conditionnement de peur, le rat apprend non
seulement que le stimulus conditionnel prédit I'arrivée du choc, mais également a quel
moment précis le choc arrive (Figure 41). Cet encodage des relations temporelles qui lient les
deux stimuli serait a la base méme de 'apprentissage associatif et se ferait dés les premiers
essais. Or les taches utilisées classiqguement chez I'animal pour étudier la représentation du
temps et la mémoire temporelle se basent sur des protocoles incluant une réponse
instrumentale de I’'animal et nécessitant de trés nombreuses séances d’entrainement, ce qui
empéche [|‘observation des comportements temporels dés les premiers essais de
I’apprentissage.

‘Izntervalle de temps

Figure 41 : Représentation schématique de la notion d'intervalle de temps dans un conditionnement de peur a
l'odeur.

Afin de pallier cet inconvénient, nous avons choisi d’étudier I'encodage des durées
dans le conditionnement de peur. Cela a nécessité de quantifier de facon tres fine le
comportement de I'animal, afin de détecter des réponses anticipatrices pendant l'intervalle
étudié. Pour cela, nous avons utilisé un dispositif expérimental mis au point dans I'équipe,
basé sur I'enregistrement simultané du freezing, des USV et de la respiration de I'animal
pendant I'apprentissage (Hegoburu et al, 2011).

Nous avons ensuite recherché quelles étaient les signatures électrophysiologiques de
cet encodage du temps dans le réseau neuronal de la peur conditionnée. Je me suis plus
particulierement focalisée sur I’étude des activités oscillatoires au sein de ce réseau.

Avant de présenter les résultats de cette étude, nous allons définir la notion de mémoire
temporelle, ce que I'on connait du réseau impliqué et du réle des activités oscillatoires au sein
de ce réseau.
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I. Que savons-nous du temps ? Comment le mesurer ?

« Qu'est-ce que en effet que le temps ? Qui saurait en donner avec aisance et briéveté
une explication ? (...) Si personne ne me pose la question, je le sais ; si quelqu'un pose la
question et que je veuille expliquer, je ne sais plus (...) Et cependant, Seigneur, nous percevons
les intervalles de temps; nous les comparons entre eux, et nous appelons les uns plus longs, les
autres plus courts. Nous mesurons encore de combien tel temps est plus long ou plus court ».

Saint Augustin, Confessions, XI, 14, 16

1. Le temps a différentes échelles et la mémoire temporelle

Des yeux pour voir, un nez pour sentir, une langue pour godter, ... mais aucun organe ou
récepteur sensoriel dédié a la perception et I'estimation temporelle ! Pourtant I’estimation du
temps et des durées est une opération courante dans la vie de tous les jours et fondamentale
pour la survie de I'organisme. C'est ce qui permet, avec la notion d’espace, de produire des
réponses comportementales adaptées. On distingue classiquement différentes échelles allant
des millisecondes au rythme circadien, en passant par une échelle de temps intermédiaire
allant de quelques secondes a quelques minutes/heures (pour revue, voir Buhusi et Meck,
2005)(Figure 42).

L’échelle de temps des millisecondes (pour revue, Spencer et lvry, 2013) est essentielle
pour la coordination fine des mouvements, telle que celles impliquées dans la marche, le vélo,
la parole ou encore lorsque I'on joue d’un instrument de musique. L'échelle de temps
circadienne est celle concernant les durées approximant les 24 heures et est impliquée dans
les rythmes journaliers comme la prise alimentaire, la régulation du cycle veille/sommeil, les
taux hormonaux, etc (pour revue voir Gachon et al., 2004 ; Partch et al., 2014). L’échelle de
temps intermédiaire, celle qui va nous intéresser par la suite, est celle des intervalles de temps
de I'ordre de I'ordre de la seconde a la minute. Elle est classiqguement désignée sous le terme
« Interval timing » dans la littérature. C’est celle qui nous permet d’encoder la maniére dont
les évenements sont reliés les uns aux autres dans le temps, créant ainsi des cartes
temporelles de notre environnement (Miller et Barnet, 1993 ; Balsam et Gallistel, 2009) et
nous permettant d’interagir de maniére appropriée avec celui-ci en utilisant notre mémoire
temporelle. Linterval timing fait référence par exemple aux processus impliqués dans la
perception et I'estimation de la durée d’un évenement. Ce processus peut étre implicite et
non conscient. Par exemple, nous nous rendrons vite compte que le feu rouge en bas de chez
nous que I'on connait bien, est bien plus long a passer au vert qu’habituellement, il se peut
gu’il soit cassé. Pourtant nous n’avons jamais réellement mesuré le temps que celui-ci met a
passer au vert, nous I'avons fait de maniére inconsciente et en avons fait cette déduction.
Mais il peut également s’agir d’un processus explicite et conscient. Par exemple, lorsque nous
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estimons qu’il nous reste assez de temps pour traverser la route sur le passage piéton avant
gue le feu ne passe au vert pour les voitures.

24 h
100,000 T"Q' «—— | Circadian timing
" | Bahaviour
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Witz | Bram struciures
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Figure 42 : La perception temporelle a travers différentes échelles de temps. Est représentée ici la précision de
I’estimation temporelle en fonction de la durée a mesurer. Trois échelles de temps sont définies : les millisecondes,
les intervalles de temps (quelques minutes a une heure) et les rythmes circadiens (plusieurs heures). La
performance est précise (mais peu flexible) pour des durées de I'ordre de la journée, moins précise (mais plus
flexible) pour les intervalles de la seconde a I’heure et accepte une précision intermédiaire pour des durées de
I'ordre de la milliseconde (Buhusi et Meck, 2005).

Ces trois échelles de temps présentent des caractéristiques différentes. Premiérement,
elles semblent dépendre de réseaux neuronaux différents (pour revue voir Merchant et al.,
2014 ; Dibner et al., 2010). Une autre différence est que I’échelle circadienne est tres précise
(sur une échelle de 24h, seulement quelques minutes de variabilité) mais peu flexible (Czeilser
et al., 1999) alors que pour l'interval timing c’est I'inverse (flexible mais peu précis, et cette
précision décroit avec la durée de l'intervalle, c’est la propriété scalaire que nous décrirons
plus bas (Buhusi et Meck, 2005).
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Par ailleurs, l'interval timing permet de s’adapter a une nouvelle durée d’intervalle quasi
instantanément (Meck et Church, 1984), contrairement a I’échelle circadienne pour laquelle
il faut plusieurs jours d’adaptation (qui n’a jamais connu le fameux jet lag, ce temps de
réadaptation a un autre cycle jour/nuit ?).

2. Lapropriété scalaire

[ =k -log(S) et —=k

Equation 1: Loi de Weber-Fechner. I l'intensité de la sensation, S la grandeur du stimulus, k une constante,
log est la fonction logarithme et Al le seuil différentiel (la plus petite différence d’intensité percue). Fechner
énonca sa célébre loi selon laquelle « la sensation varie comme le logarithme de I'excitation », toutefois, la
fraction de Weber (a droite) est censée étre constante. Cette loi peut s’appliquer a différentes modalités, comme
la vision, I'audition, ... et également a la perception temporelle.

Comme nous I'avons mentionné plus haut, la perception temporelle obéit aux lois de
la perception sensorielle, en ce sens qu’elle suit la loi psychophysique de Weber de par sa
propriété scalaire (Gibbon 1977 ; Gibbon et al., 1984) (Equation 1). Cette propriété stipule que
la précision temporelle décroit avec la durée de I'intervalle mesuré. Par exemple, il est plus
difficile de discriminer un intervalle de 30 versus 32 secondes qu’un intervalle de 2 versus 4
secondes, bien que dans les deux cas, 2 secondes séparent les intervalles. Cette propriété
scalaire signifie que I'on maintient la méme précision relative sur une large gamme de durée
(le coefficient de variation est proportionnel a la durée de l'intervalle). Ce qui se traduit
mathématiquement par la fraction de Weber qui est constante (Equation 1, droite). Si I'on
représente sur une échelle de temps relative les courbes représentant les comportements
temporels mesurés, celles-ci se superposent (Figure 43). En revanche, cette propriété scalaire
n’est plus respectée lorsque les taches deviennent trop complexes (Keen et Machado, 1999)
ou si elles mettent en jeu des durées extrémes (pour revue voir Lejeune et Wearden, 2006).

Cette loi n’est pas la seule a régir la perception temporelle. Par exemple, la loi de
Vierordt (1868, cité dans Szelag & al., 2002) montre que les durées bréves, de I'ordre d’une
seconde ou inférieures, sont surévaluées et les durées plus longues, supérieures a 4/5
secondes, sont sous-évaluées. Les durées de 2 a 3 secondes sont les mieux évaluées.

Nous ne nous étendrons pas plus sur les différents aspects et lois psychophysiques de
la perception et I'estimation temporelle, ce n’est pas le propos ici, il faut juste garder a I'esprit
gu’elles existent et sont utiles en expérimentation pour vérifier si les observations sont bien
liées a des processus de traitement temporel.
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Figure 43 : Décours temporel d’'un comportement suivant la propriété scalaire. Les rats ont été entrainés a presser
un levier a un moment précis (aprés 30 ou 90 secondes aprés un stimulus sonore) pour obtenir une récompense.
Chaque courbe présente un pic au temps optimal pour obtenir la récompense mais la précision est meilleure pour
30 que 90 secondes (visible par la largeur moins importante du pic). B) En revanche, si le temps est présenté de
maniére relative a l'intervalle cible, les courbes se superposent, montrant ainsi que la précision de la perception
temporelle est proportionnelle a I'intervalle a mesurer (Matell et Meck, 2000).

3. Les différentes taches utilisées pour étudier la mémoire temporelle

Pour étudier la mémoire temporelle, différentes taches ont été développées a la fois chez
I’'hnomme et chez I'animal (pour revue voir Coull et Nobre, 2008), certaines ou il est nécessaire
de connaitre/estimer la durée de l'intervalle pour réussir la tache comportementale
demandée (tache explicite), d’autres ol cette mesure temporelle n’est pas utile a la réalisation
correcte de la tache, mais ou I’encodage de la durée est automatique (tache implicite). Quelle
que soit la tache utilisée, la mise en évidence d’un encodage du temps repose souvent sur un
indice comportemental.

a. Conditionnement opérant : Procédure de renforcement a intervalle fixe (FI)
Dans les protocoles d’apprentissage temporel, des variantes de la « boite de Skinner »

(1938) dont nous avons parlé dans le chapitre 1 de l'introduction générale peuvent étre
utilisées. Dans ce type de taches, I’'animal doit effectuer une action motrice, généralement
appuyer sur un levier, pour obtenir une récompense.

Dans la procédure de renforcement a intervalle fixe (Fl, de I'anglais Fixed Interval), une
boulette de nourriture est délivrée a intervalle fixe a I'animal a condition gqu’il presse le levier
au terme de cet intervalle. Au tout début, I'animal presse continuellement le levier pour
obtenir une récompense, puis il apprend que cette récompense n’est obtenue que lorsque le
levier est pressé a un moment précis de lintervalle, il optimise alors sa réponse
comportementale et ne presse le levier que vers la fin de I'intervalle appris (Lejeune 1992)
(Une représentation des courbes comportementales que I'on peut obtenir dans cette tache a
été vu en (Figure 43).
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Une variante de ce protocole est la tache de Peak interval (PI) (Roberts 1981), qui consiste
a introduire dans la procédure de Fl des essais non renforcés, c’est a dire des essais ou la
récompense n’est pas délivrée. Ce protocole permet de mesurer le pattern temporel de la
réponse comportementale sans qu’il soit altéré par l'arrivée du stimulus inconditionné. La
courbe du nombre d’appuis sur levier présente un pic au moment ou la récompense était
attendue. La largeur du pic permet d’estimer la précision avec laquelle I'animal estime la
durée, et le pattern de la courbe suit la propriété scalaire (Matell et Meck, 2000).

b. Procédure de bissection temporelle : discrimination temporelle

Dans cette tache, le sujet apprend a discriminer deux durées différentes, une considérée
comme longue et I'autre considérée comme courte, et a chacune des durées est associée une
réponse motrice particuliére. Par exemple, pour la durée courte, le sujet doit appuyer sur le
levier droit, pour la durée longue, c’est le levier gauche. Des durées intermédiaires sont
ensuite introduites que le sujet doit catégoriser en longue ou courte en donnant une réponse
motrice (Church et Deluty, 1977). On peut alors mesurer le point subjectif d’équivalence des
durées, c’est-a-dire la durée pour laquelle le sujet répond aussi souvent « long » que « court ».
La pente de la courbe peut aussi étre calculée, permettant ainsi I’estimation de la précision
avec laquelle le sujet pergoit ces durées (Figure 44).
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Figure 44 : Exemple de courbe obtenue dans une tdche de bissection temporelle. La probabilité de répondre «
long » est tracée en fonction de la durée de I'intervalle présenté (H6hn et al. 2011).

L'inconvénient des taches explicites présentées ci-dessus, c’est qu’elles demandent un
tres grand nombre d’essais avant que I'animal puisse exprimer une réponse comportementale
reflétant I'apprentissage de la durée de l'intervalle. Or il semble que I'apprentissage du lien
temporel entre les stimuli se produise trés toét lors d’un conditionnement. Certains auteurs
suggerent méme que cet encodage des durées des intervalles entre stimuli est a la base de
I’apprentissage associatif (Balsam et al., 2010). Dans le paragraphe suivant nous allons illustrer
le fait que si I'on utilise les mesures comportementales appropriées, il est possible de mettre
en évidence un apprentissage tres précoce de la durée des intervalles.
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c. Conditionnement associatif

C’est dans un conditionnement auditif appétitif chez le chien que Pavlov (1927) avait
observé que si I'on introduisait un délai entre le moment ou la clochette sonne et le moment
ou le chien recoit la récompense, la salivation était retardée et n’apparaissait que juste avant
le moment ol la nourriture était présentée. Le chien était donc capable d’encoder la durée de
cet intervalle, et cela se traduisait par une optimisation de sa réponse comportementale.

Dans le conditionnement de peur, différentes études ont montré que I'animal apprend
non seulement I’association entre le stimulus conditionné et le stimulus inconditionné, mais
également la durée de l'intervalle qui sépare la présentation des deux stimulus. Ainsi, Drew et
al (2005) ont réalisé un conditionnement aversif chez le poisson rouge, dans lequel un choc
électrique était délivré 5 secondes aprés I'allumage d’un signal lumineux. Sur quelques essais
de la séance, la lumiéere était maintenue pendant 45 secondes et le choc n’était pas délivré, ce
qui a permis d’observer le décours temporel de la réponse conditionnée au cours de
I"apprentissage. Les résultats de cette étude montrent que dés les premiéres séances de
conditionnement, la réponse conditionnée (mesurée par le niveau d’activité de I’'animal) est
maximale au temps prédit d’arrivée du choc (5 secondes). Lors des séances suivantes,
I'amplitude de cette réponse augmente, mais pas sa latence d’apparition. Les auteurs en
concluent que les durées sont apprises au tout début du conditionnement.

