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INTRODUCTION GENERALE

Les humains sont des étres sociaux qui tendent a vouloir créer et maintenir des connexions
fortes et durables dans le temps avec d’autres individus. Déterminer et comprendre quels
processus sont impliqués dans 1’exclusion sociale est de fait essentiel car nous sommes exposes
a ce phénomene de maniere quotidienne, selon une intensité plus ou moins importante. En effet
une rupture d’interaction sociale trop brutale et prolongée peut mener a I’apparition d’un niveau
¢levé d’anxiété, un retrait social voire le développement de troubles affectifs tels qu’un épisode

dépressif majeur.

Cette thése a pour objectif de définir le rdle du cortex cingulaire antérieur sous-génual
(CCAsQ) et de I’insula antérieure (Al) dans les processus de régulation de 1’exclusion sociale.
Nous avons fait I’hypothése qu’en présence d’une situation d’exclusion sociale, ces signaux
seraient traités dans un premier temps par le cortex cingulaire antérieur sous-génual, puis régulé

par I’Al, permettant une réponse comportementale adéquate et adaptée.

Pour répondre a cette question, nous avons développé une version murine de la tache de
« Cyberball » (K. D. Williams, Cheung, & Choi, 2000), largement utilisé dans le cadre de
1’étude des corrélats comportementaux et neuronaux de 1’exclusion sociale chez I’humain. Cette

tache dite de « rat-Cyberball » (rCBT) est basée sur du conditionnement opérant.

Au cours d’une premicre expérience nous avons voulu étudier comment 1’exposition a
une situation d’exclusion sociale au cours du rCBT pouvait affecter les interactions sociales des
rats via I’utilisation d’un test de préférence sociale (Moy et al., 2004) ainsi que 1’activation
neuronale via marquage c-Fos dans le cortex infralimbique (A25, homologue murin du cortex
cingulaire antérieur sous-génual) et I’insula agranulaire (Al, homologue du cortex insulaire
antérieur). De plus, nous avons examiné comment I’administration d’ocytocine, un
neuropeptide impliqué dans les processus affiliatifs et comportements pro-sociaux, pouvait

moduler ces conséquences comportementales et neuronales induites par 1’exclusion.

Dans une seconde expérience, nous avons étudié les consequences de lésions
excitotoxiques bilatérales dans A25 and 1’ Al sur la réponse affective des rats. Pour ce faire nous
avons testé apres exposition a une inclusion et exclusion sociale en intra-sujet (avant et apres
Iésion) ainsi qu’en inter-sujet (rats 1ésés dans A25, Al ou avec lésion sham) les animaux dans

un test d’open field afin d’évaluer le niveau d’anxiété ainsi que la locomotion ; un test de nage
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forcée afin d’évaluer les comportements de type dépressifs ; une analyse du grooming induit

afin d’étudier les comportements d’auto-nettoyage.

Afin de mettre en contexte ce travail expérimental, nous allons dans un premier temps
exposer les points principaux de la littérature sur lesquels s’est basé ce travail de theése au cours
de plusieurs chapitres. Nous introduirons dans un deuxiéme temps les concepts d’interactions
sociales et d’exclusion sociale. Nous présenterons ensuite ces concepts dans le contexte des
neurosciences avec études comportementales et en neuroimagerie chez 1’humain et chez les
modeéles rongeurs. Nous nous intéresserons ensuite a un pan pathologique pouvant se
développer aprés exposition chronique a 1’exclusion sociale, en utilisant notamment 1’exemple
de troubles incluant des dysfonctionnements affectifs tel que la dépression unipolaire. Enfin
nous conclurons avec 1’exploration de 1’aspect psychopharmacologique via 1’étude d’un

neuropeptide tres étudié dans le domaine des comportements affiliatifs, 1’ocytocine.
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I. STRESS SOCIAL : EXEMPLE DE L'EXCLUSION
SOCIALE

1. Définition et origine

1.1 Définitions

Comme la majorité des mammiferes, les humains sont une espece tres sociale. Notre société
actuelle organisée en larges échelles et hyper connectée a nécessité 1’acquisition et le
développement de stratégies de maintien de liens sociaux (Adolphs, 2003). Nous aurions en
effet un besoin fondamental d’appartenance a un groupe. Cette théorie du besoin
d’appartenance a été proposée par Baumeister & Leary et suppose que les humains ont un
besoin fort de créer et maintenir des relations positives, stables et durables (Baumeister & Leary,
1995). Ce besoin psychologique aurait une origine évolutive, car les liens sociaux auraient eté
un moyen essentiel pour nos ancétres de se reproduire et de survivre (Panksepp, 2004). En effet
faire partie d’un groupe facilitait I’accés aux ressources alimentaires (la chasse/cueillette étant
plus efficace qu’individuellement), augmentait ses chances de survie via la protection apportée
face aux prédateurs, et favorisait la reproduction et donc la pérennité de 1’espéce humaine via
la possibilité de trouver un/une partenaire au sein du groupe social (Dunbar & Shultz, 2007;
Wesselmann, Nairne, & Williams, 2012). Cette pérennité des humains a aussi été assurée par
une probabilité de survie de la descendance accrue grace aux soins leur pouvant étre prodigués
par d’autres membres du groupe. Dans 1’échelle des besoins fondamentaux de 1’étre humain, le
besoin d’appartenance se situerait apres la satisfaction des besoins physiologiques primaires
tels que I’alimentation, le sommeil ou le sentiment de sécurité qui permettent le maintien de
I’homéostasie interne (Maslow, 1943). Il est cependant intéressant de noter que la réalisation et
le maintien de ces besoins primaires sur le long terme serait dépendant de nos connections
sociales, et serait donc centrée sur le maintien du sentiment d’appartenance (Rutledge, 2011).
En complément de ce besoin, I’humain aurait aussi un besoin fondamental de maintenir un haut
niveau d’estime de soi, d’avoir un sentiment de contréle et de donner un sens a son existence

(Williams, 2006).

Nous aurions donc une motivation a étre inclus et acceptés au sein d’un groupe social. Le
manquement a la satisfaction de ce besoin ou encore I’exposition a une situation d’exclusion

sociale ou ostracisme peut menacer ce besoin fondamental. Le concept d’ostracisme remonte a
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la Grece Antique, du grec « ostrakismos ». Il s’agissait d’une procédure utilisée a Athénes ou,
apres vote démocratique, un citoyen état banni de la cité pour une durée déterminée. De nos
jours, il désigne plus généralement le fait d’ignorer et d’exclure un ou plusieurs individu(s)
d’une activité ou relation sociale (Williams & Zadro, 2005). D’autres termes sont utilisés dans
la littérature pour nommer cette rupture de lien social, tels que le rejet social et 1’exclusion

sociale (Tableau 1).