Un autre exemple a été apporté par Davis et al. (1989) chez le rat, dans une étude utilisant
un protocole de peur conditionnée a un stimulus visuel, semblable a celui utilisé par Drew et
al (2005). Le niveau de peur conditionnée de I'animal était ensuite mesuré par le test de
sursaut potentialisé par la peur (fear-potentiated startle). Le principe de cette mesure est le
suivant : I'amplitude du réflexe de sursaut normalement observé en réponse a un son brusque
est augmentée lorsque le test est réalisé en présence d’un indice préalablement associé a un
choc nociceptif (Brown et al, 1951). L’étude de Davis et al. (1989) a montré que la réponse de
sursaut était potentialisée de facon maximale lorsque le test était effectué a un temps
correspondant a la durée de I'intervalle lumiére-choc utilisé lors du conditionnement. De plus
les auteurs rapportent que, dans certaines conditions, cette spécificité temporelle peut étre
obtenue aprés seulement une seule association SC-SI. Dans une étude récente, Diaz-Mataix et
al (2013) ont utilisé le processus de reconsolidation mnésique pour mettre en évidence un
encodage rapide des durées chez le rat. En effet, il est maintenant bien établi que la
réactivation d’'une mémoire de peur consolidée rend cette mémoire labile et induit différents
processus de plasticité dans I'amygdale, nécessaires a la reconsolidation de cette mémoire
(Nader et al, 2000). Certains auteurs ont émis I'idée que les processus de reconsolidation sont
mis en jeu préférentiellement lorsque I'épisode de réactivation contient de nouvelles
informations par rapport a I'apprentissage initial, nécessitant ainsi une actualisation de la
mémoire originelle (Lee et al, 2009). Diaz-Mataix et al (2013) se sont basés sur ces
observations pour réaliser I'expérience suivante: les rats étaient entrainés dans un
apprentissage de peur conditionnée au son et lors de I'épisode de réactivation, les animaux
étaient soumis a un seul essai son-choc, dans lequel la durée de I'intervalle entre le son et le
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choc était modifiée (10 secondes au lieu de 30 secondes dans I'apprentissage initial). Cette
réactivation a induit des processus de plasticité dans I'amygdale, qui sont le reflet du
déclenchement d’une reconsolidation de la mémoire. Les auteurs ont vérifié que ces
phénomeénes n’étaient pas observés lorsque la durée de l'intervalle son-choc n’était pas
modifiée lors de la réactivation. Cette étude montre donc de fagon indirecte que les animaux
sont capables de détecter (et donc d’encoder) un changement de durée en un seul essai.

Enfin, dans notre équipe, cette question a été abordée en mettant en ceuvre une analyse
fine du comportement de I'animal dans un conditionnement de peur a I'odeur. Pour cela, trois
parametres sont enregistrés en parallele pour affiner la mesure de la réponse de peur de
I'animal : la réponse de freezing, la respiration et les vocalisations ultrasoniques (Hegoburu et
al, 2011). Utilisant cette approche, Shionoya et al. (2013) ont montré que le décours temporel
de la fréquence respiratoire était un bon indice de I’'encodage de la durée de 'intervalle odeur-
choc et permettait d’objectiver un encodage temporel apres quelques essais de la séance
d’apprentissage. Ce résultat a été confirmé par Boulanger et al (2014) sur de jeunes ratons.

Ces données suggérent donc que I'apprentissage de la relation temporelle entre deux
stimuli se fait en méme temps que I'apprentissage de I'association elle-méme. Les intervalles
de temps semblent étre encodés automatiquement et ce, dés les premiers essais, et la
connaissance de ces intervalles semble étre essentielle a 'apprentissage de cette association
(Balsam et Gallistel, 2009). Il faut noter toutefois que certains auteurs ne vont pas dans ce
sens, et considérent que ce sont deux processus séparés (Delamater et al., 2014).

Dans le paragraphe suivant, nous allons présenter les structures qui semblent impliquées
dans cet encodage du temps, le modele prédominant proposé dans la littérature ainsi que les
corrélats électrophysiologiques qui en découlent.

II. Neurobiologie de la mémoire temporelle

A I'heure actuelle, il est admis que I'encodage du temps ne dépend pas d’une zone
cérébrale spécifique, d’une horloge centrale, comme le suggérait Keele et al (1985), mais qu‘il
serait présent de facon ubiquitaire dans le cerveau, comme un ensemble d’horloges locales
qui seraient différemment activées selon la nature du stimulus ou la tache impliquée
(Karmarkar et Buonomano, 2007). Plusieurs structures font aujourd’hui consensus quant a
leur implication dans les processus d’encodage du temps : le striatum, la BLA, le PFC,
I’"hippocampe et les cortex sensoriels. Ces structures interagiraient au sein d’un réseau lors
des processus d’encodage du temps.
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1. Striatum

De nombreuses études montrent I'implication des ganglions de la base dans le traitement
de l'information temporelle. Parmi eux, une structure en particulier semble critique : le
striatum dorsal. Tout d’abord, dans certaines pathologies affectant le striatum et la
transmission dopaminergique, on peut observer des déficits de traitement temporel. Par
exemple dans la maladie de parkinson qui affecte la transmission dopaminergique (Harrington
et al.,, 2011 ; Parker et al, 2013) ou encore dans la maladie de Huntington ou le striatum
dégénére (Paulsen et al, 2004), on observe des déficits dans la perception et I’estimation du
temps qui accompagnent d’autres déficits cognitifs.

Par ailleurs, des études d’imageries cérébrales chez le sujet sain, montrent que le striatum
est activé deés lors que I'on demande au sujet de réaliser une tache temporelle (pour revue
Coull et al., 2011). De méme chez I'animal, il a été montré dans notre équipe par la technique
de marquage métabolique au 2-DG, que le striatum était activé dans le conditionnement de
peur a I'odeur incluant un intervalle fixe entre I'odeur et le choc (Boulanger-Bertolus et al,
2014).

De plus, des rats avec des lésions du striatum dorsal ou de la substance noire pars compacta
se comportent comme s'ils avaient une perception trés altérée du temps (Matell et al., 2000).
Dans une tache de peak interval, la lésion du striatum dorsal empéche la production de la
réponse temporelle (le pic observé sur les courbes que nous avons décrit précédemment est
altéré) (Meck, 2006b). Ceci est observé aussi par Mattell et al (2003), qui lesent le striatum
chez le rat et qui observent que ceux-ci appuient sur le levier beaucoup plus tardivement que
ne le font les rats contréles (sans lésion) pour recevoir une récompense. De la méme facon, si
I’on inhibe I'activité du striatum lors d’une tache de discrimination temporelle par une
injection d’un agoniste GABAergique, on bloque les capacités de discrimination des durées de
I’animal (Gouvéa et al., 2015).

Corroborant ces données, un grand nombre d’études électrophysiologiques ont été
réalisées chez I’animal, ol 'activité des neurones du striatum pendant des taches temporelles
est enregistrée. De cette facon, Apicella et al. (1992) ont montré chez le singe une activation
des neurones du striatum vers la fin d’un intervalle, lorsque I'attente de la récompense est
maximale. Chez le rat soumis a une tache de peak interval, on retrouve le méme type de
résultat avec 22% des neurones du striatum présentant un pic d’activité juste avant la fin de
I'intervalle a encoder (Matell et al., 2003). D’autres données électrophysiologiques montrent
une activité en rampe des neurones. Cette activité est caractérisée par des neurones qui
déchargent de plus en plus (ou inversement de moins en moins) au cours de l'intervalle.
Généralement, on dit que I'activité en rampe est prédictive des actions, puisqu’elle débute
souvent quelques secondes avant que I'animal n’initie son action (Parker et al., 2014 ; Kim et
al., 2013 ; Xu et al., 2014). Par exemple, dans une tache ol I'animal recoit un stimulus lumineux
apres lequel il doit attendre 5 secondes avant d’effectuer une réponse motrice, Donnelly et
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al. (2015) ont observé cette activité en rampe dans le striatum au cours de I'intervalle de 5
secondes. Lorsque I'animal n’attend pas 5 secondes avant d’effectuer la réponse motrice,
cette activité apparait plus précocement. De plus, si I’'animal n’exécute aucune action motrice,
cette activité disparait. Plus récemment, Emmons et al. (2017) ont également observé cette
activité en rampe dans le striatum au cours d’'une procédure de renforcement a intervalle fixe
chez le rongeur, activité dont le décours temporel est dépendant de la durée de I'intervalle a
encoder. Mello et al. (2015) ont montré également un autre type d’activité des neurones du
striatum chez le rat, qui déchargent en réponse a des intervalles de temps spécifiques par
rapport a l'arrivée d’une récompense attendue. Cette activation séquentielle des neurones
permet méme de modéliser I'estimation temporelle de I'animal. Des résultats similaires ont
été obtenus par Gouvéa et al (2015) qui montrent que I'on peut prédire la durée d’'un
intervalle de temps en observant I'activité des neurones du striatum.

L’'ensemble de ces données électrophysiologiques montrent que les neurones du striatum
présentent une activité dont le décours temporel est en lien avec la durée de l'intervalle
utilisé, suggérant I'implication de la structure dans I’encodage du temps.

Le striatum recoit des afférences dopaminergiques de la substance noire pars compacta
(SNc). C’est ce systéme dopaminergique qui modulerait I'estimation temporelle (pour revue
sur le role de la dopamine dans la mémoire temporelle, voir Agostino et Cheng (2016)). En
effet, une lésion de la SNc chez le rat induit les mémes effets sur le décours temporel du
comportement qu’une lésion du striatum. Ce comportement est restauré suite a
I’administration d’'un agoniste des récepteurs dopaminergiques (Meck, 2006b). De facon
générale, une injection d’agonistes ou d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques altere
la perception temporelle a la fois chez I'animal (Drew et al. 2003) et chez I’homme (pour une
revue, voir Coull et al. 2011).

2. Cortex préfrontal

Le striatum n’est pas la seule structure qui est critique dans les processus de mémoire
temporelle, le cortex préfrontal serait également impliqué. En effet, chez I'homme
notamment, il est activé dans un grand nombre de tache impliquant la mémoire temporelle
(Coull et al. 2011), et sa lésion entraine une diminution de la précision dans des taches
nécessitant un contréle temporel (Koch et al., 2002; Picton et al., 2006). On retrouve ces
résultats chez les rongeurs, ol une inactivation du cortex frontal médian augmente les erreurs
de détection temporelle au cours d’une tache ou I'animal doit maintenir un levier appuyé
pendant une certaine durée (Narayanan et al., 2006). De plus, I'inactivation du cortex frontal
médian par injection de muscimol chez le rat altéere également la capacité a discriminer deux
durées dans une tache de bissection temporelle (Kim et al., 2009).

Des enregistrements électrophysiologiques montrent que, au niveau populationnel, les
neurones du cortex préfrontal médian contiennent une information précise sur le temps
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écoulé (Matell et al. 2003; Kim et al. 2013). De plus, on observe dans le cortex préfrontal des
neurones présentant une activité en rampe comme celle décrite plus haut pour les neurones
du striatum. Par exemple, dans I'étude de Donnelly et al. (2015) ou I’'animal doit fournir une
réponse motrice apres un certain intervalle de temps, on observe pendant cet intervalle une
activité en rampe des neurones du mPFC corrélée a la performance comportementale de
I’animal. Cette activité en rampe a aussi été observée dans une procédure de renforcement a
intervalle fixe (Emmons et al., 2017). En outre, Xu et al. (2014) ont constaté dans une tache de
discrimination de durées, que l'activité unitaire dans le mPFC était modulée au cours de
I’estimation temporelle, et que cette modulation était proportionnelle a la durée de
I'intervalle a estimer.

A I'image de ce qui avait été observé pour le striatum, on retrouve également dans le
cortex préfrontal une modulation dopaminergique de la perception temporelle. Ainsi la
modulation de la durée subjective de l'intervalle induite par I'injection systémique de drogues
dopaminergiques est bloquée par la lésion du cortex frontal empéche (Meck, 2006a) et
I'injection d’agonistes dopaminergiques dans le cortex frontal perturbe la mémoire
temporelle (Parker et al. 2015). Narayanan et al. (2012) ont pu préciser que c’était les
récepteurs D1, et non les récepteurs D2, qui étaient impliqués dans le traitement temporel.
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Figure 45: Schéma explicatif du modeéle Striatal Beat Frequency (SBF). A. Les oscillateurs corticaux oscillant
chacun a des fréquences variables se projettent sur les neurones épineux du striatum dorsal. B. Au début d’un
intervalle a mesurer, un signal dopaminergique synchronise la phase des oscillateurs corticaux. La durée de
I'intervalle est alors mesurée par « I'image » formée par I’ensemble des phases des oscillateurs et détectée par le
striatum dorsal (adapté par Julie Boulanger-Bertholus a partir de Buhusi et Meck, 2005).

Ainsi, la triade cortex préfrontal, striatum dorsal et dopamine serait impliquée dans la
perception et la mémorisation des intervalles de temps. En particulier, une plasticité de la voie
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préfronto-striatale, impliquant le systéme dopaminergique, semble nécessaire a une
perception précise du temps (Hohn et al. 2011). Un modele de référence concernant les
réseaux impliqués dans la mémoire temporelle est le modele Striatal Beat Frequency (SBF ;
Matell et Meck, 2000; Buhusi et Meck, 2005) (Figure 45). Le modéle SBF met en jeu la boucle
cortico-striato-thalamique habituellement impliquée dans des tadches motrices et cognitives
(Arnsten et Rubia, 2012). Les neurones corticaux se projettent sur les neurones épineux
GABAergiques du striatum (McGeer et al., 1977). Ces neurones corticaux oscillent a des
fréquences variables et les neurones épineux du striatum détectent la phase de chacun des
oscillateurs pour ainsi construire a chaque instant, une image représentative du temps. ll y a
donc une intégration de I'activité des neurones corticaux par le striatum. A chaque début
d’intervalle de temps a encoder, le modéle impose un recalage des oscillateurs corticaux, ce
qui les synchronise entre eux et permet que l'image représentative du temps pour un
intervalle donné soit reproductible (Kononowicz, 2015). C’'est la dopamine qui jouerait ce réle
de synchronisateur. En effet, Parker et al. (2014) ont mis en évidence une augmentation de
I'activité oscillatoire dans la bande théta dans le cortex préfrontal pendant l'intervalle qui
serait le reflet d’'une augmentation de la synchronisation des différents oscillateurs. Cette
augmentation est altérée par l'injection d’antagonistes D1-dopaminergiques, qui induit
également une perturbation de I'activité en rampe des neurones du cortex préfrontal ainsi
gue du comportement des animaux dans la tache temporelle.

3. Amygdale

Malgré le fait que le modele SBF se focalise sur le réseau fronto-striatal, des évidences de
I'implication d’autres structures pouvant jouer un role modulateur sur ce réseau ont été mises
en avant. Des études récentes ont ainsi montré que I'amygdale serait impliquée dans la
perception temporelle.

Différentes études ont permis d’aboutir a cette conclusion. Tout d’abord, il est bien connu
dans la littérature que I'amygdale est impliquée dans la détection des erreurs de prédiction
qui se produisent dans un apprentissage associatif lorsque le stimulus inconditionné est omis
ou lorsqu’il est présenté de facon inattendue. Par exemple, Belova et al. (2007) montrent que
le taux de décharge des neurones de I'amygdale est modulé par la détection d’une erreur de
prédiction. Roesch et al. (2010) décrivent également une augmentation de la réponse des
neurones de I'amygdale lorsque la récompense attendue par I'animal est omise. Certains
auteurs ont tiré parti de ce phénomene pour évaluer de facon indirecte I'implication de
I’'amygdale dans I’encodage du temps. Ainsi, Herry et al. (2007) mettent en évidence chez la
souris, une augmentation du taux de décharge ainsi que du marquage c-fos des neurones de
I’'amygdale en réponse a une séquence temporelle imprédictible, mais pas pour une séquence
temporelle imprédictible. Diaz-Mataix et al (2013) ont réalisé une expérience originale basée
sur un conditionnement de peur au son, et dans laquelle ils ont montré que la modification de
I'intervalle son-choc entraine une reconsolidation de la mémoire de peur déja formée qui
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dépend d’une phase de synthese protéique dans I'amygdale. Comme le phénomene de
reconsolidation ne se produit que lorsque les animaux détectent une différence par rapport a
ce qu’ils attendent (Lee, 2009), ces données montrent que le changement de la durée de
I'intervalle son-choc a bien été détecté par les animaux, et que cette détection implique
I’'amygdale. Utilisant un protocole de conditionnement de peur au son chez le chat, Paré et
Collins (2000) montrent que le taux de décharge des neurones de I'amygdale augmente de
facon graduelle en anticipation du choc, et que la réponse au son est maximale au moment
ou le choc est attendu. Bermudez et al. (2012) ont également confirmé chez le singe macaque,
gue les neurones de I'amygdale présentent une augmentation graduelle de leur activité
pendant la présentation du stimulus conditionné.

Comme c’est le cas pour le striatum et le cortex préfrontal, ce réle de 'amygdale dans
I'encodage du temps impliquerait une modulation dopaminergique (Schultz, 2013).
Effectivement, si I'on injecte un antagoniste des récepteurs dopaminergiques D1 dans
I’'amygdale juste avant une séance de conditionnement de peur a |'odeur, on observe une
altération du comportement temporel des rats (Shionoya et al., 2013). De plus, une Iésion de
I'amygdale et des afférences dopaminergiques du striatum latéral dans une tache de
bissection temporelle conduit a une altération de la précision de la mémoire temporelle (Es-
seddiqi et al., 2016).