Tableau 1. Exclusion sociale - définitions (Williams, 2007).

Terme Définition

Ostracisme Ignorer et exclure des individus ou groupes d'individus,
explicitement ou non

Rejet social Déclaration explicite qu'un individu ou groupe n'est pas
désiré
Exclusion sociale Etre marginalisé, mis a I'écart

Compte tenu de ces définitions, le concept d’ostracisme, plus généraliste, engloberait donc
ceux de rejet et d’exclusion sociale. Nous utiliserons cependant tout au long de ce manuscrit
les termes d’exclusion sociale et de rejet social pour désigner cette rupture de relations

interpersonnelles, implicite ou non.

1.2 Exclusion sociale dans la vie de tous les jours

L’exclusion sociale est un phénomene auquel nous sommes quotidiennement exposés, a des
intensités et durées plus ou moins importantes, aussi bien en tant que cible que source. Elle peut
prendre une forme explicite, par exemple lorsque nous ne sommes pas invités a des événements
sociaux, ou implicite lorsqu’une personne ne nous rend pas un salut ou oublie de répondre a
notre email. Nous y sommes exposés deés le plus jeune &ge notamment dans le cadre scolaire
(Crick, Casas, & Ku, 1999). A I’age adulte, elle a généralement lieu dans le cadre du travail ou

de nos relations interpersonnelles (Bjorkqvist, 2001).
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La formation et le maintien de liens sociaux de nos jours passent aussi par des plateformes
virtuelles telles qu’Internet, des forums de discussion, les réseaux sociaux ou les applications
de messagerie instantanée (McKenna, Green, & Gleason, 2002). Cette voie d’interaction
présente des avantages pour I’utilisateur car, contrairement aux interactions face-a-face,
I’utilisateur a le temps et la possibilité de sélectionner des traits et caractéristiques le mettant en
valeur (Pantic, 2014). Elle permet aussi de réduire 1’isolement social et d’enrichir son cercle
social (Cho, 2015). Comme dans les interactions face-a-face, I’utilisation des réseaux sociaux
peut cependant avoir un impact négatif sur notre comportement. Il a été montré par exemple
que la présence de la fonction « vu » sur certains services de messagerie en ligne était associée
a une peur de I’ostracisme (émotions négatives, sentiment d’obligation de réponse immédiate)
chez les utilisateurs (Mai, Freudenthaler, Schneider, & Vorderer, 2015). Son utilisation peut
aussi menacer nos besoins fondamentaux (Reich, Schneider, & Heling, 2018; Vorderer &
Schneider, 2016). Les réseaux sociaux facilitent donc la création mais aussi la rupture de liens

sociaux, avec des conséquences similaires aux interactions face-a-face.

2. Etudes comportementales chez I’humain

L’étude des mécanismes et processus impliqués dans 1’exclusion sociale a nécessité le
développement de paradigmes ou tadches comportementales induisant une situation la plus
écologique possible et prenant en compte la variété de situations pouvant étre considérées

comme relevant de I’exclusion sociale.

En 2000, Gardner et al. ont développé la tache de « chat-room » afin d’étudier I’exclusion
sociale dans le contexte d’interactions sous forme de dialogues (Gardner, Pickett, & Brewer,
2000). Les participants sont connectés sur un chat en ligne avec quatre autres personnes, tout
en ignorant que ces derniers sont fictifs et leur réponses pré-programmeées. Trois conditions
sont utilisées. Dans la premiere dite « d’acceptation sociale », le participant recoit un retour
positif de la part des autres tels que de I’approbation, affirmation ou accord en réponse a Ses
centres d’intéréts. Dans le second groupe de «rejet interpersonnel », les quatre autres
participants fictifs forment des duos qui excluent le participant des conversations. Enfin, la
troisieme condition de « rejet collectif » exclu le participant de la conversation de groupe dans

laquelle les autres sujets se trouvent un centre d’intérét en commun. L’utilisation de ce
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paradigme a mis en évidence un niveau d’affect négatif plus élevé chez les sujets exclus incluant
la colere, un sentiment de préjudice moral accru et une atteinte des besoins fondamentaux
(Donate et al., 2017; Kawamoto et al., 2012), mais aussi une meilleure intégration des indices
sociaux décrits par les auteurs comme « drive-relevant information ». Il semblerait que cette
surveillance accrue de I’environnement dans le contexte de I’exclusion sociale soit associée a
un systeme de monitoring social permettant aux individus de satisfaire leur besoin
d’appartenance en facilitant la détection de signaux sociaux pertinents (Gardner et al., 2000;
Gardner, Pickett, Jefferis, & Knowles, 2005; Pickett & Gardner, 2005).

Certains de ces paradigmes d’exclusion se sont bases sur la délivrance de commentaires
négatifs au participant, comme « Life Alone » (vie en solitude) (Baumeister, Twenge, & Nuss,
2002; Twenge, Baumeister, Tice, & Stucke, 2001). Dans ce paradigme, les participants
recoivent des retours fictifs sur un test de personnalité qu’ils ont préalablement rempli et qui
les assignent dans un des deux groupes test ou un des trois groupes controles. Dans la condition
d’exclusion sociale de « future alone », les participants sont informés qu’ils pourraient finir
seuls leur vie, en opposition avec la condition « future belonging » ou on les informe qu’ils
construiront un réseau solide de relations dans le futur. Dans les groupes controles, le premier
inclut les sujets qui auront un futur non solitaire mais potentiellement marqué par des accidents,
alors que le second et troisiéme ne donnent pas de retour sur les accidents ou futur social,
respectivement. En utilisant ce paradigme, il a ét¢ montré que la manipulation d’exclusion
sociale augmentait le niveau d’agressivité de ces participants comparés a ceux inclus dans la
condition de « future belonging ». De plus, lorsqu’on intégre des taches de donation, aide ou
coopération, les sujets exclus deviennent moins pro-sociaux (Twenge, Baumeister, DeWall,
Ciarocco, & Bartels, 2007). Ces comportements seraient aussi le résultat d’une menace du

besoin de contrble (Leary, Twenge, & Quinlivan, 2006).