L'ensemble de ces études montrent que I'amygdale est impliquée dans I’encodage des
durées. L'amygdale envoie et regoit des projections d’'un grand nombre de structures,
notamment celles impliquées dans l'interval timing. En effet, il existe des connections
réciproques entre le mPFC et 'amygdale (McDonald, 1991 ; McDonald et al. 1996). L'amygdale
envoie également des projections sur le striatum (Kelley et al., 1982 ; McDonald, 1991), et plus
spécifiguement sur le striatum dorso-médian qui recoit également les afférences du cortex
prélimbique (Voorn et al. 2004; Gabbott et al. 2005). De ce fait, elle occupe une place centrale
qui lui permettrait d’orchestrer les processus d’encodage du temps. Ainsi, il a été montré que
les interactions entre le PFC et 'amygdale seraient impliquées dans les processus d’encodage
du temps (Matthews et al., 2012 ; Meck et MacDonald, 2007) et I'interaction entre ces deux
structures et la substance périaqueducale interviendrait dans la détection des irrégularités
temporelles (Li et McNally, 2013).

4. Hippocampe

Un ensemble de données expérimentales ont été obtenues confortant également la place
de I'hippocampe dans les processus de traitement temporel (pour revue, voir Eichenbaum,
2014).

Tout d’abord, différentes études basées sur une approche lésionnelle ont montré que la
Iésion de I'hippocampe chez le rongeur altére la justesse et la précision de I'estimation
temporelle de la réponse conditionnée dans les taches de bissection temporelle et de « peak
interval » (Meck et al, 1984 ; Olton et al, 1987 ; Tam et al. 2015). Des données recueillies par
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le groupe d’Howard Eichenbaum ont par ailleurs montré que la lésion de I'hippocampe
entraine une perturbation de la mémoire temporelle pour des intervalles de I'ordre de
plusieurs minutes, dans une tache d’apprentissage de séquences d’odeurs (Fortin et al, 2002 ;
DeVito et Eichenbaum, 2011), une observation confirmée par Jacobs et al. (2013).

En complément de I'approche Iésionnelle, des études électrophysiologiques ont confirmé
le réle de I'hippocampe dans I'encodage temporel. Ainsi, Deshmukh et Bhalla (2003) ont
montré sur des rats anesthésiés soumis a des stimulations olfactives séparées les unes des
autres par différents intervalles de temps, que les neurones hippocampiques présentaient des
réponses sélectives de la durée de l'intervalle. Par la suite, MacDonald et al. (2011, 2013) ont
mis en évidence des séquences temporelles spécifiques de décharge des neurones
hippocampiques au cours de lintervalle entre deux stimuli dans un conditionnement
associatif non spatial. Les activités de ces cellules, que les auteurs ont appelé « time-cells »
par opposition aux « place cells », semblent refléter la dimension temporelle reliant les
évenements les uns aux autres. Une étude récente utilisant la technique d’imagerie calcique
montre qu’une méme population de neurones de I"hippocampe peut encoder I'information
temporelle sur de multiples échelles de temps (Mau et al, 2018). L’'ensemble de ces données
électrophysiologiques suggérent que I'hippocampe peut garder une trace du temps écoulé
entre deux stimuli.

L’hippocampe est connecté aux différentes structures impliquées dans I'encodage du
temps. Ainsi I'hippocampe ventral se projette de fagon unidirectionnelle sur le mPFC
majoritairement (Rosene et Van Hoesen, 1977; Hoover et Vertes, 2007). D’autre part, il existe
des interactions bidirectionnelles entre le mPFC et I'hippocampe ventral et dorsal mais de
facon indirecte, avec comme potentiel relai le noyau reuniens du thalamus (Vertes, 2006;
Cassel et al., 2013). L’hippocampe recoit également des projections de I'amygdale
(Pikkarainen et al., 1999). Enfin, le striatum et I’hippocampe sont connectés via le PFC.

Si 'on essaye de se replacer dans le contexte du modele SBF, il existe plusieurs roles que
pourrait jouer I'hippocampe (Yin et Troger, 2011). Premierement, il pourrait étre impliqué
dans un mécanisme de feedback qui permettant de mettre a jour continuellement la
« temporal expectancy » en interagissant avec des structures corticales. Ensuite, comme nous
I'avons précédemment décrit, I'activité de ces neurones corticaux est intégrée par les
neurones épineux du striatum. Une autre hypothése sur le role de I"hippocampe dans ce
modele serait celle de modulateur du seuil de décharge de ces neurones épineux via une
inhibition tonique ou une excitation phasique. Enfin, une autre hypothése serait que
I’"hippocampe aurait une action en aval des neurones épineux, en régulant la traduction des
informations temporelles en sortie motrice.
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5. Cortex sensoriels

Nous avons présenté un ensemble d’aires associatives qui semblent critiques dans
I’encodage du temps et la mémoire temporelle. Or, le temps est parti intégrante de notre
expérience sensorielle et un nombre croissant d’études proposent des mécanismes de
perception temporelle distribués dans le cerveau et notamment dans les aires sensorielles
elles méme (pour revue voir Bueti, 2011).

Chez ’'Homme, Bueti et al (2010) utilisant la technique d’IRM fonctionnelle dans une tache
temporelle visuelle, montrent que l'anticipation temporelle de stimuli visuels est encodée
dans un réseau distribué qui inclut le cortex visuel primaire et les aires visuelles extrastriées.
De plus la dynamique d’activité dans ces aires est corrélée avec le niveau d’anticipation
temporelle. Le méme type de résultats a été obtenu chez le singe par Ghose et Maunsell
(2002) qui montrent que l'activité des neurones de l'aire V4 du cortex visuel reflete
I"anticipation temporelle des stimuli signifiants pour I'animal. Chez le rat une partie des
neurones du cortex visuel primaire du rat déchargent en anticipation de l'arrivée de la
récompense (Shuler et Bear, 2006). De méme, si I’'on considére |'olfaction, Li et al. (2014) ont
montré que les neurones du bulbe olfactif transmettent aux centres supérieurs une
information liée a la durée du stimulus percu. De plus, dans notre équipe, Hegoburu et al.
(2009) ont observé dans le cortex olfactif primaire (cortex piriforme) une augmentation de la
libération de Glutamate et de Gaba rythmée par la durée des intervalles de temps utilisés dans
un conditionnement de peur a I'odeur, et qui persiste méme en I'absence des stimuli.

Par conséquent, les systémes sensoriels eux-mémes semblent participer a I'encodage des
intervalles de temps et des durées des stimuli présentés.

III. Activités oscillatoires et mémoire temporelle

Au vu du réseau distribué impliqué dans I'encodage temporel, le recueil des activités
oscillatoires via I'’enregistrement des LFP dans différentes structures en parallele se présente
comme une approche pertinente pour étudier la dynamique des interactions au sein de ce
réseau. Il y a cependant encore peu d’études utilisant cette approche chez I’'animal dans des
taches temporelles, et nous allons les décrire ci-dessous.

En utilisant une tache de discrimination temporelle ol I'animal doit comparer un stimulus
d’une durée de 1 seconde versus un stimulus d’une durée de 3 secondes, Nakazono et al.
(2015) ont observés une augmentation maintenue de la puissance dans la bande de fréquence
théta (4-9Hz) dans I'hippocampe. Ce résultat suggere que I"hippocampe pourrait étre impliqué
lorsque I'animal doit comparer la durée en mémoire et celle qu’on lui présente, et qu’il doit
alors prendre la décision de décider si ce sont les mémes durées (ou au contraire, ces durées
sont différentes). Parker et al. (2014) ont utilisé une tache temporelle opérante a intervalle
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fixe chez le rat et ont montré I'émergence d’une activité a la fréquence 4Hz dans le cortex
préfrontal médian pendant lintervalle. Cette activité oscillatoire a 4Hz ainsi que les
performances comportementales temporelles de I'animal sont perturbées par I'infusion locale
d’un antagoniste des récepteurs D1 dopaminergiques, qui altére également l'activité en
rampe des neurones du cortex préfrontal médian en lien avec le comportement de timing des
animaux et cohérente a I'activité oscillatoire a 4Hz.

Quelques études réalisées dans le conditionnement pavlovien ont mis en évidence de
facon indirecte des changements d’activités au cours d’un intervalle signifiant. Ainsi, dans un
conditionnement de trace appétitif chez le chat, dans lequel un stimulus visuel prédit une
récompense alimentaire aprés un délai, Bauer et al. (2007) ont mis en évidence une
augmentation d’activité dans la bande de fréquence gamma dans le cortex rhinal et
I'amygdale, qui culmine dans la partie tardive du stimulus et le délai qui précede la
récompense. Paré et Collins (2000) utilisant un conditionnement de peur au son chez le chat
montrent que pendant I'anticipation du stimulus nociceptif, le taux de décharge des neurones
de I'amygdale latérale augmente et leur activité se synchronise au rythme de la fréquence
théta. Dans un conditionnement aversif au son chez le rat, il a été observé qu’au cours du
stimulus sonore, il y avait une diminution de la puissance dans la bande de fréquence gamma
ainsi qu’une augmentation de la puissance dans la bande de fréquence théta dans le cortex
auditif (Headley et Weinberger, 2011).

Certaines études se sont penchées plus spécifiquement sur les changements de cohérence
entre différentes structures du réseau impliqué dans I’encodage du temps, permettant
d’étudier la connectivité fonctionnelle entre structures du réseau (voir chapitre 3 de
I'introduction générale). Ainsi dans un conditionnement pavlovien appétitif dans lequel un
son prédit I'arrivée d’'une récompense, Popescu et al (2009) ont observé une augmentation
de cohérence dans la bande gamma entre 'amygdale basolatérale et le striatum pendant la
présentation du son, avec un pic de cohérence au moment ou la récompense est censée étre
délivrée. Chez la souris, lors d’'un conditionnement de peur au son et plus particulierement
lors de la présentation du stimulus sonore conditionné, Pape et al (2005) ont mis en évidence
une augmentation progressive de la corrélation entre I'hippocampe et I'amygdale latérale
dans la bande théta. Dans ces deux études, la question du codage temporel n’était pas
directement adressée par les protocoles utilisés, et les observations faites sur les
changements d’activité ne peuvent donc pas étre rigoureusement attribués a des processus
temporels stricto sensu. Une étude récente a abordé cette question en utilisant une tache
temporelle basée sur un conditionnement aversif auditif dans lequel le début du son est le
seul prédicteur de I'arrivée du choc (Dallérac et al, 2017). Les données de cette étude mettent
en évidence des changements de puissance du signal LFP dans la bande 3-6Hz dans I'amygdale
et le striatum pendant l'intervalle son-choc de 30s. Point important, lorsque la durée de
I'intervalle est changée (10s au lieu de 30s) le décours temporel de la puissance est également
modifié et suit le comportement de I'animal. Les auteurs ont en outre étudié les changements
de cohérence entre les activités oscillatoires recueillies dans ces deux structures dans la bande
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3-6Hz et observé que la encore leur décours temporel était modifié si la durée de I'intervalle
changeait. Cette étude suggére que la voie de projection entre I'amygdale et le striatum est
impliquée dans I’encodage des durées dans le conditionnement de peur.

Hormis cette derniére étude, il n’y a a ce jour aucune donnée sur la dynamique neuronale
au sein du réseau de structures impliquées dans l’encodage du temps dans un
conditionnement pavlovien. Dans ma deuxiéme étude de thése, nous avons abordé cette
guestion dans le conditionnement de peur a l'odeur, afin de mieux comprendre les
interactions au sein de ce réseau de structures.

o Cette étude a donné lieu a la rédaction d’'un manuscrit en vue d’une soumission
prochaine :

Dupin M, Garcia S, Messaoudi B, Doyere V, Mouly AM.
Neural network dynamics associated with interval timing in odor fear conditioning
In preparation
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ABSTRACT

Interval timing refers to the ability to time intervals ranging from seconds to minutes, and
guides fundamental animal behaviors like the anticipation of rewarding or aversive events. In
pavlovian fear conditioning, in which a conditioned stimulus predicts the arrival of an aversive
unconditioned stimulus, a few studies have shown that the animal encodes the time interval
between the two stimuli. This has led some authors to propose that these temporal relations
are automatically encoded, and are the foundation of associative learning. Yet the temporal
basis of interval timing at the early stages of aversive conditioning remains poorly
investigated. Here we used a fine-grain behavioral approach based on respiration recording,
to detect timed anticipatory fear responses in an odor fear conditioning paradigm in rats,
while recording brain oscillatory activities. For this, animals were implanted with electrodes
in the medial prefrontal cortex (mPFC), basolateral amygdala (BLA), dorsomedial striatum
(DMS) and olfactory piriform cortex (PIR). The animals were trained in a first session with a
20s odor-shock interval duration, then in a second training session, the interval duration was
shifted to 30s. We investigated the temporal patterns of respiration frequency together with
the time course of theta (5-15Hz) and gamma (40-80Hz) band activity power during the odor-
shock interval. We found that respiratory frequency temporal curve was modified by the shift
to a new interval duration, as were theta activity power temporal curves in the four recording
sites. In contrast, although gamma activity power was globally increased during the odor-
shock interval, the temporal curves were only modulated by interval duration in the mPFC.
Together these data suggest that at early stages of associative learning, temporal behavior
can be observed through respiration rate analysis, which correlates with temporal patterns of
oscillatory activities in a wide network for the theta band and in a more restricted network for
the gamma band.
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INTRODUCTION

Interval timing refers to the ability to time intervals ranging from seconds to minutes, and
guides fundamental animal behaviors like the anticipation of rewarding or aversive events.
Although the neural mechanisms underlying timing remain unknown, several studies in the
literature reported dynamically changing patterns of activity that contain information about
elapsed time since a given stimulus. This property has been found in multiple brain areas
including the dorsal striatum and the prefrontal cortex (Coull et al, 2011; Buhusi and Meck,
2005). Recent studies suggest that the amygdala also plays a role in interval timing (Diaz-
Mataix et al, 2013; Shionoya et al, 2013; Dallérac et al, 2017) and regulates its physiological
correlates of plasticity in the striatum thanks to direct amygdala projections to the striatum
(Dallérac et al, 2017). In addition, evidence of time encoding has been found in different
sensory cortices like the primary visual cortex (Shuler and Bear, 2006; Bueti et al, 2010) and
the olfactory piriform cortex (Hegoburu et al, 2009).

According to the striatal beat-frequency (SBF) model that is the dominant model for temporal
processing, cortical neurons fire in an oscillatory fashion to form representations of stimuli,
and medium spiny striatal neurons integrate cortical oscillatory patterns of activity and act as
coincidence detectors when an aversive or appetitive US is presented (Matell and Meck,
2004). A primary assumption of this model is that striatal inputs, in particular afferents from
the prefrontal cortex, are continuously updated in a way that allows for the scalar property.
Indeed the hallmark of interval timing is that the error in estimating a duration is proportional
to the duration to be timed, a property known as scalar timing (Gibbon and Church, 1990).

A classical method in the literature for assessing interval timing in animals is the peak
procedure (Roberts, 1981). In this task, animals are trained to press a lever for food reward
after a specific amount of time has elapsed since the onset of a stimulus. Critically, responding
is also assessed on non-rewarded probe trials in which the duration of the stimulus is usually
longer than for rewarded trials. Responding averaged over these test trials gradually increases
and peaks at a point centered close to the actual reward time before then falling off somewhat
more gradually. This distribution of responding is taken as a strong indication that the animal
has encoded when the reward is expected to occur. Although this procedure leads to clear-
cut temporal curves that are modified in a manner that respects the scalar property when the
interval duration is changed, this task necessitates numerous training sessions and involves a
motor response from the animal. Yet some studies show that in associative learning, animals
learn to time the arrival of reward from the onset of conditioning (Davis et al., 1989; Arcediano
et al., 2003; Drew et al., 2005; Diaz-Mataix et al., 2013; Shionoya et al, 2013; Boulanger-
Bertolus et al, 2014) and such temporal encoding has been suggested to be a fundamental
component of associative learning (Balsam and Gallistel, 2009). However, the neurobiological
basis of interval timing in pavlovian associative learning remain poorly understood.