Une autre maniere d’induire une situation d’exclusion sociale toujours dans le cadre
d’interactions sociale est 1’utilisation de paradigmes de type « Get-Acquainted » ou « faisons
connaissance » (Twenge et al., 2001; Wesselmann, Butler, Williams, & Pickett, 2010). Dans
cette tache, les participants sont amenés a s’engager dans une discussion de groupe avec
d’autres personnes afin de faire connaissance et de déterminer des groupes de travails fictifs sur
base de choix individuels. Les participants de I’étude regoivent de manicre aléatoire un
feedback fictif d’acceptation ou de rejet de la part du reste du groupe. Ce paradigme reproduit
de manicre assez €cologique des situations d’exclusion quotidiennes mais est compliqué a

mettre en place car il nécessite une participation active de la part des sujets. De plus, il est
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difficile de contréler la reproductibilité car cette tdche nécessite I’intervention d’un
expérimentateur. Une version en ligne a cependant été mise en place afin de répondre a ces
limitations (Wirth, Bernstein, & LeRoy, 2015). Au final, ce paradigme augmente les
comportements agressifs dus a la menace du niveau d’acceptation sociale et du sentiment de

contr6le de la situation (Wesselmann et al., 2010).

En complément de ces nombreux paradigmes élaborés, une des taches la plus utilisée dans
les études expérimentales sur 1’exclusion sociale est celle du Cyberball ou CBT (Fig.1;
(Williams et al., 2000; Williams & Jarvis, 2006) due a sa simplicité de mise en place, robustesse,
et reproductibilité. 11 s’agit d’un paradigme de lancer de balle dans lequel un participant joue
en ligne avec d’autres sujets localisés dans différentes piéces. Chaque joueur est représenté par
un avatar, mais le participant ignore que ses ‘“adversaires” sont en réalité fictifs et les
contingences manipulées permettant de le mettre dans une situation d’inclusion ou d’exclusion
sociale. Dans la phase d’inclusion sociale, chaque joueur recoit la balle de maniére équitable
soit 33% des lancers, alors que dans la condition d’exclusion sociale le participant ne regoit

plus la balle aprés quelques lancers et est donc exclu de la partie.
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Figure 1. Tache du Cyberball (Williams et al. 2000). Un participant (main en bas) joue en ligne a un
jeu de lancer de balle tout en ignorant que ses partenaires de jeux sont fictifs. Deux conditions
expérimentales sont introduites : A) une premiere condition d'inclusion sociale, suivie B) d'une condition
d'exclusion sociale (d'aprés Eisenberger & Liebermann, 2006).
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Le CBT est souvent utilisé en association avec une échelle permettant d’évaluer le niveau
de quatre besoins fondamentaux, I’appartenance, I’estime de soi, le sentiment de contrdle et le
sentiment d’avoir une existence signifiante, la « Need Threat Scale » ou « échelle de menace
des besoins » (Beest & Williams, 2006). La condition d’exclusion sociale, aussi simple soit-
elle, réduit significativement le niveau de ces besoins fondamentaux et induit un sentiment de
détresse accru comparé a la condition d’inclusion sociale (Fig. 2) (Beest & Williams, 2006;
Masten et al., 2009; Zadro, Williams, & Richardson, 2004). Cette menace des besoins
fondamentaux est aussi présente dans une condition dite « d’exclusion sociale implicite » au
cours de laguelle on prétexte au participant un souci technique au niveau de la connexion
I’empéchant de prendre part a la partie pendant quelques secondes (Eisenberger, Lieberman, &
Williams, 2003; Williams, Case, & Govan, 2003).

Sens a
son
existence

Exclusion

sociale

Besoin
d'appart
enance

Figure 2. Besoins fondamentaux négativement impactés par I'exclusion sociale. L'exposition a une
situation d’exclusion sociale menace quatre besoins fondamentaux qui sont le niveau d'estime de soi, le
besoin d'appartenance, le sens donné a son existence ainsi que le sentiment de contréle.

Un résumé des principaux paradigmes d’exclusion sociale utilisés en laboratoire est disponible

ci-dessous (Tableau 2).

24



Tableau 2. Exemples de paradigmes d'exclusion sociale chez I'humain.

Tache Conditions Conséquences

comportementale Auteurs Catégorie expérimentales comportementales

Life Alone Twenge et Manipulation  Le participant recoit trois - Augmentation
al. 2001 écrite types de commentaires de l'agressivité

sur un essai le classant
dans 3 catégories

- Future Alone

- Future
Belonging

- Misfortune
(controle)

Chat-room Gardner et Interaction en Chat en ligne suivi d'un
al. 2000 ligne feedback

- Acceptation
sociale

- Rejet
interpersonnel

- Rejet collectif

Get Acquainted Twenge et Interaction Interaction de groupe
al. 2001; face-a-face ou suivi d'un retour

Wesselma  en ligne .
- Acceptation

nn et al )
2010 ; - Rejet
Wirth et al.
2015
Cyberball Williams et Interaction en Jeu de lancer de balle en
al. 2000 ligne ligne avec deux
conditions
- Inclusion
- Exclusion

- Comportements
antisociaux

- Affect  négatif
plus important

- Atteinte des
besoins
fondamentaux

- Meilleure
intégration des
indices sociaux

- Augmentation
de I'agressivité

- Atteinte des
besoins
fondamentaux

- Détresse
émotionnelle
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3.Mécanismes de détection et régulation

3.1 Deétection

Afin de pouvoir faire face a une situation d’exclusion sociale, les individus doivent étre
capables de détecter les indices sociaux dans leur environnement. Nous allons dans cette partie
décrire différentes théories qui ont été proposées pour expliquer ces processus de détection des

signaux sociaux.

3.1.1 Théorie du sociometre

Une théorie développée par Leary & Baumeister dite du « sociometre » propose 1’existence
d’un systeme interne de surveillance ou monitoring de I’environnement, nécessaire a la
formation et au maintien de liens sociaux (Leary & Baumeister, 2000). Ce systéeme serait
impliqué dans la détection des indices sociaux prédisant une menace réelle ou potentielle a
notre intégration sociale. Grace a la mise en place de cette surveillance, chaque individu serait
capable de détecter les indices pertinents concernant son statut social vis-a-vis d’autres
individus, menant a son inclusion ou exclusion de la relation sociale. La nature de ces indices
sociaux prédisant la possibilité d’une exclusion varie selon le contexte. Ils peuvent étre directs
sous la forme d’une déclaration explicite ou plus subtils via par exemple une expression faciale,
une absence de contact visuel ou ’utilisation d’un langage ou terminologie inconnus du sujet
(Wesselmann, Wirth, & Bernstein, 2017). Cette perception de notre niveau d’acceptation ou de
rejet se traduirait par des modifications a court terme de notre estime de soi, résultant a chaque
instant t & un niveau plus ou moins élevé de notre estime de soi (Leary, Haupt, Strausser, &
Chokel, 1998). De fait, I’estime de soi dépendrait non seulement de notre propre perception
mais aussi de la valeur accordée a cette relation par les autres, reflétant la qualité de relations
actuelles ou futures. 1l a été proposé de définir cette composante du sociometre comme niveau
d’« estime sociale » (Eisenberger, Inagaki, Muscatell, Byrne Haltom, & Leary, 2011). Etant
donné que la rupture de liens sociaux est une situation menacgante et donc plus urgente que la
création de nouveaux liens, ce sociometre devrait étre particuliérement plus efficace dans la
détection d’indices prédisant un potentiel rejet (Leary & Baumeister, 2000; Liu & Zhang, 2016).
Ceci nécessite de plus une action automatisée et inconsciente. La baisse du niveau d’estime
sociale constituerait donc un signal d’alarme reflétant une baisse du niveau d’acceptation

sociale, permettant d’adopter des stratégies regulatrices.
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3.1.2 Systeme de monitoring social

Des auteurs ont proposé 1’existence d’un systéme de régulation complémentaire au sociometre,
le systtme de monitoring social (Gardner et al., 2000; Pickett & Gardner, 2005; Pickett,
Gardner, & Knowles, 2004). 1l s’agit d’un systéme de régulation du niveau du besoin
d’appartenance qui interviendrait cette fois-ci apres détection par le sociométre de bas niveau
d’estime de soi et donc de menace d’exclusion. Son activation dépend donc de I’évaluation par
le sociométre du niveau d’inclusion sociale. Le systéme de monitoring social permet de mettre
en place une détection des indices environnementaux permettant de maintenir notre niveau

d’inclusion ou d’éviter le rejet social.

3.2 Reégulation

Les réactions au rejet social déependent de la durée écoulée entre 1’événement ostracisant et la
description du ressenti. Williams a décrit différentes réactions prenant en compte cette

dimension temporelle (Williams, 2006).

3.2.1 Phase réflexive

La premiére réaction est immédiate, dite phase « réflexive ». Généralement, c’est cette
réaction qui est recueillie au cours d’études comportementales car elle apparait pendant ou
immeédiatement apres I’exposition a I’exclusion sociale. Elle s’exprime sous la forme du niveau
de détresse rapporté par les individus mais peut aussi étre mesurée de maniére subjective via
des mesures physiologiques telles que la conductance cutanée, la fréquence cardiaque, ou
encore les concentrations plasmatiques en cortisol (Blackhart, Eckel, & Tice, 2007; Iffland,
Sansen, Catani, & Neuner, 2014; McEwen, 2008). De nombreuses études ont fait état d’un
niveau de détresse rapporté significativement plus important en situation d’exclusion sociale
comparé a I’inclusion sociale (Eisenberger et al., 2003; Moor et al., 2012; Seidel et al., 2013;
Williams et al., 2000). Il est aussi important de noter que ce sentiment immédiat a valence
négative est indépendant de la situation dans laquelle cette exclusion intervient. Des
experiences utilisant le CBT ont été réalisées en manipulant la prétendue appartenance des
adversaires a des groupes similaires (méme idéologie politique, méme godt musicaux par
exemple), groupes rivaux (opposition politique) ou groupes méprisés (adversaires appartenant
au Ku Klux Klan) (Gonsalkorale & Williams, 2007). De maniere surprenante, les sujets de

I’expérience rapportaient des niveaux de détresse tout aussi €élevés dans les trois situations
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(Williams, 2006). L’exclusion sociale induit aussi des sentiments de colére, de tristesse, ainsi
qu’une réduction du niveau des quatre besoins fondamentaux décrits précédemment (sentiment

d’appartenance, estime de soi, controle de notre existence et sens donné a son existence).

3.2.2 Phase réflective

La seconde est dite « réflective » et apparaitrait aprés intervention de processus cognitifs de
régulation au niveau des raisons ayant conduit a ce rejet social. Dans ce cas, les réponses de la
cible de I’exclusion vont dépendre non seulement de la situation au cours de laquelle ce rejet a
eu lieu, mais aussi de son expérience personnelle et de son état émotionnel actuel. En prenant
en compte ces parametres, I’exclusion sociale pourrait conduire a trois catégories de réponses,
qui sont une réponse frontale (fight), une fuite de la situation (flight) ou une immobilité (freeze)
décrites par Williams (KWilliams, 2006). Ce modele est basé sur la motivation a satisfaire nos
besoins fondamentaux. Nous allons dans la suite de ce paragraphe décrire ces trois réponses en

prenant en compte les facteurs individuels et situationnels.

a) Fight

En réponse a I’exclusion sociale, les individus pourraient mettre en place un systéme de
défense notamment chez ceux ayant une sensibilité accrue au rejet social. Ceci a notamment
été observé dans des études analysant le passé de personnes a I’origine de fusillades de masse
au sein de lycées américains. En effet il a été montré qu’un des facteur majeurs de passage a

I’acte des tireurs dans 87% des cas est le fait d’avoir été ostracisé et isolé de maniére chronique

(Leary, Kowalski, Smith, & Phillips, 2003).

De nombreuses €tudes ont mis en évidence une augmentation du niveau d’agression des
participants apres exclusion sociale émanant de différents paradigmes (vie en solitude, get
acquainted) (Twenge et al., 2001). Ce niveau d’agressivité peut sembler contradictoire avec
I’intuition premiére qui serait d’adopter un comportement pro-social aprés exclusion ou rejet
social, dans le but de recréer un lien social fort. Les auteurs soulignent que le niveau
d’agressivité observé était dirigé vers une cible qui différait de 1’origine de I’exclusion, et ne
constituait donc pas des représailles. De plus, les sujets exclus n’ont pas eu de comportement
agressif envers des personnes ayant une attitude bienveillante envers eux. Il semblerait donc
que ce pattern d’agressivité soit flexible et adaptatif. Les auteurs proposent comme autre
explication la nature humaine méme. Nous serions en effet en conflit permanent entre notre

volonté de poursuivre et satisfaire des ambitions personnelles, et celle de contribuer au bien-
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étre de notre société ou cercle social. Cette derniere requiert la mise en place de comportements
pro-sociaux, qui prendraient le dessus sur un comportement instinctif de préservation de soi en
tant qu’individu. De fait, une menace de certains besoins fondamentaux suite a une exclusion
sociale pourrait fragiliser cette norme et donc mener a des comportements instinctifs

d’agressivite.