In the present study, we investigated the neural network dynamics occurring during an odor
fear conditioning paradigm. In this paradigm, an initially neutral odor signals the arrival of an
aversive mild foot-shock at a fixed time interval. In a previous study, we measured the animal’s
respiratory rate in this task and showed that it was is a good index of interval timing as
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respiratory frequency curves present temporal patterns that are linked to the duration of the
interval to be timed (Shionoya et al, 2013). Here, rats were implanted with four recording
electrodes in the median prefrontal cortex (mPFC), basolateral amygdala (BLA), dorsomedial
striatum and piriform cortex (PIR). During training, their respiration was measured, together
with ultrasonic vocalizations (USV) and fear immobility called freezing. We analyzed the time
course of theta (5-15Hz) and gamma (40-80Hz) oscillatory activities collected during the odor-
shock interval, because previous studies have shown timing-related changes in these two
frequency bands (Headley et Weinberger, 2011; Dallérac et al, 2017 ; Popescu et al, 2009;
Parker et al, 2014).

METHODS

Animals

Data were obtained from thirty male Long Evans rats (250-270g at their arrival, Janvier Labs,
France). They were housed individually at 23°C and maintained under a 12 h light—dark cycle
(lights on from 8:00 am to 8:00 pm). Food and water were available ad libitum. All experiments
and surgical procedures were conducted in strict accordance with the European Community
Council Directive of 22nd September 2010 (2010/63/UE) and the national ethics committee
(APAFIS#10606). Care was taken at all stages to minimize stress and discomfort to the animals.
Some of the behavioral and electrophysiological data collected on these animals have been
used in a previous study (Dupin et al, 2019).

Surgery

Animals were anesthetized with Equithesin, a mixture of chloral hydrate (127 mg/kg, i.p.) and
sodium pentobarbital (30 mg/kg, i.p.), and placed in a stereotaxic frame (Narishige, Japan) in
a flat skull position. The level of anesthesia was held constant with regular injections of
Equithesin throughout the experiment. Monopolar stainless steel recording electrodes (100
um in diameter) were then stereotaxically implanted in the left hemisphere in the four brain
areas: mPFC (AP: +3.0mm; L: +0.8mm; DV: -3.5mm), DMS (AP : +1.2mm, L : +2.2mm, DV : -
3.5mm), PIR (AP:-1.8, L: +5.5mm, DV: -8 mm) and BLA (AP : -2.8mm, L : +4.9mm, DV : -7.5mm).
Accurate positioning in the PIR was achieved using the characteristic profiles of evoked field
potential induced in the PIR in response to electrical stimulation of the olfactory bulb (Haberly,
1973). For this, a bipolar stimulation electrode (made of two 100-um stainless-steel wires with
a tip separation of 500 um) was lowered transiently in the olfactory bulb to facilitate
positioning in the PIR and withdrawn thereafter. A reference electrode was screwed in the
skull above the right parietal lobe. The four recording electrodes were connected to a
telemetry transmitter (rodentPACK system, EMKA Technologies, Paris, France) fixed to the
rat’s skull surface by dental acrylic cement and anchored with a surgical screw placed in the
frontal bone. The animals were allowed to recover for two weeks following surgery.
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Experimental apparatus

The apparatus has been described in detail in a previous study (Hegoburu et al., 2011). It
consisted of a whole body customized plethysmograph (diameter 20 cm, height 30 cm, Emka
Technologies, France) placed in a sound-attenuating cage (L 60 cm, W 60 cm, H 70 cm, 56dB
background noise). The plethysmograph was used to measure respiratory parameters in
behaving animals. The ceiling of the plethysmograph was equipped with a tower allowing the
introduction of a condenser ultrasound microphone (Avisoft-Bioacoustics CM16/CMPA,
Berlin, Germany) to monitor USV emitted by the rats. The bottom of the animal chamber was
equipped with a shock floor connected to a programmable Coulbourn shocker (Bilaney
Consultants GmbH, Disseldorf, Germany). Three Tygon tubing connected to a programmable
custom olfactometer were inserted in the tower on the top of the plethysmograph to deliver
air and odorants. Deodorized air flowed constantly through the cage (2 L/min). When
programmed, an odor (McCormick Pure Peppermint; 2 L/min; 1:10 peppermint vapor to air)
was introduced smoothly in the air stream through the switching of a solenoid valve (Fluid
automation systems, CH-1290 Versoix, Switzerland) thus minimizing its effect on change in
pressure. The bottom of the animal chamber had a port connected to a ventilation pump
which could draw air out of the plethysmograph (at a rate of up to 2 L/min) thus maintaining
a constant airflow that did not interact with the animal’s breathing pattern. Animal’s behavior
was monitored with two video cameras on the walls of the sound-attenuating cage.

Fear conditioning paradigm (Figure 1A)

After the recovery period, the animals were handled individually and placed in the
experimental apparatus for 30 min per day during 3 to 4 days before the beginning of the
experiments in order to familiarize them with being manipulated and connected to the
telemetry transmitter.

For the conditioning session, the telemetry transmitter was plugged onto the animal’s head
and the rat was allowed free exploration during the first 4 min, then an odor was introduced
into the plethysmograph cage for 20s (Group 20s, n=21) or 30s (Group 30s, n=9), the last
second of which overlapped with the delivery of a 0.4mA foot-shock (1s). The animal received
ten odor-shock trials, with an intertrial interval of 4 min. After the last pairing, the transmitter
was unplugged and the animal returned to its home cage.

The conditioned fear response was assessed during a retention test carried out 48h after
conditioning. For the retention test, the rat was placed in the experimental cage (equipped
with new visual cues and with a plastic floor to avoid contextual fear expression) and allowed
a 4-min odor-free period. The CS odor was then presented five times for 20s with a 4-min
intertrial interval.

Two weeks later, animals in Group 20s were submitted to a second conditioning session during
which the initial 20s-odor-shock interval was shifted to 30s. The animal was connected to the
telemetry recording system and received ten 30s-odor-shock trials. After the last pairing, the
transmitter was unplugged and the animal returned to its home cage.
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Data acquisition and preprocessing

The respiratory signal collected from the plethysmograph was amplified and sent to an
acquisition card (MC-1608FS, Measurement Computing, USA; Sampling rate = 1000 Hz) for
storage and offline analysis. The detection of the respiratory cycles was achieved using an
algorithm described in a previous study (Roux et al., 2006). This algorithm performs two main
operations: signal smoothing for noise reduction, and detection of zero-crossing points to
define accurately the inspiration and expiration phase starting points. Momentary respiratory
frequency was determined as the inverse of the respiratory cycle (inspiration plus expiration)
duration.

The video signals collected through the two cameras were transmitted to a video acquisition
card and a homemade acquisition software. Offline, freezing behavior defined as the absence
of any visible movement except that due to breathing (Blanchard and Blanchard, 1969), was
automatically detected using a Labview homemade software and further verified by an
experimenter (for a detailed description, see Dupin et al, 2019).

For USV recording, the ultrasound microphone was connected to a recording interface
(UltraSoundGate 116 Hb, Avisoft-Bioacoustics) with the following settings: sampling rate =
214285 Hz; format = 16 bit (Wohr et al., 2005). Recordings were transferred to Avisoft SASLab
Pro (version 4.2, Avisoft Bioacoustics, Berlin, Germany) and a Fast Fourier Transform (FFT) was
conducted. Spectrograms were generated with an FFT-length of 512 points and a time window
overlap of 87.5% (100% Frame, FlatTop window). These parameters produced a spectrogram
at a frequency resolution of 419 Hz and a time resolution of 0.29 ms. The acoustic signal
detection was provided by an automatic whistle tracking algorithm with a threshold of -20
dB, a minimum duration of 0.01 s and a hold time of 0.02 s. However, the accuracy of detection
was verified trial by trial by an experienced user. The main parameters used in the present
study were extracted using Avisoft SASLab Pro and concerned the duration as well as the start
and end time of USV calls. No band pass filter has been applied during USV recording. Although
a few 50-kHz USV were observed, in the present study we focused on 22-kHz USV.

Local field potentials (LFP) were collected by telemetry via a four-channel wireless miniature
transmitter (<5.2g, RodentPack EMKA Technology). LFP signals were amplified (x1000),
filtered (between 0.1 and 100 Hz), digitized (sampling frequency: 1000 Hz) and stored on a
computer for offline analysis. The LFP signals were first individually inspected in order to
eliminate artifacts due to signal saturation or transient signal loss. The selection was made for
each recording site separately and proceeded as follows: when the duration of an artifact
exceeded 5s over the 60s post-shock recording, the trial was excluded. When the number of
excluded trials exceeded 5 (out of the 10 trials) then the recording site was excluded for this
animal. This procedure led to the following number of animals per recording site: BLA, n=17;
PFC, n=20; PIR, n=20; DMS, n=19 for Group 20s; BLA, n=6; PFC, n=8; PIR, n=8; DMS, n=9 for
Group 30s.
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Data analysis (Figure 1B)

The different data (respiration, USV, behavior, LFP signals) were synchronized offline via a TTL
synchronization signal generated at the beginning of each experimental session. Once
synchronized, the data were analyzed using custom-written scripts under Python.

The temporal course of respiratory frequency and LFP signal power during the 20s odor-shock
interval was assessed during the training sessions. For each animal, the instant respiratory
frequency was averaged second by second for each trial of the training session. The resulting
curves were averaged across the trials for a given animal and then averaged among animals
of the same experimental group.

The power spectral density (PSD) of the LFP signals was calculated using the continuous Morlet
wavelet transform (Kronland-Martinet et al., 1987). The Morlet wavelet estimated the
amplitude of the signal at each time and frequency bin. Two frequency bands were identified
for the subsequent analyses: theta (5-15Hz) and gamma (40-80Hz), and the mean power in
each band was calculated second by second. The resulting values were normalized to baseline
defined as the average power over the 20s preceding odor onset. The LFP power curves
obtained for each recording site were averaged across the trials for a given animal and then
averaged among animals of the same experimental group.

During the training sessions, the average amount of Freezing and USV during the Odor-Shock
interval was measured and expressed as a percentage of the sampled period total duration.
Freezing and USV rates were averaged across the trials for a given animal and then averaged
among animals of the same experimental group.

During the retention test, the strength of the learning was assessed by measuring the duration
of the animal’s freezing response before introduction of the odor, and during each odor
presentation. The obtained values were then expressed as a percentage of the sampled period
total duration, averaged across the trials for a given animal and averaged among animals of
the same experimental group.
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A- Training protocol
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Figure 1: A) Training protocol. Group 20s: The animals were trained with 10 Odor-Shock pairings using a 20s
Odor-Shock interval (Training session 1). 48h hours later, they were tested for their retention of the learning and
received 5 presentations of the learned odor. Two weeks later they were trained with 10 Odor-Shock pairings
using a 30s Odor-Shock interval (Training session 2). Group 30s: The animals were trained with 10 Odor-Shock
pairings using a 30s Odor-Shock interval (Training session). 48 h later, they were tested for their retention of the
learning and received five presentations of the learned odor. B) Data recording and analysis. Training sessions: in
the two groups, during the odor-shock interval, local field potentials (LFP), respiration, ultrasonic vocalizations
and freezing behavior were recorded, synchronized and analyzed as described in the text. Retention test: freezing
before and during odor presentation was quantified.

Statistical analysis
All analyses were performed with Systat 13.0® software. For each test, the significance level
was set at p<0.05.
In Group 20s, the temporal curves of respiratory frequency and LFP signal power observed
during the Odor-shock interval in the two training sessions, were compared using a two-way
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ANOVA with Interval duration (20s or 30s) and Time (1s to 18s) as repeated measures factors.
Posthoc pairwise comparisons were then carried out when allowed by the ANOVA results.
The temporal curves of respiratory frequency and LFP signal power observed during the first
training session in Group 20s and Group 30s, were compared using a two-way ANOVA with
Interval duration (20s or 30s) as an independent factor and Time (1s to 18s) as a repeated
measures factor. Posthoc pairwise comparisons were then carried out when allowed by the
ANOVA results.

In Group 20s, the mean freezing and USV durations observed during the Odor-shock interval
in the two training sessions were compared between using a two-way ANOVA with Group
(Good Timers or Bad Timers) as an independent factor and Interval duration (20s or 30s) as a
repeated measures factor. Posthoc pairwise comparisons were then carried out when allowed
by the ANOVA results.

In Group 20s, during the retention test, the learned fear response to the odor was analyzed
using a two way ANOVA with Group (Good Timers or Bad Timers) as an independent factor
and Period (Pre-odor vs Odor) as a repeated measures factor. Posthoc pairwise comparisons
were then carried out when allowed by the ANOVA results.

Histology

At the end of the experiment, the animals were killed with a lethal dose of pentobarbital, their
brains were removed, postfixed, cryoprotected in sucrose (20%). The brains were then
sectioned (40um coronal slices) for verification of electrodes tips by light microscopy. Areas
targeted by the electrodes in the four implanted brain regions have been reported on brain
atlas coronal sections (Figure 1-1).

RESULTS

Respiratory frequency is a good index of interval timing providing the level of stress is not
too high

In a previous study (Shionoya et al, 2013) we showed that respiration is a good index of
interval timing in non-implanted animals. We assessed if this was still true for implanted
animals, in which the level of stress could be higher and might constrain the respiratory
response.

The time course of respiratory frequency during the odor-shock interval in Group 20s was
compared between the first training session where a 20s interval was used, and the second
session for which the interval was shifted to 30s (Figure 2A). The ANOVA revealed no
significant effect of Interval (F1,20=0.62, p=0.44), but a significant effect of Time (F17,320=14.96,
p<0.0001) and a significant IntervalxTime interaction (F17,340=2.45, p<0.0001).

However based on individual curves inspection, it occurred that two subgroups of animals
could be distinguished, those presenting clearly different temporal curves (Subgroup Good
Timers, n=11) and those presenting similar curves for 20s and 30s intervals (Subgroup Bad
Timers, n=10). We therefore decided to analyze these animals separately and the data are
presented on Figure 2B. In the Good Timers Subgroup (Figure 2B, left), the ANOVA revealed
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no significant effect of Interval (F1,10=0.01, p=0.99), but a significant effect of Time
(F17,170=15.95, p<0.0001) and a significant IntervalxTime interaction (F17,170=3.414, p<0.0001).
A significant interaction between interval duration and elapsed time indicates that the time
course of the respiratory frequency changes is affected by the duration of the interval. In the
Bad Timers Subgroup (Figure 2B, right), the ANOVA revealed no significant effect of Interval
(F1,9=1.65, p=0.23), a significant effect of Time (Fi7,153=4.35, p<0.0001) but no significant
IntervalxTime interaction (F17,153=1.56, p=0.08).

The temporal patterns observed in Good Timers Subgroup suggest that the Odor-Shock
interval was timed according to the scalar rule (Gibbon, 1977) in both conditions. In order to
assess scalar timing quantitatively, the time axis for the 30-s data was multiplicatively rescaled
so that the 18 time bins during the interval for both groups represented the same proportions
of elapsed time from odor onset to shock presentation. The scalar timing rule predicts superior
superposition of the functions in relative time, compared to no rescaling. Figure 2C shows the
rescaled group mean functions for both 20- and 30-s conditions, separately for Good Timers
and Bad Timers subgroups. Superposition was indexed by eta-squared (n?), a measure of the
proportion of variance accounted for by the mean of the two functions (Brown et al., 1992).
When superposition is perfect, n?is at its maximum value of 1. For Good Timers subgroup, n?
was greater under the multiplicative transform (n%=0.95, Figure 2C, left) than under no
rescaling (n2=0.89, Figure 2B, left). In contrast, for Bad Timers subgroup, n2 was greater under
no rescaling (n?=0.66, Figure 2B, right) than under the multiplicative transform (n?=0.47,
Figure 2C, right).