L’origine de cette réponse agressive face a un rejet social semblerait émaner d’un besoin de
fortification des besoins fondamentaux de contréle et de donner du sens a son existence (Leary
et al., 2003; Warburton, Williams, & Cairns, 2006). D’un co6té, par I’utilisation d’un
comportement agressif, les individus exclus tenteraient d’imposer un statut de supériorité et
donc de controle envers la source de I’exclusion. D’un autre c6té, la réponse a 1’exclusion
sociale peut prendre une forme positive en adoptant une stratégie prosociale afin de se
conformer a la norme du groupe ou de I’individu source de I’exclusion. L’adoption de cette
stratégie passerait par un besoin de renforcement des besoins d’appartenance et du niveau
d’estime de soi (Warburton et al., 2006).

b) Flight

Une autre réaction a I’exclusion sociale peut étre la fuite de la situation. Des études utilisant
notamment la tdche du CBT ont montré que les individus complétement exclus de la partie
quittaient de maniére quasi constante la partie lorsque le choix leur était donné. De méme,
lorsqu’on propose aux participants de travailler avec les individus présentés lors du paradigme
de « Get-acquainted », ceux ayant recu un mauvais feedback choisissaient de ne pas rester,
contrairement a ceux ayant eu des retours positifs. Ils adoptent donc une stratégie de retrait de
toute situation sociale pouvant potentiellement mener a une exclusion, procurant une
satisfaction temporaire du besoin de controle (Wesselmann, Ren, & Williams, 2015).
Cependant, cette stratégie peut devenir délétére a long terme étant donné la non satisfaction du
besoin fondamental d’appartenance menant a un isolement plus important. L’isolement entraine
en effet une probabilité plus accrue de développer des symptomes dépressifs (Cacioppo &
Hawkley, 2003; Miller, 2011). Les sujets exclus socialement peuvent aussi avoir une réaction
de détachement affectif (emotional numbness) ou ils auraient des difficultés a integrer les
indices sociaux concernant le niveau d’attention d’autrui (Twenge, Catanese, & Baumeister,
2003). Ce phénomeéne serait le résultat d’une menace du sentiment d’appartenance, car le fait
de ne plus appartenir a un groupe pourrait réduire le niveau d’attention porte sur les membres

de ce groupe (Bossi, Gallucci, & Ricciardelli, 2018; Twenge et al., 2007).
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c) Freeze

Les individus ayant un faible niveau de base d’estime de soi, pouvant étre associé¢ a un niveau
d’anxiété plus €élevé, auront tendance a avoir plus de difficulté a réguler I’impact de I’expérience.
Des études ont en effet montré que les individus plus anxieux avaient un niveau de détresse
maintenu 45 min apres I’exposition a I’exclusion, alors que les sujets ayant un niveau d’anxiété
normal étaient retournés a un état basal normal (Heeren et al., 2017). Nous avons proposé un
modéle d’homéostasie de 1’acceptation sociale, SENSO (SENsitivity to Social signal) (Fossati,
Hinfray, Fall, Lemogne, & Rotge, 2019). Ce modéle décrit un systéme qui serait impliqué dans
la détection et régulation de la menace d’exclusion via la coordination de réponses biologiques,
cognitives et emotionnelles (Annexe 1). Cette combinaison de signaux permet a un individu
d’adapter son comportement en s’engageant ou a 1’inverse en évitant les interactions sociales
en fonction du niveau de menace d’exclusion sociale (threat to social exclusion, TSE). Comme
dans le modele du sociometre, c’est le niveau d’estime de soi qui jouerait le role de jauge du
niveau d’acceptation. L’exclusion sociale entrainerait donc chez certains individus une

incapacité de régulation homéostatique, les laissant bloqués dans cet état de stress.

4. Modeles rongeurs d’interactions sociales

Dans le cadre de la compréhension mécanistique de processus neurobiologiques et de
I’identification de nouvelles thérapies pour les affections neurologiques et psychiatriques,
I’utilisation de mode¢le transversaux animaux est a ce jour une nécessité. Le développement de
modeéles ou tiches comportementales pour 1’étude des conséquences affectives et émotionnelles
de I’exclusion sociale ajoute une couche de complexité étant donné 1’impossibilité d’avoir acces
au ressenti subjectif des animaux. Afin de pallier ce handicap, il est commun d’utiliser comme
indices de changements de leurs états émotionnels les modifications comportementales et/ou

homéostatiques.

Dans ce contexte, I’utilisation du mod¢le rongeur (rat et souris) est trés largement répandue
grace notamment a leur organisation en larges groupes hiérarchisés de nature sociale (Whishaw
& Kolb, 2004). IIs possedent une capacité a s’engager dans des comportements de nature
sociale, et constituent donc un modele de choix dans I’étude des processus impliqués dans les
interactions sociales, de valence positive ou négative. Nous allons ici détailler des interactions

sociales de différentes sortes pouvant étre observées chez les rongeurs, ainsi que certains
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paradigmes expérimentaux utilisés dans le cadre de 1’études des interactions sociales et du stress

social.

4.1 Interactions sociales

4.1.1 Types d’interactions sociales

En présence d’autres individus de leur espéce, les rongeurs et particulierement les rats vont
initier des interactions sociales, qui prennent la forme de comportements d’agressivité (lutte,
morsure, charge), d’exploration, de coopération (Viana, Gordo, Sucena, & Moita, 2010), de
grooming (toilettage), ou encore de sniffing ou « reniflage » (Vanderschuren, Niesink, & Van
Ree, 1997; Wills, Wesley, Moore, & Sisemore, 1983). Ces interactions sont importantes pour
le développement des leurs capacités sociales. Nous ne décrirons ici que ceux étudiés dans les
travaux de cette thése, a savoir le grooming, le sniffing et les comportements de nature pro-

sociale.

a) Grooming

Les rongeurs ont un comportement de grooming ou toilettage qui est inné. Au niveau
biologique, il a une fonction de thermorégulation grace a 1’évaporation de la salive sur la
fourrure, et antibactérienne. Le grooming est aussi trés présent dans le cadre des interactions
sociales via le comportement d’allogrooming, qui correspond au toilettage mutuel entre deux
individus de la méme espéce. L allogrooming serait mis en jeu pour renforcer des interactions

sociales mais aussi réduire la tension entre deux individus (Spruijt, van Hooff, & Gispen, 1992).

b) Sniffing

Le comportement de sniffing a récemment été associé a la liste de signaux de
communication utilisés par les rongeurs dans le cadre d’interactions sociales (Wesson, 2013).
Il s’agit d’un comportement exploratoire de nature olfactive permettant aux deux individus
d’acquérir des informations sur 1’identité et le statut biologique et social de 1’autre (Doty, 1986;
Galef, 2013). Il fournit aussi des informations sur le contenu alimentaire récemment ingeré,
facilitant I’approche de nouveaux aliments. Il peut avoir lieu face-a-face, au niveau du flanc ou
au niveau anogenital (Fig 3). Dans le cadre de test d’interaction sociale, le sniffing refléterait

donc une exploration de nature sociale dirigée envers le stimulus social.
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Figure 3. Différents types de sniffing. Au cours d'interactions sociales, les rongeurs ont recours au
sniffing, un comportement exploratoire pouvant étre dirigé A) au niveau de la face, B) au niveau du
flanc, ou C) au niveau anogénital (d'apres Wesson, 2013).

c) Comportements pro-sociaux

De récentes études ont mis en évidence la présence de comportements de type pro-sociaux
chez les rongeurs. Les rats auraient une capacité a partager leur expérience affective avec leurs
congéneres (Panksepp & Lahvis, 2011) via une contagion émotionnelle, qui constituerait une
forme simple d’empathie (Kim, Kim, Covey, & Kim, 2010). Ils s’engageraient aussi dans des
interactions réciproques et de coopération, produisant donc des bénéfices pour les autres
individus (Bartal, Decety, & Mason, 2011; Hernandez-Lallement, van Wingerden, Marx, Srejic,
& Kalenscher, 2015; Viana et al., 2010). Dans des taches ou les rats ont le choix entre avoir
acces a une recompense a forte valeur hédonique ou libérer un autre rat en détresse, les rats
libres ont majoritairement fait le choix de libérer le rat restreint, partageant de plus la
récompense alimentaire par la suite (Bartal et al., 2011). Ces mémes comportements de partage
social ont été décrit dans une étude ou les rats avaient le choix au cours d’une tiche de choix
pro-social entre récupérer une seule récompense pour eux ou en récupérer deux pour les
partager avec un autre individu. Les rats choisissaient la condition de partage plus souvent que
celle de non partage (Hernandez-Lallement et al., 2015). Des comportements similaires a la
réciprocité et la coopération, qui apparaissent dans le cadre d’actions réciproques menant a un
bénéfice mutuel entre plusieurs individus, ont aussi été observés chez le rat (Avital, Aga-
Mizrachi, & Zubedat, 2016). Par exemple, dans une tache ou les rats ont été entrainés a tirer
une barre afin de fournir une récompense alimentaire a un partenaire, les auteurs ont observé
que les rats était plus apte a coopérer s’ils avaient regu de 1’aide auparavant (Rutte & Taborsky,

2007). Les rongeurs auraient donc une variété de comportements de nature pro-sociale.
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4.1.2 Paradigmes d’interactions sociales

Un des premiers paradigmes décrit a été développé dans le but d’étudier les processus
d’anxiété sociale (File & Hyde, 1978). 1l s’agit d’une tache simple ou deux rongeurs inconnus
I’un de I’autre sont placés au centre d’une aréne ou open field sous une luminosité intense,
rendant ’environnement trés anxiogéne. Leurs interactions de différente nature telle que le
temps total passé a interagir sont relevées et quantifiées sur une période d’environ 10 min par
un expérimentateur et constituent les variables d’intérét. Pour une analyse de comportements
plus complexes comme par exemple les durées de sniffing, la nature de ce sniffing ou encore le
type de comportements agressifs tels que la lutte ou attaque, un enregistrement vidéo permettra
une étude plus poussée de ces interactions. En complément de son utilisation dans 1’étude des
niveaux anxieux, des auteurs proposent que cette nature anxiogéne du test soit retirée,
permettant de I’utiliser comme simple test d’interaction sociale (Wilson & Koenig, 2014). Une
réduction du niveau d’illumination de 1’aréne ou encore une simple habituation a

I’environnement avant le test permettrait de réduire les niveaux d’anxiété des rongeurs (File &

Seth, 2003)

Une autre variante de ce test d’interaction sociale est celui du test de préférence sociale
(social preference test, SPT) ou test de Crawley a trois chambres (Fig. 4 ; Moy et al., 2004).
Dans ce paradigme, le rongeur test est placé dans un open field divisé en trois compartiments
pouvant chacun contenir un objet inanimé ou un autre rongeur placé dans un carrousel en inox.
Cette configuration permet de concentrer 1’analyse sur le rat test, étant donné que lui seul peut
initier I’interaction sociale. La présence de grilles sur le carrousel permet de limiter I’ interaction
sociale a des contacts sensoriels et d’éviter les contacts agressifs. Les variables d’intérét sont le
temps passé par le rongeur test dans les différents compartiments, reflétant leur niveau de
compétence sociale, ainsi que les comportements d’exploration active tels que le sniffing
(Wilson & Koenig, 2014). Les rongeurs sont naturellement sociaux et font donc preuve de
sociabilité, mesuré ici par la propension a passer du temps dans la chambre sociale (étranger
n°1) versus la chambre vide (Fig. 4A). lls sont aussi naturellement attirés par la nouveauté et
possédent une mémoire sociale, quantifiée ici par la capacité a discriminer entre un individu
familier (étranger n°1) et non familier (étranger n°2) ou préférence pour la nouveauté sociale
(Fig. 4B). Dans des modéles d’autisme ou d’exposition a un stress précoce, on peut retrouver
des déficits sociaux caractérises dans ce test par une diminution de la sociabilité et de la
préférence pour la nouveauté sociale (Moy et al., 2004; Tzanoulinou, Riccio, de Boer, & Sandi,

2014). Ce test permet donc non seulement d’étudier les comportements d’approche sociale
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(interaction dans les chambres avec stimulus social) mais aussi les comportements de retrait ou

évitement social (localisation dans les chambres sans stimulus ou avec stimulus non anime).

Sociabilité B Préférence pour la nouveauté sociale

Etranger 1 Espace vide Etranger 1 Etranger 2

Figure 4. Test de préférence sociale. Au cours du test de préférence sociale, les rats sont placés dans
un open field a trois compartiments. Leur niveau de A) sociabilité (interaction avec un autre rat plutot
qu’un objet inanimé) et B) préférence pour la nouveauté sociale (interaction avec un rat inconnu plutot
qu'un rat familier) sont évalués.