We next assessed whether the timing abilities assessed through respiration, could be related
to the level of stress of the animals. We compared the global amount of freezing exhibited by
the animals in the Good Timers and Bad Timers subgroups during the Odor-Shock interval in
the two training sessions (Figure 3A, Left). The ANOVA revealed no significant effect of
Subgroup (F1,18=0.27, p=0.61) and Training session (F118=0.27, p=0.61), but a significant
Training sessionxSubgroup interaction (F118=23.78, p<0.0001). Further pairwise comparisons
showed that in Good Timers subgroup freezing amount decreased during the second session,
while it increased in Bad Timers subgroup, suggesting that the animals in the two subgroups
exhibited different coping strategies: more active for the former and more passive for the
latter. We also compared the amount of USV rate in the two subgroups during the Odor-Shock
interval. The ANOVA revealed a tendency for a significant effect of Subgroup (Fi1,16=3.69,
p=0.07), but no significant effect of Training session (F1,16=0.04, p=0.85) and Training
sessionxSubgroup interaction (F1,16=0.04, p=0.85). The animals in the Bad Timers subgroup
tended to emit more USV than in the Good Timers subgroup (p=0.06).

Finally, we assessed whether the two subgroups presented different levels of learned fear
during the 48h retention test (Figure 3B). In each subgroup we compared the amounts of
freezing observed before odor introduction and during odor. The ANOVA revealed no
significant effect for Subgroup (F1,18=0.06, p=0.82), but a significant effect of Period (Pre-Odor
vs Odor; F1,18=35.56, p<0.0001). In both subgroups, the amount of freezing was higher in
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presence of the learned odor than before its delivery (p=0.001 for Good Timers; p=0.003 for
Bad Timers), suggesting similar levels of learning in Bad Timers and Good Timers animals.

A- Respiratory frequency time course
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Figure 2: A) Respiratory frequency time course. In Group 20s, the time course of respiratory frequency is
represented with a 1-s bin precision, from 5s before odor onset (green vertical line) to shock arrival which occurs
either at 20s (Training session 1, in blue) or at 30s (Training session 2, in orange). Open circles on each curve
signal the values that are significantly different from the baseline (p < 0.05). *: significant between curves
difference (p < 0.05). B) Good Timers versus Bad Timers groups subgroups. In Good Timers subgroup, the temporal
patterns of respiratory frequency are modulated by the duration of the odor-shock interval, while in the Bad
Timers subgroup, they are not. C) Scalar property test. In order to assess scalar timing quantitatively, in each
subgroup the time axis for the 30-s data was multiplicatively rescaled. Superposition between the two curves was
indexed by eta-square (n2) indicated in the bottom right of each graph.

Together these data show that the temporal pattern observed in respiration rate in the Good
Timers subgroup reflects the learning of Odor-Shock interval duration, and confirm our
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previous finding that rats can learn the expected time of shock delivery within 10 conditioning
trials (Shionoya et al, 2011). The ability to time interval duration, at least when looking at the
respiratory rate, seems to depend on the animal’s fear response: the higher the freezing and
USV amounts, the lower the possibility for respiration to exhibit different temporal patterns
related to interval duration. Finally, this difference in timing abilities has no impact on the
strength of the fear memory as assessed 48h later.

In the next analyses, we assessed whether the differences observed in timing abilities in Bad
Timers and Good Timers based on their temporal pattern of respiratory frequency, were
associated with similar differences in oscillatory activity temporal patterns.

A- Freezing and USV during training sessions
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Figure 3: A) Freezing and ultrasonic vocalizations (USV) during training sessions. In Good Timers and Bad Timers
subgroups, Freezing and USV rates were measured during the 20s (in blue) and 30s (in orange) odor-shock
intervals. * significant within group difference (p<0.05); £ significant between group difference (p<0.05); t
between group difference tendency (p<0.07). B) Freezing responses during retention test. Good Timers and Bad
Timers subgroups showed similar levels of freezing during the retention test. * significant difference with pre-
odor period (p<0.05).

Changes in oscillatory activity in the theta (5-15Hz) band

The temporal patterns of theta activity power during the Odor-Shock interval in Group 20s
was compared between the first training session where a 20s interval was used, and the
second session for which the interval was shifted to 30s. Figure 4 represents the temporal
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curves obtained in the four recording sites in the Good Timers (Left side) and Bad Timers (right
side) subgroups. The ANOVA carried out in the Good Timers subgroup revealed a significant
effect of Time (mPFC: F17,170=6.47, p<0.0001; BLA: F17,102=6.73, p<0.0001; PIR: F17,170=4.05,
p<0.0001; DMS: Fi7,170=6.18, p<0.0001), a significant IntervalxTime interaction (mPFC:
F17170=2.88, p<0.0001; BLA: F17102=5.72, p<0.0001; PIR: F17170=3.76, p<0.0001; DMS:
F17,170=4.38, p<0.0001) and a significant effect of Interval for PIR (F1,10=5.72, p=0.038) and DMS
(F1,10=7.06, p=0.024). In contrast in the Bad Timers subgroup, in the four recording sites, the
ANOVA showed no significant effect of Interval, Time or IntervalxTime interaction, except a
significant IntervalxTime interaction in the BLA ( F17,1190=1.74, p=0.045).

These data suggest that in the Good Timers subgroup, the time course of theta activity power
was affected by the duration of the interval to be timed. In order to assess scalar timing
quantitatively, the time axis for the 30-s data was multiplicatively rescaled and the n? were
calculated for each recording site (Figure 4-1). In mPFC and DMS, n? was greater under the
multiplicative transform (Figure 4-1, right) than under no rescaling (Figure 4-1, left), while the
reverse in observed for BLA and PIR.

These data show that in Good Timers animals, akin to what is observed for respiration
frequency, the time course of theta activity power reflects the learning of Odor-Shock interval,
at least in the mPFC and the DMS. In Bad Timers animals, theta activity power showed almost
no change during the interval compared to baseline, except for the BLA.

Changes in oscillatory activity in the gamma (40-80Hz) band

The temporal patterns of gamma activity power during the Odor-Shock interval in Group 20s
was compared between the first training session where a 20s interval was used, and the
second session for which the interval was shifted to 30s. Figure 5 represents the temporal
curves obtained in the four recording sites in the Good Timers (Left side) and Bad Timers (right
side) subgroups. The ANOVA carried out in the Good Timers subgroup revealed no significant
effect of Interval, but a significant effect of Time in mPFC (F17170=5.05, p<0.0001), PIR
(F17,170=2.47, p=0.002) and DMS (F17,170=3.21, p<0.0001), and a significant IntervalxTime
interaction in mPFC (F17,170=2.40, p=0.002). In the Bad Timers subgroup, the ANOVA revealed
a significant effect of Time in mPFC (F17,136=2.53, p=0.002), PIR (F17,136=2.49, p=0.002) and
DMS (F17,119=2.77, p=0.001), but no significant effect of Interval nor IntervalxTime
interaction in the four recording sites.

Therefore, in both Good Timers and Bad Timers, gamma power increased significantly during
the interval compared to baseline, except for the BLA. When looking at the temporal patterns,
the only structure in which the time course of gamma activity power was affected by the
duration of the interval, was the mPFC in the Good Timers subgroup. In order to assess scalar
timing, the time axis for the 30-s data was multiplicatively rescaled and the n2 was calculated
(Figure 5-1). n2 was greater under no rescaling (Figure 5-1, left) than under the multiplicative
transform (Figure 5-1, right), suggesting gamma activity temporal pattern in mPFC does not
uniquely reflect the learning of Odor-Shock interval duration.
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Figure 4: Theta (5-15Hz) band mean power variations during the odor-shock interval in the Good Timers (left
side) and Bad Timers (Right side) subgroups in the four recording sites. mPFC: medial prefrontal cortex; BLA:
basolateral amygdala; PIR: olfactory piriform cortex; DMS : dorso-medial striatum. On each graph, theta power
was expressed as percent change from the baseline (BL), and represented from odor onset (green vertical line) to
shock arrival which occurs either at 20s (Training session 1, in blue) or at 30s (Training session 2, in orange). The
red asterisk in the upper left corner of a graph signals a significant time x interval duration interaction. Open
circles on each curve signal the values that are significantly different from the baseline (p < 0.05). Between curves
difference *: p < 0.05.
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Figure 5: Gamma (40-80Hz) band mean power variations during the odor-shock interval in the Good Timers (left
side) and Bad Timers (Right side) subgroups in the four recording sites. mPFC: medial prefrontal cortex; BLA:
basolateral amygdala; PIR: olfactory piriform cortex; DMS : dorso-medial striatum. On each graph, theta power
was expressed as percent change from the baseline (BL), from the odor onset (green vertical line) to shock arrival
which occurs either at 20s (Training session 1, in blue) or at 30s (Training session 2, in orange). The red asterisk
in the upper left corner of a graph signals a significant time x interval duration interaction. Open circles on each
curve signal the values that are significantly different from the baseline (p < 0.05). Between curves difference *:
p <0.05.
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Interval timing in Independ groups

In the previous experiment, the same animals received two training sessions, one with a 20s
odor-shock interval, and the other one with a 30s interval. This allowed us to compare the
temporal curves within the same rats, thus lowering inter-individual variability. However, the
data obtained during the second training session might have been partly confounded by the
first training. In order to assess this point, we compared the temporal curves obtained during
the first training session of Group 20s to those of the single session of Group 30s. Thus, the
only difference between the two groups was the duration of the odor-shock interval, but no
more the level of training.

Figure 6A represents the temporal curves obtained for respiratory frequency in the two
groups. The ANOVA revealed no significant effect of Group (F1,13=0.48, p=0.50), but a
significant effect of Time (F17,221=5.66, p<0.0001) and a significant TimexGroup interaction
(F17,221=2.03, p=0.009). When the time axis for the 30s data was multiplicatively rescaled to
assess scalar timing, the n? index increased from 0.58 (no rescaling) to 0.64 (multiplicative
transform).

Figure 6B, upper left part, represents the temporal curves obtained for theta activity power in
mPFC in the two groups. The ANOVA carried out in the four recording sites revealed no effect
of Group, but a significant effect of Time in mPFC (F17,221=2.35, p=0.002), and a significant
TimexGroup interaction in mPFC (F17,221=2.25, p=0.004), BLA (F17,136=1.95, p=0.02) and DMS
(F17,221=1.95, p=0.02). When the time axis for the 30-s data was multiplicatively rescaled to
assess scalar timing, n2 was greater under the multiplicative transform than under no
rescaling in mPFC, BLA and DMS (Figure 6B, upper right part, and Figure 6-1).

Figure 6B, lower left part, represents the temporal curves obtained for gamma activity power
in mPFC in the two groups. The ANOVA carried out in the four recording sites revealed no
effect of Group, but a significant effect of Time in mPFC (F17221=4.18, p<0.0001), PIR
(F17,204=2.23, p=0.005) and DMS (F17221=3.59, p<0.0001), and a significant TimexGroup
interaction in mPFC (F17,221=3.30, p<0.0001) and DMS (F17,221=2.24, p=0.004). When the time
axis for the 30s data was multiplicatively rescaled to assess scalar timing, n2 was greater under
the multiplicative transform than under no rescaling in mPFC and DMS (Figure 6B, lower right
part, and Figure 6-2).

In summary, using two independent groups each trained with either 20s or 30s odor-shock
interval duration, brought globally the same kind of data as those obtained using a single
group trained with the two durations concerning the respiration and 5-15Hz temporal curves.
Concerning 40-80Hz temporal curves, training in independent groups favored the expression
of duration encoding in mPFC and DMS.
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A- Respiratory frequency
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Figure 6: Behavioral and electrophysiological in parallel training condition. A) Respiratory frequency curves. Left
side, raw data: the temporal pattern of respiratory frequency is represented with a 1-s bin precision, from 5s
before odor onset (green vertical line) to shock arrival which occurs either at 20s (Group 20s, in blue) or at 30s
(Group 30s, in orange). Right side, rescaled curves: the time axis for the 30-s data (in orange) was multiplicatively
rescaled. Superposition between the two curves was indexed by eta-square (n2) indicated in the bottom right of
each graph, the highest values being highlighted in red. B) Local field potential (LFP) signal power in the mPFC
(medial prefrontal cortex), in the theta (5-15Hz) and gamma (40-80Hz) bands. Left side, raw data: theta and
gamma power was expressed as percent change from the baseline (BL), and represented from odor onset (green
vertical line) to shock arrival which occurs either at 20s (Group 20s, in blue) or at 30s (Group 30s, in orange). Right
side, rescaled curves. The red asterisk in the upper left corner of a graph signals a significant time x interval
duration interaction. Open circles on each curve signal the values that are significantly different from the baseline
(p < 0.05). Between curves difference *: p < 0.05. Superposition between the two curves was indexed by eta-
square (n2) indicated in the bottom right of each graph, the highest values being highlighted in red.
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DISCUSSION

The present study is the first to investigate brain neural dynamics associated with interval
timing in a pavlovian fear conditioning paradigm including only ten training trials. This was
made possible thanks to the use of a sensitive behavioral index, namely respiration, which
allowed getting a readout of the animal’s interval timing ability without training the animal in
a long and complex operant behavioral task. This gave us the opportunity to investigate the
neural dynamics associated with the early stage of associative learning. Here we show that in
animals exhibiting good timing abilities as assessed through respiration rate, temporal
patterns of theta activity power related to interval timing are observed in the four recording
sites, and those measured in mPFC and DMS respected the scalar property. In addition,
temporal patterns of gamma activity are observed in mPFC, but not in the other sites.

Interval timing and level of stress

Here we show that respiratory rhythm can be used as a reliable index of interval timing
providing that the level of stress of the animal is not too high. Indeed, we could distinguish
two subgroups of animals based on their individual temporal pattern of respiratory frequency
during the odor-shock interval, and its modification following the shift to a new interval
duration. Good Timers presented temporal patterns that were modulated by the duration of
the interval in a way that respected scalar property. In contrast Bad Timers showed similar
temporal patterns for the two interval durations.

At the behavioral level, Bad Timers animals showed higher levels of freezing during the odor-
shock interval, particularly during the second training session where the interval duration is
increased from 20s to 30s. These animals also showed higher amounts of USV emission. These
two parameters are known to narrow and lower the respiratory frequency range (Hegoburu
et al, 2011; Frysztak and Neafsey, 1991; Dupin et al, 2019), which might have impeded the
development of clear-cut temporal patterns.

In the present study, all the animals except two (out of 30) produced USV albeit at different
rates. This is in contrast to what is usually observed in non-implanted animals, where the ratio
of vocalizing animals is generally around 50% for the same foot-shock parameters (Hegoburu
et al, 2011; Shionoya et al, 2013; Wohr et al, 2005). The reason for this high rate of USV
vocalizing animals in the present study might be related to their housing condition. Indeed,
animals implanted with electrodes are housed individually. It has been shown that single
housing increases anxiety and biological markers of stress as compared to social housing
(Arakawa, 2018; Manouze et al, 2019) and the amount of USV emission is enhanced when the
level of anxiety is increased (Wohr et al, 2005). Indeed, more anxious rats (as assessed through
the elevated plus maze) were shown to exhibit more freezing and to be more likely to vocalize
than less anxious animals (Borta et al., 2006).

A few studies have addressed the impact of emotion on temporal behavior in animals. Among
them, studies using a peak interval procedure (Brown et al., 2007; Meck and Macdonald, 2007)
or a temporal bisection task (Faure et al, 2013; Kamada and Hata, 2019) showed that the
presentation of a cue with a negative valence through its association with foot-shock,
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produces a drastic disruption of the temporal behavior when intruded during the to-be-timed
stimulus. In the present study, higher levels of stress in the Bad Timers subgroup might have
induced the same effect on their temporal performances.

It might be argued that the absence of respiratory frequency temporal pattern in Bad Timers
rats does not mean that these animals are not capable to time intervals, but rather that this
ability cannot be assessed through respiratory rhythm. Using another index like for example
heart rate, might have allowed detecting interval timing in these rats (Sananes and Campbell,
1989). However, as neural activity power in Bad Timers, akin to their respiration rate, was not
modulated by interval duration, we feel confident that our classification based on respiratory
patterns does indeed reflect the animal’s timing ability.

Some authors have proposed that temporal relations between stimuli are automatically
encoded, and are the foundation of associative learning (Balsam and Gallistel, 2009). Based
on this assumption, it might be expected that animals with poor timing abilities should present
lower learning performances than animals with good timing abilities. This is not what was
observed in the present study since Bad Timers and Good Timers animals showed similar levels
of learned odor fear during the 48h retention test. However, it would be interesting to analyze
more in depth the strength of the fear memory in these animals by investigating for example
if the memory is more resistant to extinction or persists longer in Good Timers than in Bad
Timers.