4.2 Stress social

Qu’en est-il des paradigmes d’exclusion sociale ? Cette question souléve une problématique
récurrente dans 1’étude de processus psychologique et psychiatrique, qui est I’impossibilité
d’avoir accés a I’expérience et au ressenti subjectif des animaux. En effet, I’exclusion sociale
est définie comme le fait d’étre exclu d’un groupe ou d’une relation interpersonnelle, et a
systématiquement ét¢ mesurée chez 1’humain grace a des questionnaires nous informant sur le
niveau de détresse ressenti suite a un rejet. Cependant, d’autres caractéristiques de 1’exclusion
sociale, et notamment sa nature stressante, nous permettent d’étudier un pan de ce processus,
en utilisant des paradigmes induisant un stress dans un contexte social. Il a été montré en effet
que les événements de stress aigus sont des facteurs de risques dans 1’apparition de déficits
sociaux (Tzanoulinou et al., 2014). La présence de ce stress est nécessaire afin d’augmenter le
niveau de vigilance vis-a-vis de la menace sociale et peut se manifester sous la forme de
modifications significatives du poids ou une augmentation du niveau d’anxiété (Cacioppo,
Capitanio, & Cacioppo, 2014).
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4.2.1 Paradigmes expérimentaux

a) Stress induit par un partenaire agressif

Les comportements agressifs font partie des comportements observés chez les rongeurs lors
d’interactions sociales. Les paradigmes dis de « reésidents-intrus » permettent d’éliciter de
maniére spontanée chez des rats tests ces comportements agressifs (Koolhaas et al., 2013;
Miczek & O’Donnell, 1978). Au cours de ce test, un rat dit « intrus » va étre introduit dans la
cage d’un rat dit « résident ». Ce dernier va adopter un comportement d’attaque reflétant une
agression offensive, alors que I’intrus lui aura un comportement agressif de nature défensive.
Le rat intrus va étre forcé d’adopter une position de soumission, et 1’isolement social qui va
s’en suivre constituerait un modele d’exclusion sociale (Selten, Booij, Buwalda, & Meyer-
Lindenberg, 2017). Dans ce contexte, ces paradigmes s appuient sur les comportements du rat

agresseur résident et donc dominant (Chaouloff, 2013).

Une version chronique de ce test dit de « défaite sociale chronique » peut étre utilisée,
menant a des conséquences a long terme comme I’apparition de symptomes de type dépressifs
(augmentation de 1’anhédonie, résignation accrue) et un haut niveau de stress chronique. Dans
cette version, le rat test est mis en présence physique d’un agresseur différent 10 minutes par
jour pendant 10 jours. Le 11° jour, il est mis en présence d’un nouvel agresseur mais leurs
interactions sont limitées aux contacts sensoriels (séparation par une grille). Les animaux
adoptent trés rapidement une posture de soumission, qui est maintenue méme lorsqu’ils ont

I’opportunité de fuir I’agresseur (McCann & Huhman, 2012).

b) Séparation physique par I’expérimentateur
En complément d’un isolement social di a une agression physique de la part d’un congénére,

les situations expérimentales d’exclusion sociale peuvent étre directement manipulées par

I’intervention d’un dispositif expérimental.

Par exemple, dans le cadre de 1’études des comportements de type anxieux chez le rat, des
auteurs ont utilisé une tache dite de «stress de contention » dans laquelle une situation
d’inclusion sociale ou empathie était comparée a une situation d’exclusion sociale (Fig.5; Lee
& Noh, 2015). La condition d’inclusion sociale correspond a une situation d’empathie, ou les

trois rats expérimentaux sont placés dans un dispositif de contention au sein d’une méme
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chambre expérimentale. Lors de I’exclusion sociale, deux des rats vont étre libérés et pourront
interagir librement en présence du troisiéme rat exclu, toujours dans le dispositif de contention.
Cette phase d’exclusion dans un contexte social augmente les comportements de nature

anxieuse chez les rats exclus, comparé a la condition d’empathie.

Exclusion
Control Empathy + Observer

ey QO ||
N

d 4

Figure 5. Paradigme de "stress de contention". En complément de la condition controle, deux
conditions expérimentales sont utilisées : une premiere d'empathie correspondant a une inclusion
sociale, et une seconde d'exclusion sociale (d'apres Lee & Noh, 2015).

c) Exclusion sociale

D’autres auteurs ont développé des paradigmes d’exclusion sociale plus écologiques, en
s’appuyant sur le fait qu’au sein des rongeurs et notamment des rats, certaines lignées dont la
Fischer ont été caractérisées comme moins joueuses que d’autres lignées (Siviy, Love, DeCicco,
Giordano, & Seifert, 2003). Le jeu social étant trés développé durant 1’adolescence, 1’étude a
été réalisé chez des rats adolescents (jour postnatal P45-P70 Sengupta, 2013). Dans leur étude,
des rats Fischer ont été mis en interaction avec des rats de la lignée Wistar, qui possédent un
comportement de jeu social normal et donc adapté (Schneider et al., 2014; Schneider, Patz,
Spanagel, & Schneider, 2016). Les rats Wistar mis en interaction sociale avec des rats Fischer
constituaient le groupe de rats isolés socialement dii au manque d’interactions de la part des
Fischer, et ont été comparés aux rats Wistar ayant interagit entre eux. Chez ces animaux exclus
socialement, on a pu observer une altération de leur comportement de jeu social comparé a ceux
non exclus quantifié¢ par les comportements d’attaque, de défense et de « pinning » (un rat

allongé sur le dos avec le partenaire au-dessus de lui) (Schneider et al., 2014).

4.2.2 Limitations

Malgré une validité apparente, ces paradigmes impliquent certaines limitations. Les

paradigmes de «résident-intrus » et de «défaite sociale chronique » comportent une
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composante d’agression, ajoutant un stress physique au contexte social. De méme, celui de
« stress de contention » implique aussi un stress physique pour le rat exclu en présence de
congénéres libres de leurs mouvements. Dans un contexte écologique, les situations d’exclusion
sociale chez I’humain n’impliquent généralement pas de stress physique et apparaissent de
maniere plus subtile. Ainsi les résultats observés chez les rongeurs ne peuvent pas étre

totalement attribués a 1’exclusion sociale mais en partie au stress physique.

Enfin, malgré 1’approche écologique du dernier paradigme étudié utilisant une lignée de
rats naturellement moins engagees dans le jeu social, une perspective serait d’utiliser des rats
issus de la méme lignée possédant des caractéristiques semblables au niveau de leurs

interactions sociales.

5. Corrélats neuronaux de I'exclusion sociale

5.1 Etudes de neuroimagerie chez I'humain

Les études en neuroimagerie permettent d’ajouter un niveau de complexité dans la
compréhension des mécanismes impliqués dans I’exclusion sociale. Elles fournissent en effet
des informations sur les corrélats neuronaux impliqués dans 1I’exclusion sociale, mais aussi une
idée de la temporalité de I’activation neuronale durant I’exclusion comparé aux études
comportementales qui nous informent, en dehors des mesures physiologiques, sur les

conséquences post-exposition a I’exclusion sociale.