Changes in theta and gamma activity power

Importantly, the temporal patterns of LFP signal power in the theta band were clearly different
between Good Timers and Bad Timers subgroups suggesting that this subdivision initially
based on respiration temporal patterns is also associated with differences in neural processes.
In the Good Timers subgroup, the temporal patterns of theta activity power in the four
recording sites were modulated by the duration of the odor-shock interval. In contrast, in the
Bad Timers subgroup, theta activity power did not change compared to baseline during the
odor-shock interval. Concerning activity in the gamma band, although signal power increased
in Good Timers and Bad Timers during the interval, only temporal patterns in the mPFC in the
Good Timers subgroup were modulated by the duration of the odor-shock interval. These data
suggest that duration encoding in our paradigm might be supported by theta oscillatory
activity in a wide network and gamma oscillatory activity in a more restricted network
including the mPFC. In parallel, gamma activity might be involved in the encoding of the
association.

These observations are in line with the data reported by Dallérac et al (2017). In this study,
interval timing ability was assessed using a conditioned suppression paradigm, in which a
learned aversive cue suppresses ongoing operant behavior consisting in lever pressing for food
on a variable interval schedule of 30s on average. Aversive conditioning consisted of a tone
paired with a mild electric footshock delivered 30s after tone onset. After several weeks of
training, rats showed a bell-shaped curve of lever-pressing suppression, the maximum
conditioned suppression being at a time close to the shock arrival. Furthermore, shifting the
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tone-shock interval from 30s to 10s yielded a rapid shift in the peak of suppression. The
authors examined oscillatory activity power in DMS and BLA and reported that the power of
both theta and gamma oscillations increased during the tone with a maximum that shifted as
a result of a change in tone-shock interval duration. Moreover, a significant increase in
coherence between these structures was found in the low theta band (3—6 Hz). This led the
authors to propose that learning of the association per se is modulated by the amygdalo-
striatal projection through gamma oscillations while the timing component of the association
would be driven by theta oscillations.

Does respiratory rhythm modulate the temporal patterns observed in theta band?

The temporal patterns obtained for respiratory frequency and for theta activity power present
striking similarities, suggesting that changes in theta power follow changes in respiratory rate.
Indeed the peak of theta power occurs when respiratory frequency peaks around 4 Hz,
suggesting that respiratory rhythm in a specific range might entrain theta oscillatory activity.
Several recent studies in the literature have shown that the respiratory rhythm, in addition to
its impact on olfactory regions (for a review, see Buonviso et al., 2006), also entrains
oscillations in widespread brain regions including those involved in the fear network like the
mPFC and amygdala (for a review, see Tort et al., 2018; Heck et al, 2017). This suggests that
the breathing rhythm, akin to slow oscillatory rhythms, could help coordinate neural activity
across distant brain regions (Jensen and Colgin, 2007; Heck et al., 2017), and potentially
modulate cognitive processes. In the present study, we were not able to analyze the temporal
pattern of activity in the 3-5 Hz delta band due to edge effects due to shock artefacts.
However, others have found that a 4Hz oscillation develops in the mPFC during freezing
behavior and that this oscillation was driven by respiration (Moberly et al, 2016; Karalis et al,
2016; Bagur and Benchenane, 2018). In line with these studies, we recently showed that
respiratory frequency and delta activity frequency were highly correlated during freezing
(Dupin et al, 2019). It could be hypothesized that the respiration-triggered 4Hz oscillation,
when it occurs, is particularly well suited to modulate the amplitude of theta and higher
frequency oscillations.

Importantly we previously reported that the emission of USV, that drastically lowers the
respiratory rate down to 0.5-1.5Hz, disrupted the correlation between respiration and delta
rhythm and was associated with a decrease in theta activity power (Dupin et al, 2019). This
could explain why in Bad Timers animals, which present higher USV rates, theta activity power
does not increase during the odor-shock interval.

Successive versus parallel training with different interval durations

In the present study, most of the animals were trained successively to the two interval
durations. Such a paradigm allows comparing changes within animals, thus minimizing
between animals differences, particularly concerning LFP signal power that can be very
different between animals, due to differences in recording electrode tip position. However,
the data obtained during the second training session might have been partly confounded by
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the first training session. Indeed during the second session, the animals not only have to learn
the new duration but also to forget the previous one. We therefore trained some animals in
separate groups, using single training sessions with either 20s or 30s odor-shock interval
duration. The data were similar to those obtained with successive training for respiration
temporal patterns, allowing us to assume that these patterns are mostly linked to interval
timing and not to training levels. Concerning oscillatory activity data, although both parallel
and successive training led to temporal patterns modulated by interval duration, these
patterns are slightly different between the two conditions. More specifically, in animals
trained in successive sessions, temporal patterns of theta and gamma activity power for the
30s interval duration present an early increase similar to that observed for the 20s interval.
This early increase was not present when animals are trained with a single 30s interval session.
This difference is particularly visible in mPFC and DMS, suggesting that activity in these
structures keeps a trace of previous interval duration.
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EXTENDED DATA FIGURES

mPFC

-3.14mm

Figure 1-1

Figure 1-1: Areas targeted by the electrodes (light orange areas) in the three recording sites. Numbers on the
right indicate the relative position of coronal slices from bregma (Adapted from Paxinos and Watson, 2007).
mPFC: medial prefrontal cortex; DMS : dorso-medial striatum; PIR: olfactory piriform cortex; BLA: basolateral

amygdala.
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Figure 4-1: Rescaling of theta (5-15Hz) band mean power variations during the odor-shock interval in the Good
Timers subgroup in the four recording sites. mPFC: medial prefrontal cortex; BLA: basolateral amygdala; PIR:
olfactory piriform cortex; DMS : dorso-medial striatum. Left side, raw data: theta power changes are represented
from odor onset during the 20s (in blue) or the 30s (in orange) interval. Right side: rescaled curves: the time axis
for the 30-s data (in orange) was multiplicatively rescaled. Superposition between the two curves was indexed by
eta-square (n?) indicated in the bottom right of each graph, the highest values being highlighted in red.
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Figure 5-1: Rescaling of gamma (5-15Hz) band mean power variations during the odor-shock interval in the Good

Timers subgroup in the mPFC: medial prefrontal cortex. Left side, raw data: gamma power changes are

represented from odor onset during the 20s (in blue) or the 30s (in orange) interval. Right side, rescaled curves:

the time axis for the 30-s data (in orange) was multiplicatively rescaled. Superposition between the two curves
was indexed by eta-square (n?) indicated in the bottom right of each graph, the highest values being highlighted

in red.

170



5-15Hz, rescaling

mPFC mPFC
130 = 130
&% 120 & 120
o= =
] 2
G 110 :E 110
& i
5 100 £ 100
z £
e g 90
n2=0.43 n2=0.58
80 80
BL 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 sl Sk 0 Ml Eea] o el Sl
Time {s) Relative Time
BLA
130 130
‘g—"‘n 120 9:-3 120
[ =4 o
E 110 S 110
b kS
& 100 5
= E 100
2 &
S w 90
n2=0.43 n2=0.50
80 80
BL 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 s M s N nS aYs g
Time (s) Relative Time
PIR PIR
130 130
o 120 —~120
& g
c (=
£ 110 2110
(8] [
X £
— 100 » 100
g :
= <]
< % 5 2-0.43
n2=0.46 Hie=xs
80 80
BL 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 sl AR 8 e g S a8 B
Time (s) Relative Time
DMS DMS
130 130
%
w 120
oo
c
©
5 110
&£
% 100
-
&
90
! L n2=0.43
80 nedal 80

N TN OO0 A NS N O N0
ool e e o e e =

BL 2 4 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Time (s) Relative Time

Figure 6-1: Theta (5-15Hz) band mean power variations in Group 20s and Group 30s, during the odor-shock
interval in the four recording sites. mPFC: medial prefrontal cortex; BLA: basolateral amygdala; PIR: olfactory
piriform cortex; DMS : dorso-medial striatum. Left side, raw data: theta power changes are represented from
odor onset (green vertical line) during the 20s (in blue) or the 30s (in orange) interval. Right side: rescaled curves:
the time axis for the 30-s data (in orange) was multiplicatively rescaled. Superposition between the two curves
was indexed by eta-square (n?) indicated in the bottom right of each graph, the highest values being highlighted
in red.
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Figure 6-2: Gamma (40-80Hz) band mean power variations in Group 20s and Group 30s, during the odor-shock
interval in the four recording sites. mPFC: medial prefrontal cortex; BLA: basolateral amygdala; PIR: olfactory
piriform cortex; DMS : dorso-medial striatum. Left side, raw data: gamma power changes are represented from
odor onset (green vertical line) during the 20s (in blue) or the 30s (in orange) interval. Right side: rescaled curves:
the time axis for the 30-s data (in orange) was multiplicatively rescaled. Superposition between the two curves
was indexed by eta-square (n?) indicated in the bottom right of each graph, the highest values being highlighted
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Discussion générale et
perspectives






En enregistrant les LFP pendant un conditionnement de peur pavlovien a I'odeur en
paralléle du comportement et de la respiration chez des rats adultes, nous avons pu observer
les corrélats neuronaux de I'expression des réponses de peur, notamment les USV, et de
I’encodage du temps dans le réseau de structures incluant I'amygdale, le cortex préfrontal
médian, le striatum dorsal et le cortex piriforme. Nous allons maintenant revenir sur quelques
points de réflexions que nous n’avons pas abordés dans la discussion de nos deux études.

I. Larespiration est-elle le seul indice de la mémoire
temporelle ? (étude 2)

Dans la deuxieme étude, nous avons mesuré les USV, le freezing et la respiration tout au
long du conditionnement dans le but d’augmenter la finesse de la mesure comportementale.
Nous avons ensuite privilégié 'utilisation de la respiration comme indice de I'estimation
temporelle. Nous allons revenir sur les raisons de ce choix.

1. Les USV

Les USV sont un bon parametre de mesure de I'état émotionnel de I'animal (voir
introduction de I’étude 1). Une étude réalisée dans I’équipe a montré que si ces USV reflétent
bien I'apprentissage de |'association odeur-choc dans le conditionnement de peur a I'odeur,
ils ne semblent a priori par étre un bon indice de I’'encodage du temps. En effet, ces USV
disparaissent immédiatement a I'arrivée de I'odeur, et réapparaissent avant 'arrivée du choc
(Shionoya et al., 2013). Néanmoins, a l'inverse de la fréquence respiratoire, leur décours
temporel pendant l'intervalle n’est pas modifié par la durée de l'intervalle et ne respecte pas
la propriété scalaire. Nous avons obtenu le méme résultat dans notre étude 2 ainsi qu’illustré
sur la Figure 46, confirmant ainsi que les USV ne sont pas un bon indice pour mesurer la
mémoire temporelle.

50
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% USV

10

——20s ——30s Time (s)

Figure 46 : Décours temporel des USV au cours deux intervalles de temps différents. En bleu le conditionnement
avec un intervalle odeur-choc de 20s, en orange de 30s. La ligne verte indique I'arrivée de I'odeur. L’ANOVA ne
révéle pas d’interaction significative entre la durée de I'intervalle et le temps.
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2. Le freezing

Le freezing est la mesure classiquement utilisée dans la littérature pour quantifier la
réponse de peur de I'animal et la force de I'apprentissage de I’association. Cette mesure
manque cependant de finesse temporelle. En effet lorsque la réponse de freezing est
déclenchée suite a I'arrivée du stimulus aversif, elle persiste souvent tout au long de la séance
sans étre modulée de facon significative. Nous avons mesuré le décours temporel de la
réponse de freezing pendant lintervalle odeur-choc dans notre protocole et nous avons
observé que si le niveau de freezing reste stable pendant I'intervalle de 20s, il a tendance a
décroitre avant I'arrivée du choc pour un intervalle de 30s (Figure 47). L'analyse statistique
montre par ailleurs une interaction significative entre la durée de l'intervalle et le temps,
comme observé pour la respiration. Cela confirme ce que Shionoya et al (2013) avait déja
observé et suggere que si l'intervalle est suffisamment long, la réponse de freezing pourrait
présenter un décours temporel en lien avec la durée de I'intervalle. Cet indice pourrait donc
étre utilisé en complément de l'indice respiratoire lorsque les intervalles ont une certaine
durée.
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Figure 47 : Décours temporel de la réponse de freezing au cours de deux intervalles de temps différents. En bleu
le conditionnement avec un intervalle odeur-choc de 20s, en orange de 30s. La ligne verte indique I'arrivée de
I'odeur. L’étoile rouge signale une interaction significative entre la durée de I'intervalle et le temps (p<0.05).

3. Larespiration : un indice de mémoire temporelle quelle que soit la
modalité sensorielle ?

Dans notre paradigme expérimental de conditionnement de peur a I'odeur, le meilleur
indice d’encodage du temps est la respiration. Or ainsi que nous I'avons vu dans I'introduction
(Chapitre 2), olfaction et respiration sont étroitement liées puisque I'échantillonnage du
stimulus olfactif se fait via I'inspiration et induit chez le rongeur, une forte augmentation du
rythme respiratoire qui favorise I'arrivée des molécules odorantes sur la muqueuse olfactive.
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La respiration est également modulée par I'état émotionnel de I'animal (Homma et
Masaoka, 2008; Boiten, 1998; Ley, 1999; Hegoburu et al., 2011). En utilisant un stimulus
olfactif, nous nous plagons donc dans des conditions optimales pour voir des variations du
rythme respiratoire et faciliter ainsi la détection d’un pattern temporel. On pourrait donc
penser que cet indice d’encodage du temps est spécifique a la modalité olfactive.

Nous avons donc posé cette question dans une expérience préliminaire réalisée au début
de ma thése/master, en étudiant le décours temporel du rythme respiratoire dans un
conditionnement de peur au son (7kHz). Nous avons regardé si la courbe temporelle de la
fréquence respiratoire en réponse a un son était semblable a celle observée pour une odeur.
L’arrivée du son induit bien une augmentation de la fréquence respiratoire, mais elle est plus
faible et plus précoce que pour une odeur. La différence d’amplitude est liée a la nature du
stimulus : le stimulus sonore n’est pas échantillonné par la respiration, mais son arrivée induit
une réponse d’éveil qui induit une petite augmentation de la fréquence respiratoire. La
différence de latence de la réponse respiratoire est liée a la différence de latence d’arrivée
des deux types de stimuli : immédiate pour le son, 3-4s de diffusion dans les tubes de
I'olfactométre pour I'odeur dans notre dispositif expérimental. Si 'on compare les deux
patterns temporels (Figure 48), on voit que le décours temporel de la respiration peut étre
scindé en deux parties, la premiére partie propre a la modalité sensorielle du stimulus utilisé
et a son échantillonnage, alors que la deuxieme est commune aux deux types de stimulus et
est le reflet de I'anticipation du choc.

Son ou Odeur Choc a 20

Anticipation du
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Figure 48 : Décours temporel de la fréquence respiratoire au cours d’un intervalle de 20s pour des stimuli
différents. En plus, un stimulus auditif est associé au choc, en vert, c’est un stimulus olfactif qui est associé au
choc. Deux parties se distinguent : une premiére propre a la modalité sensorielle du stimulus utilisé et liée a son
échantillonage ; une deuxieme commune aux deux types de stimulus qui serait le reflet de I'anticipation du choc.
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La respiration pourrait donc étre un bon indice de I'encodage du temps également dans le
cas d’un stimulus non olfactif. Il serait cependant intéressant d’enregistrer d’autres
paramétres comme le rythme cardiaque ou la pression sanguine pour établir un multi index
de classement des animaux. Ces parameétres pourraient également étre des bons indices
d’encodage du temps car ils présentent les mémes avantages que la respiration (réponse
émotionnelle, subtilité et immédiateté des variations, ...).

4. Les limites de I'utilisation de la respiration comme indice d’encodage
du temps

Méme si la respiration présente un tres bon indice de I'encodage du temps, quelques
limites peuvent étre relevées. Ces limites sont essentiellement a imputer a la durée de
I'intervalle a encoder. En effet, on peut penser que si la durée de l'intervalle est trop courte,
le pattern temporel de la respiration n’a pas I'opportunité de se mettre en place puisque les
5 premiéres secondes au moins sont consacrées a I’échantillonnage du stimulus olfactif et
impactent le décours temporel de la respiration. De ce fait, il devient problématique d’étudier
des durées d’intervalles odeur-choc de I'ordre de 10s par exemple. Par ailleurs, la fréquence
respiratoire varie dans une gamme restreinte de valeurs (1.5 a 9Hz environ) limitant ainsi la
gamme de variation possible. Un exemple de cette limite a été rencontré dans I'étude 2, ou
nous avons vu que lorsque les animaux étaient trop stressés, leur fréquence respiratoire était
plus basse et ne permettait pas d’observer de pattern temporel lié a la durée de l'intervalle.
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0.65 -
0.60 1
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Figure 49 : Evolution de I'indice de suppression conditionné (+sem) selon la durée de lintervalle. En noir,
I'intervalle son-choc de 30s, en rouge celui de 10s. Le pattern des courbes comportementales permet d’estimer la
durée de I'intervalle qui a été encodé (Dallérac et al., 2017).
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Une autre limite de l'utilisation de la respiration comme indice temporel est que cette
mesure ne permet pas d’accéder a I'estimation temporelle faite par I’'animal : en effet, dans
les taches temporelles classiques comme la tache de P, on introduit des essais non renforcés
et la courbe du nombre d’appuis sur levier obtenue pendant ces essais présente un pic au
temps ou I'animal attend la récompense (Figure 49). La largeur du pic permet d’évaluer la
précision avec laquelle I'animal estime la durée, et le pattern de la courbe suit la propriété
scalaire (Matell et Meck, 2000). La courbe temporelle de la respiration n’est pas directement
comparable a ce type de courbe et ne permet pas de déduire précisément |'estimation
temporelle faite par I'animal. Rappelons que les taches temporelles classique basées sur
I"appui sur levier nécessitent de trés nombreuses séance d’apprentissage et ne peuvent donc
pas étre utilisées pour étudier 'encodage du temps en début d’apprentissage associatif. Sil'on
veut aborder cette question, il faut donc trouver un indice de I’encodage du temps valable
pour une tache qui est acquise en tres peu d’essais.

II. Mémoire temporelle et mémoire de
I'association (étude 2)

L’étude 2 a montré que I'on observait des modulations d’activités oscillatoires liées a
I'encodage du temps dans les structures qui sont classiquement impliquées dans le
conditionnement de peur a I'odeur, telles que I'amygdale, le cortex préfrontal et le cortex
piriforme. Ceci serait en faveur de I’'hypothése de Balsam et al. (2010) qui suggére que la
mémoire temporelle serait a la base méme de I'apprentissage associatif. Plus précisément,
I'apprentissage des relations temporelles entre les évenements se ferait de facon
automatique et déterminerait la vitesse d’émergence, la vigueur et la forme des réponses de
peur. Cette idée se retrouve dans certaines pathologies. Par exemple, dans la maladie de
Huntington, Righi et al. (2016) ont montré que des déficits d’encodage du temps étaient
associés a des déficits mnésiques.

Nous avons abordé cette question de fagon indirecte dans I'étude 2 puisque nous avons
pu distinguer deux groupes d’animaux différents: les bons et les mauvais timers.
Contrairement a ce qui était attendu par rapport a ’hypothése de Balsam, nous n’avons pas
observé d’altération dans I'apprentissage de I'association chez les mauvais timers par rapport
aux bons timers. En effet, lorsque lI'on présente lI'odeur seule 48 heures apres le
conditionnement, les deux groupes montrent des niveaux de freezing équivalents, suggérant
une force de I'apprentissage équivalente.

Comment peut-on expliquer ceci ? Rappelons que nos deux groupes de rats ont été définis
par rapport au décours temporel de la respiration au cours de l'intervalle a encoder. On
pourrait nous objecter que I'absence de pattern temporel de la respiration chez les mauvais
timers n’implique pas forcément que ces animaux ne sont pas capables d’encoder le temps,
mais plutot que sur ces animaux qui présentent un niveau de stress plus élevé que les bons
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timers, la respiration n’est pas le bon indice a utiliser. Cependant, les données
électrophysiologiques des mauvais timers montrent, comme les données respiratoires, que le
pattern des activités oscillatoires ne présente pas de corrélats d’encodage du temps. Nous
sommes donc confiants sur le fait que la distinction bon vs mauvais timer basée sur le signal
respiratoire est bien le reflet des capacités d’encodage du temps des animaux.

Pour évaluer la force de I'apprentissage dans les deux sous-groupes, nous avons quantifié
la réponse de freezing a I'odeur lors d’un test de rétention a 48h. Les deux groupes de rats
présentent des pourcentages de freezing équivalent (Figure 3A de la publication 2). Il est
possible que cette mesure de freezing ne soit pas assez fine pour détecter des différences
dans la performance des animaux. Par ailleurs, une autre facon de mesurer la force d’un
apprentissage est de regarder sa résistance a I'extinction et/ou son maintien a long-terme.
Dans cette optique, dans les deux sous-groupes d’animaux, nous avons acquis des données de
rappel a long terme qu’il nous reste a analyser, et qui nous servirons a creuser la question du
lien entre mémoire temporelle et mémoire de I'association.

III. Lien entre les deux études : Role de I'’émission des USV
dans I’étude 2 ? (études 1 et 2)

Dans notre premiere étude, nous avons montré que I'émission des USV avait un fort impact
sur les activités oscillatoires dans le méme réseau de structures que celui enregistré dans
I’étude 2. Nous avons vu dans un premier temps que I’émission d’USV induit une diminution
de puissance dans la bande theta, et une augmentation dans les bandes delta et gamma. De
plus nous avons mis en évidences des effets liés au changement de rhythme respiratoire. Ainsi,
lorsque I'animal est en freezing, en |'absence d’USV, on observe une synchronisation entre le
rythme respiratoire (qui est autour de 2-4Hz) et I'activité oscillatoire cérébrale lente dans la
bande delta (0-5Hz). L’émission d’USV contraint fortement le rythme respiratoire a osciller
dans une gamme de fréquence tres restreinte (1.5-0.5-1.5Hz). En paralléle, on observe une
désynchronisation entre le rythme respiratoire et I'activité dans la bande delta. L’organisation
des oscillations rapides gamma par rapport au rythme respiratoire est également modifiée.

L’'ensemble de ces données montre que I'’émission des USV a un impact a la fois sur la
respiration et les rythmes cérébraux, deux facteurs qui servent de base a notre deuxieme
étude. Il est donc possible que bien que les USV ne soient pas un bon indice de I'encodage du
temps, ils participent aux effets observés sur les activités oscillatoires pendant I'intervalle
odeur-choc. En effet, lors des périodes inter-essais (entre chaque association odeur-choc), les
rats émettent des USV de facon réguliére. A I'arrivée de I'odeur, les rats stoppent I'émission
de ces USV et échantillonnent I'odeur. Aprés une quinzaine de secondes, I'émission des USV
reprend jusqu’a I'arrivée du choc. On peut supposer par exemple qu’a 'arrivée du stimulus,
I'arrét de la production des USV est obligatoire pour que le rat puisse augmenter sa fréquence
respiratoire et donc flairer I'odeur. De plus, cela permet également aux activités oscillatoires
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de se resynchroniser avec la respiration, et particulierement aux oscillateurs corticaux de se
synchroniser entre eux au début de l'intervalle a encoder dans un modele de type SBF. La
reprise des USV qui se fait quelques temps avant I'émission du choc pourrait induire des
changements dans les activités oscillatoires qui se superposeraient a ceux liés plus
spécifiguement a I'encodage du temps, et rajouteraient de ce fait une certaine forme de
modulation temporelle. Un fait intéressant dans I'étude 2 est que les mauvais timers
présentent un niveau d’activité dans la bande theta plus faible que celui des bons timers. Or
ces animaux émettent plus d’'USV que les bons timers et nous avons vu dans I'étude 1 que
I’émission d’USV induisait une diminution de 'activité dans la bande theta.

IV. Analyses restant a faire et perspectives (études 1 et 2)
1. Analyse des activités oscillatoires

Jusqu’a présent dans les deux études, nous avons mesuré les variations de puissance dans
les différentes bandes d’activité étudiées, et dans I’étude 1, nous avons abordé la question de
la synchronisation des différentes activités avec le rythme respiratoire.

¢ Analyse de cohérence

Dans les deux études, I'analyse de la cohérence dans une bande d’activité oscillatoire
donnée, entre deux structures au sein du réseau permettrait d’inférer I'existence d’un
couplage fonctionnel entre ces structures. Par exemple dans I’étude 2, il serait intéressant de
voir s’il y a des changements de cohérence entre certaines structures au cours de 'intervalle
a encoder. Dans le modele SBF, au début d’un intervalle a mesurer, il y aurait un signal
dopaminergique qui synchroniserait la phase des oscillateurs corticaux. On pourrait penser
gue ceci s’accompagne d’augmentation de la cohérence au sein du réseau, notamment au
début de cet intervalle, ou encore a la fin de celui-ci. Récemment Dallérac et al (2017) ont
montré que la cohérence entre le striatum dorsal et I'amygdale dans la bande 3-6Hz augmente
pendant 'intervalle a encoder, et que le pic de cohérence se produit au temps ou le stimulus
inconditionnel est attendu. Les auteurs en concluent que le couplage fonctionnel entre ces
deux structures est I'un des corrélats neuronaux de I’encodage des durées.

e La respiration comme synchronisateur

Comme nous I'avons vu au chapitre 3 de I'introduction générale, un nombre important de
travaux récents de la littérature montrent que le rhythme respiratoire peut entrainer non
seulement les rythmes lents cérébraux mais également les rythmes rapides (pour revues voir
Tort et al, 2018b; Heck et al, 2017). Dans notre premiére étude, nous avons constaté que les
rythmes cérébraux et la respiration étaient syncrhonisés lors des périodes de freezing. On
peut alors envisager que la respiration pourrait participer a la synchronisation des oscillateurs
corticaux au début de I'intervalle a encoder dans un modele de type SBF. Si I'on va plus loin
dans cette hypothése, on peut envisager la respiration comme un fil guide tout au long de
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I'intervalle a encoder, qui permettrait a des moments cruciaux de synchroniser a la fois les
activités oscillatoires lentes mais également rapides entre les structures. Il serait donc
intéressant de réaliser sur nos données des mesures de couplage phase-amplitude (PAC:
Phase Amplitude Coupling ; Tort et al, 2010). Par exemple dans I'étude 2, nous avons observé
qgue le pic de puissance dans la bande theta se produisait au moment ou la fréquence
respiratoire était entre 3 et 4Hz (Figure 50). Il serait intéressant de rechercher si 'amplitude
du signal dans la bande theta est modulée par la phase du rythme respiratoire lorsqu’il atteint
cette fréquence de 3-4Hz.
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Figure 50 : Superposition du décours temporel de la respiration et de la puissance dans la bande fréquence théta
au cours de l'intervalle odeur-choc de 30s.

2. Inhibition de voies de projections dans le réseau

Les résultats que nous avons obtenus dans nos deux études nous permettent d’établir des
corrélations entre des variations de puissance dans certaines bandes de fréquence au sein du
réseau étudié et certains comportements (émission d’USV ; comportement temporel), et de
faire des hypotheéses sur le réle des structures dans les comportements mesurés. Mais dans
les deux cas, le lien causal n’est pas démontré. Pour cela, on peut recourir a l'inhibition de
structures ou de voies de projections au sein du réseau. Ces inhibitions peuvent étre réalisées
par différentes méthodes, notamment par pharmacogénétique (technique DREADD), ou
encore l'optogénétique. Nous avions envisagé d’utiliser cette approche dans |'étude 2.

Bien qu’un ensemble de structures, et donc de voies de projections, semblent impliquées
dans les processus d’encodage du temps, des données récentes suggerent I'implication d’'une
voie en particulier : la voie de projection du noyau basal de I'amygdale sur le striatum
dorsomédian. En effet, Dallérac et al. (2017) ont montré que ce réseau amygdalo-striatal sous
tendait I'apprentissage d’un intervalle entre un stimulus conditionnel et inconditionnel. Ils ont
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observé des changements de cohérence en théta (3-6Hz) entre ces structures au cours de
I'intervalle. Ils ont également montré que lorsque la durée de 'intervalle de temps a encoder
était modifiée, cela engendrait des modifications a long terme de I'efficacité synaptique de la
voie de projection cortico-striatale qui étaient sous le contréle de 'amygdale.

Dans I’étude 2, nous avions donc pour objectif au cours de la thése de tester I'implication
de cette voie dans les processus de codage temporel en l'inactivant sélectivement par
pharmacogénétique grace a I'injection combinée de deux virus (Figure 51) : une injection dans
I’'amygdale d’un virus contenant le récepteur inhibiteur DREADD (hM4D-Gi) dont I'expression
est dépendante de la Cre-recombinase ; et une injection dans le striatum d’un virus rétrograde
contenant la Crerecombinase. Ces micro-injections sont réalisées trois semaines avant le
conditionnement de peur a I'odeur. Puis, juste avant le conditionnement, I'injection par voie
intrapéritonéale d’un ligand exogéne du DREADD (la clozapine), permet I'activation du
DREADD, ce qui induit I'inhibition sélective des neurones de 'amygdale se projetant sur le
striatum.

DREADD (Récepteur hM4D-Gi) Virus rétrograde
Cre-dépendant CAV2-Cre

triatum
dorsal

&
Clozapine-N-Oxide
en ip.

(1mg/kg)

Figure 51 : Schéma explicatif de la technique pharmacogénétique DREADD.

Nous faisions I’hypothése que I'inhibition de cette voie pendant la séance d’acquisition du
conditionnement de peur a I'odeur devrait altérer plus spécifiquement I'encodage du temps
dans cet apprentissage, ce qui serait visible au niveau du pattern temporel de la réponse
respiratoire et des activités oscillatoires dans le réseau.
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Nous avons commencé a mettre au point ces injections en collaboration avec Jeanne

Chantre, une stagiaire de la filiere Biochimie et Biotechnologies de I'INSA. Les coordonnées
stéréotaxiques des sites d’injections, le volume et la concentration des virus ont été ajustés et
sont désormais utilisables ; I'expression des virus de maniére sélective est confirmée.
En parallele, nous avons testé l'influence du CNO sur le conditionnement de peur. Nos
résultats suggérent que l'injection de CNO a une concentration de 1mg/kg n’a pas d’'impact
sur I'apprentissage de peur a I'odeur, les performances des animaux injectés avec du CNO
étant identiques a celles d’animaux controles, lors du test de rétention a 24h (Figure 52). Nous
n’avons pas poursuivi a I’heure actuelle cette étude par manque de temps, mais les résultats
de mise en place du protocole sont encourageants.
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Figure 52 : Influence du CNO sur le conditionnement de peur. A) Déroulé de I'expérience. B) Mesure du
pourcentage de freezing (+ sem) entre la période pré-odeur et odeur, pour les groupes CNO et NaCl. C) Mesure de
la fréquence respiratoire moyenne (+ sem) entre la période pré-odeur et odeur, pour les groupes CNO et NaCl. *
indique une différence significative entre les deux périodes (p<0.05).

3. Roéle de I'hippocampe

Bien que les études consacrées aux activités oscillatoires dans I’encodage du temps sont
encore pauvres, nous avons vu dans l'introduction de I’étude 2 sur la mémoire temporelle que
I’"hippocampe serait également impliqué dans I’encodage du temps. Notamment, Nakazono
et al. (2015) ont montré I'implication des oscillations théta (4-9Hz) de I’hippocampe dans une
tache de discrimination temporelle. D’autre part, Tort et al. (2018) ont montré que des
oscillations couplées a la respiration pouvaient étre détectées dans I’hippocampe.
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Pour des raisons inhérentes a notre dispositif télémétrique d’enregistrement des
potentiels de champs locaux (limitation a 4 voies d’acquisition), nous n’avons pas pu
enregistrer les activités oscillatoires dans I’hippocampe. Mais au vu de la littérature a ce sujet,
il serait intéressant dans le futur d’analyser les oscillations dans cette structure en paralléle
de I'enregistrement de la respiration, des USV et du freezing dans la tache de conditionnement
de peur a I'odeur.

Si I'on se replace dans le modele SBF, on peut penser par exemple qu’au début de
I'intervalle a encoder, la respiration va permettre la synchronisation de différentes structures,
comme nous l'avons décrit plus haut, mais également la synchronisation de I’"hippocampe.
Cette synchronisation déclencherait alors la modulation du seuil de décharge des neurones
épineux du striatum par I’hippocampe via une inhibition tonique ou une excitation phasique
(Yin et Troger, 2011).
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Highlighted Research Paper: New Insights from 22-kHz Ultrasonic Vocalizations to Characterize Fear Re-
sponses: Relationship with Respiration and Brain Oscillatory Dynamics, by Maryne Dupin, Samuel Garcia, Julie
Boulanger-Bertolus, Nathalie Buonviso, and Anne-Marie Mouly

Ultrasonic Vocalizations Emitted during Defensive
Behavior Alter the Influence of the Respiratory
Rhythm on Brain Oscillatory Dynamics in the Fear

Circuit of Rats

Rosalind S.E. Carney, DPhil

Vocalization by animals enables intraspecies communica-
tion about dynamic environmental conditions, such as the
presence of predators, food availability or scarcity, and
also facilitates nurturing interactions from mother to off-
spring. Vocalizations conform to the auditory range of
each species and can vary with age (Portfors, 2007). For
example, rat pups emit 40-kHz ultrasonic vocalizations
(USVs) when they are separated from their mothers, and
these oscillations have been used as an indicator of dis-
tress in studies examining the effects of maternal neglect
(Simola, 2015; Couirtiol et al., 2018). Adult rats emit either
22-kHz or 50-kHz USVs, which reflect negative and pos-
itive emotional states, respectively (Portfors, 2007). Rats
emit 22-kHz USVs when they are exposed to aversive
stimuli, such as foot shocks (Wéhr et al., 2005), which
serve as an unconditioned stimulus in fear conditioning
experiments. Inaudible to humans, 22-kHz USVs can be
recorded and used as an indicator of emotional status in
combination with overt fear responses such as escape or
freezing (absence of body movement excluding respira-
tion) behaviors. As opposed to escape, freezing is a pas-
sive response and is frequently used as an indicator of
fear during animal experimentation.

Freezing behavior alters brain oscillations; the onset
and offset of freezing is temporally related to sustained
4-Hz oscillations in the medial prefrontal cortex—basolat-
eral amygdala (mMPFC-BLA) circuitry (Dejean et al., 2016;
Karalis et al., 2016). These oscillations are distinct from
the theta (4-12 Hz) and gamma (30-120 Hz) synchronized
oscillations in mPFC-BLA circuitry that occur during the
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memory consolidation and retrieval components of fear
expression (Seidenbecher et al., 2003; Popa et al., 2010;
Headley and Paré, 2013; Herry and Johansen, 2014;
Likhtik et al., 2014; Stujenske et al., 2014; Bocchio et al.,
2017). Synchronized oscillations are thought to facilitate
coordination of activities between neuronal populations
and can be influenced by an animal’s respiratory rate
(Heck et al., 2017; Tort et al., 2018). As 22-kHz USVs are
produced during exhalation and decrease the respiratory
rate (Frysztak and Neafsey, 1991; Hegoburu et al., 2011;
Sirotin et al., 2014; Boulanger-Bertolus et al., 2017), they
can also affect oscillatory patterns in the brain. An under-
standing of the interplay of USV production, freezing be-
havior, and respiration on brain oscillatory dynamics—
which could have an impact on the interpretation of fear
expression parameters—was lacking. In their eNeuro
publication, Dupin et al. (2019) investigated how USV
production by a rat alters brain oscillations in its fear
expression circuit and how these changes relate to the
rat’s respiratory cycle.

The experimental approach required simultaneous re-
cording of changes in respiration and brain oscillations
and recording of 22-kHz USVs in adult rats. This was
facilitated by the use of a customized whole-body ple-
thysmograph, an instrument used to record pressure
changes due to an animal’s respiration, which was de-
scribed in a previous study (Hegoburu et al., 2011). In
addition to measuring respiration, the customized chamber
contains a microphone and video cameras to facilitate record-
ing USV production and body movements, respectively. To
enable a fear conditioning paradigm, in which rats learn to
associate an odor with a foot shock, the chamber also has an
electrified floor and tubing in the ceiling of the chamber through
which odors can be dispensed.

Adult rats underwent a surgical procedure to implant
local field potential (LFP) wireless recording electrodes in
three locations in the left hemisphere of the brain: BLA,
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Figure 1. PSD of mPFC LFP signals and mean power in delta (0-5 Hz), theta (5-15 Hz), and gamma (40-80 Hz) bands. The average
PSD (=SEM) is represented on the left, and the delta, theta, and gamma average power (=SEM) is represented on the right. ¥p < 5
X 1072, #xp < 5 X 1073, #xxp < 5 X 10~ %: significant difference between same color-different pattern bars; $p <5 X 1072, $$p <
5x 1073, $$$p < 5 x 10~ *: significant difference between same pattern-different color bars. (Adapted from Figure 3 & Figure 4 in

Dupin et al., 2019).

mPFC, and the piriform olfactory cortex (PIR); the PIR is
involved in odor fear conditioning. A 2 week recovery
period was followed by 4 d of brief (30 min) acclimatiza-
tion to the customized chamber. During fear conditioning,
each rat was placed in the chamber for 4 min before the
onset of the first of 10 odor-shock trials that were sepa-
rated by 4 min intertrial intervals. In each trial, an odor was
dispensed into the cage for 20 s, and a foot shock was
delivered during the last second of each trial. In the
minute after the foot shock, the rats exhibited either freez-
ing or escape behavior. As expected, rats emitted USVs
while exhibiting freezing behavior. An unexpected finding
was that USVs were also emitted during escape behavior,
albeit to a lesser extent than during freezing behavior. This
led the authors to further define the 1-min period of
post-foot shock behavior into four categories: USV freez-
ing, silent freezing, USV escape, and silent escape. USVs
emitted during escape were louder and of shorter duration
than the USVs emitted during freezing.

Fear retention was tested 48 h after fear conditioning.
Each rat was placed in the customized chamber that now
contained new visual cues and a plastic floor to eliminate
contextual fear. After 4 min of acclimatization, the odor
was presented for 20 s, for a total of five times, separated

September/October 2019, 6(5) ENEURO.0280-19.2019

by 4 min intertrial intervals. Defensive behavior during the
20 s odor presentation period was measured and aver-
aged over the trials. This analysis revealed that the
amount of USV freezing during fear conditioning was
positively correlated with the amount of USV freezing
during the fear retention test. No such relationship was
found for escape behavior. The observations thus far
showed that rats emit USVs of different duration and
amplitude during passive or active defensive behaviors.
Only USVs emitted during freezing were predictive of the
fear response during retention testing when the original
unconditioned stimulus was no longer present.

Brain oscillatory dynamics in the BLA, mPFC, and PIR
during the 1-min post-foot shock period during fear con-
ditioning were temporally related to periods of USV calls;
individual USVs were of too short a duration to permit
individual USVs to be directly linked to neural activity.
Power spectral density (PSD) is the time-frequency rep-
resentation in which mean power signals are separated
into delta (0-5 Hz), theta (5-15 Hz), beta (15-40 Hz), and
gamma (40-80 Hz) frequencies. Compared with silent
periods in which no USVs were emitted, periods of USV
vocalization, during either freezing or escape behavior,
coincided in increases in delta, beta (in PIR), and gamma

eNeuro.org
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oscillations, and a decrease in theta oscillations in all
recorded regions (Fig. 1). These results show that USV
production affects oscillatory dynamics in the fear expres-
sion circuit.

Brain oscillatory changes were next related to changes
in respiration parameters. First, USV emission uncoupled
the relationship, which was present during silent freezing,
between delta frequency in the recorded brain regions
and the respiratory frequency (Fig. 2). Second, USV emis-
sion induced a reorganization of beta and gamma activity
power during the respiratory cycle, with increased beta
power during the first half of expiration phase, and in-
creased gamma power during the second half of expira-
tion (Fig. 3). These results show that some of the effects of
USV emission on brain oscillatory dynamics are mediated
by its modulation of respiratory signal.

Inspiration Expiration
o>
<+«

This eNeuro publication by Dupin et al. (2019) includes
several findings applicable to various disciplines of neu-
roscience. The authors show that USVs are emitted dur-
ing escape behavior. Whereas USV production during
locomotion had been previously described (Laplagne and
Elias Costa, 2016; Boulanger-Bertolus et al., 2017), the
results of the current study suggest that USV production
cannot be wholly associated with the passive defensive
behavior of freezing—USV production occurs to a small
extent during the active defensive behavior of escape.
The authors also show that USV emission and defensive
behavior can modulate the various oscillatory dynamics of
the brain fear circuit, in part, by influencing the respiratory
cycle. These observations suggest that different manners
of fear expression can contribute to respiration-induced
alterations in brain oscillations, and in turn, cognitive func-
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Figure 3. Modulation of beta and gamma power by the phase of the respiratory cycle. Individual traces representing from the top,
respiratory signal, USV calls, raw LFP signal recorded in the PIR and its time frequency map (y-axis, LFP signal frequency in Hz; x-axis,
time in milliseconds). (Adapted from visual abstract in Dupin et al., 2019).
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tion. The authors hypothesize that USV-induced altera-
tions of synchronous neural activity in fear circuitry could
reinforce the strength of fear memories. Future studies in
Dr. Mouly’s laboratory (Lyon Neuroscience Research
Center, INSERM U1028, Lyon, France) will investigate
whether fear memory is altered when certain brain struc-
tures involved in USV production are inactivated. A better
understanding of the impact of USV production on brain
neural dynamics is particularly relevant for rodent models
of human neurodevelopmental disorders for which socio-
affective communication is severely impaired, such as
autism spectrum disorder (W&hr and Scattoni, 2013).
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What Happens to Neural Dynamics When a Rat Emits Ultrasonic
Vocalizations?

Material below summarizes the article New Insights from 22-kHz Ultrasonic Vocalizations to
Characterize Fear Responses: Relationship with Respiration and Brain Oscillatory Dynamics,
published on April 8, 2019, in eNeuro and authored by Maryne Dupin, Samuel Garcia, Julie
Boulanger-Bertolus, Nathalie Buonviso, and Anne-Marie Mouly.

Highlights

Rats produce ultrasonic vocalizations when faced with a danger or an aversive event causing
oscillatory activities supporting fear and behavior in the neural network to be modified.

Ultrasonic vocalizations are accompanied by a slowing of respiratory rhythm, and a loss of
frequency coupling between breathing and brain slow oscillatory activity.

Ultrasonic vocalizations may result in a differential gating of information within the fear-
related network, and modulate fear expression and memory.
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Figure 1. During USV, oscillatory activities in the neural network supporting fear behavior are strongly modified.
These changes are accompanied by a loss of frequency coupling between breathing rhythm and brain slow
oscillatory activity. These data suggest USV emission may trigger a differential gating of information within the
fear neural network, thus potentially modulating fear expression and/or memory. (Visual abstract from Dupin et
al. 2019.)

Study Question

What happens to our brain when we scream? We addressed this question in rats that emit
ultrasonic vocalizations when confronted with an aversive or frightening event.



How This Research Advances What We Know

When you hit your toe against the corner of your bed, you feel a sharp pain that may make
you scream or swear. In the same way, you may become startled and scream when a barking
dog suddenly jumps up from behind a fence next to you.

Vocalizing when exposed to the stimulation of a frightening event is highly conserved
throughout the animal kingdom. For instance, when a rat faces a danger, like an encounter
with a predator or an aggressive conspecific, it vocalizes in the audible range and in the
ultrasonic range (22kHz). These ultrasonic vocalizations reflect a negative emotional state and
belong to the rat’s fear response repertoire.

Fear behavior depends on interactions between the medial prefrontal cortex (mPFC) and the
basolateral amygdala (BLA), and involves synchronized activity in theta and gamma oscillatory
activities in these brain areas.

In addition, freezing in place, the most classical measure of fear response in rodents,
temporally coincides with the development of sustained 4-Hz oscillations in prefrontal-
amygdala circuits. Recent studies have shown these oscillations depend on the animal’s
respiratory rate, supporting the growing body of evidence pinpointing the influence of nasal
breathing on brain rhythms.

Importantly, the animal’s breathing rhythm drastically slows during 22-kHz ultrasonic
vocalizations, potentially disrupting the respiratory-related brain rhythm described above.

The aim of our study was two-fold: first, to investigate whether ultrasonic vocalizations induce
specific changes in oscillatory activities in the fear neural network of the vocalizing animal,
and second, to assess to what extent these changes are related to changes in breathing
rhythm.

Experimental Design or Methodology

To address these questions, we trained rats in a fear conditioning paradigm, in which a given
stimulus (an odor) signaled the arrival of a foot-shock a few seconds later. Fear conditioning
is a widely used task in the literature of fear memories in animals, and this paradigm readily
induces ultrasonic vocalizations in rats.

Using wireless electrophysiological recording, we monitored local field potentials (reflecting
the activity of populations of neurons) simultaneously in BLA, mPFC, and olfactory cortex in



rats engaged in odor fear conditioning. Training was conducted in an experimental cage
allowing monitoring of ultrasonic vocalizations, overt behavior, and respiration.

Signal analysis focused on the one-minute period following foot-shock delivery, during which
a high number of ultrasonic vocalizations are typically observed. We first calculated brain
oscillatory activity power in the different frequency bands during sequences of ultrasonic calls
and compared it to sequences without ultrasonic vocalizations (silent sequences). We showed
during ultrasonic vocalizations, activity power in delta (0-5Hz), beta (15—40Hz), and gamma
(40-80Hz) bands increases in the recorded network, while theta (5-15Hz) activity power
decreases.

We then assessed whether the frequency of oscillatory activity in the delta and theta range
follows breathing frequency (which can vary from 0.5-10 Hz), and if it does, whether
ultrasonic vocalizations emission disrupts this coordination. We showed during silent
sequences, breathing rhythm is coupled with delta oscillatory activity in the recorded
network. This coupling fades away during ultrasonic vocalizations.

We finally assessed whether activity in the beta and gamma bands is modulated by the phase
of the respiratory cycle (inhalation versus exhalation) during silent sequences, and whether
ultrasonic vocalizations have an impact on this modulation. We showed beta and gamma
activity power is strongly modulated by the phase of the respiratory cycle during silent
sequences, and the emission of ultrasonic vocalizations is associated with drastic changes in
the time course of this modulation.

Results

What could be the adaptive value for an organism to vocalize when feeling sudden pain or
fear? Screams of fear in humans contain much higher levels of roughness than normal sounds
and activate the fear circuitry of the brain of listeners. Rats’ ultrasonic vocalizations have
similar consequences and have been suggested to play the role of alarm calls to warn
conspecifics about external danger. Thus, screaming in humans, akin to ultrasonic calls in rats,
may serve to increase alertness and convey danger to conspecifics.

Screaming may also have an adaptive value for the individual doing the screaming. In humans,
a recent study in which subjects were asked to immerse their hands in painfully cold water
showed the subjects were able to tolerate the pain longer when they were allowed to vocalize
their suffering. Thus, screaming might be a way to attenuate pain, which could be achieved
through a competition between sound production pathways and pain-related neural
processes.



Our data suggest that rats’ 22-kHz ultrasonic vocalizations may result in a differential gating
of information within the fear-related network. Just as screaming can attenuate pain,
ultrasonic vocalizations might interfere with the formation or expression of fear memories. In
line with this idea, we showed the amount of ultrasonic vocalizations during training was a
good predictor of the animals’ learned fear response measured 24h later: The more ultrasonic
vocalizations at training, the better the learned fear response.

Interpretation

We propose that ultrasonic vocalizations and their particular respiratory pattern associated
with a specific combination of brain oscillatory activities, might enhance plasticity in brain
structures of the fear network and ultimately strengthen fear memories. Additional
experiments are needed to explore the causal link between ultrasonic vocalizations-related
changes in oscillatory activities and fear memory.

Our work provides new insights on how social vocalizations and respiratory rhythm
collectively influence coordinated brain activity during defensive and emotional states. A
better knowledge of the impact of 22-kHz ultrasonic vocalizations on brain neural dynamics is
also particularly relevant for rodent models of human neuropsychiatric disorders, for which
socio-affective communication is severely impaired.

In addition, the present finding that respiration changes induced by ultrasonic vocalizations
relay some of the observed correlates on brain oscillations adds novel and original information
on the role of nasal breathing in the orchestration of brain rhythms.
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