5.1.1 Imagerie par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf)

Certaines études proposent qu’un systéme d’alarme commun au systéme de la douleur
physique se serait mis en place afin d’alerter chaque individu de la possibilité d’une exclusion
sociale (Eisenberger & Lieberman, 2004; Eisenberger et al., 2003; Lieberman & Eisenberger,
2009). Il est intéressant de noter en effet que lorsque nous exprimons notre ressenti face a une
situation d’exclusion sociale, nous utilisons le vocabulaire de la douleur physique, tel que « j’ai
mal », ou encore « je me sens blessé ». Il semblerait donc que 1’exclusion sociale menace une
dimension de notre intégrité, et nécessite donc un systeme spécialisé dans la détection des
signaux d’exclusion (Eisenberger, 2012). En effet, le systéme d’alerte suite a une 1ésion ou

douleur physique est indispensable afin de préserver notre intégrité physique et donc notre
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survie. Retirer sa main lorsqu’on se briile ou encore avoir mal pendant plusieurs jours suite a
une blessure permet de maintenir notre corps en alerte et une vigilance élevée jusqu’a guérison
(Eccleston & Crombez, 1999). De ce fait, si le méme systéme d’alerte impliqué dans la douleur
physique s’activait dans le cas de la douleur sociale, des mécanismes de régulations se
mettraient en place permettant de réagir de maniére adéquate jusqu’a ce que notre intégrité

sociale ne soit plus menacée.

La douleur physique est le fruit de la combinaison de deux dimensions distinctes (Price,
2000). La premicre est I’expérience sensorielle de la douleur qui a lieu en périphérie avec la
stimulation des fibres nociceptives Ad et C. Aprés stimulation douloureuse, ces informations
sensorielles vont étre intégrées dans plusieurs régions corticales et sous corticales telles que
I’amygdale, I’hypothalamus mais aussi 1’insula postérieure, le cortex sensorimoteur primaire et
secondaire via le thalamus (Garland, 2012). La seconde dimension concerne la composante
affective de la douleur, liée de trés prés aux émotions et a I’expérience aversive de la douleur.
Elle implique 1’activation du cortex cingulaire antérieur (CCA) et de 1’insula antérieure (Al)

(Peyron, Laurent, & Garcia-Larrea, 2000).

Les études en IRMf ont mis en évidence I’implication du systéme de la douleur physique,
du systeme de la douleur sociale (Bolling, Pitskel, Deen, Crowley, McPartland, et al., 2011;
Kawamoto et al., 2012) et du systéme impliqué dans la détection de stimuli saillants incluant le
CCA dorsal et I’insula (Seeley et al., 2007; Uddin, 2015). Une étude pionniére en IMRf a étudié
les réponses neurales au cours d’une situation d’exclusion sociale en utilisant la tiche du CBT.
Comparé a la condition d’inclusion sociale, I’exclusion sociale a entrainé une augmentation de
I’activité neuronale au niveau du CCA dorsal, cortex préfrontal ventral (CPFv) et Al, des
régions généralement activées dans un contexte de détresse liée a la douleur physique
(Eisenberger et al., 2003). D’autres régions activées incluent le cortex orbito-frontal et le gyrus

frontal moyen.

Cependant, malgré de nombreux résultats confortant cette hypothese, d’autres ont mis en
évidence des différences dans les patterns de connectivité fonctionnelle entre le systéme de
douleur physique et celui de la douleur sociale. Par exemple, une étude sur les différences de
connectivité au repos au cours du rejet social et de la douleur physique et somatique a mis en
évidence que, dans la douleur physique, le CCA dorsal avait une connectivité accrue avec le
thalamus, 1’insula postérieure, le cervelet et d’autres région médiofrontales (Woo et al., 2014).

En revanche, dans la condition de douleur sociale, le CCA dorsal avait une connectivité accrue
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avec le CPF et la jonction temporo-pariétale. Les auteurs en ont conclu qu’a I’échelle du cerveau
entier et au sein des régions impliquées dans la douleur physique et sociale auraient des patterns
multivariés différents ou représentations neuronales qui ne sont probablement pas corrélées.
Ceci a aussi été discuté dans une méta-analyse des études d’exclusion sociale en IRMf
(Cacioppo et al., 2013). Les auteurs en ont conclu qu’étant donné que I’exclusion sociale met
en jeu une mentalisation d’une « douleur », se remémorer des épisodes douloureux éliciterait
des émotions négatives mais ne permettrait pas d’activer la matrice de la douleur (Cacioppo et
al., 2013; Chen, Williams, Fitness, & Newton, 2008). Il est donc fort probable que malgré le
fait que les processus de douleur sociale et physique activent des régions similaires, ces

derniéres seraient recrutées au sein de différents réseaux.

En dehors de I’hypotheése d’un systéme commun entre la douleur physique et la douleur
sociale, des travaux ont observés des patterns d’activation récurrents dans d’autres régions
corticales. Une méta-analyse d’études d’IRMT par notre équipe utilisant la tache de CBT a mis
en évidence une activation accrue d’une région particuliere du CCA, le CCA sous-génual
(CCAsQ), et de I’AI en réponse a I’exclusion sociale comparé a 1’inclusion sociale (Fig. 6;
Rotge et al., 2015). Ces résultats sont en accord avec de précédentes études notamment chez
les adolescents montrant que la condition d’exclusion élicitait chez eux une activation plus
importante au niveau du CPF médian, cortex orbitofrontal médian et CCAsg et ventral (Bolling,
Pitskel, Deen, Crowley, McPartland, et al., 2011; Guyer, McClure-Tone, Shiffrin, Pine, &
Nelson, 2009; Masten et al., 2009; Moor et al., 2012; Sebastian et al., 2011). L’activation du
CCA ventral semble de plus étre modulée par le support émotionnel, qui réduirait son niveau
d’activation en réponse a une exclusion sociale comparé a des sujets n’ayant pas recu de support
émotionnel (Onoda et al., 2009). Enfin le niveau d’activation du CCAsg, en plus d’étre
augmenté aprés exclusion sociale comparé a I’inclusion sociale, semble étre positivement
corrélé a un niveau de détresse rapporté plus important chez les sujets exclus, adolescents et
adultes (Masten et al., 2009; Rotge et al., 2015). L’AI a aussi été décrite comme activée en
réponse a un rejet social dans de nombreuses études (Bolling, Pitskel, Deen, Crowley, Mayes,
etal., 2011; Bolling, Pitskel, Deen, Crowley, McPartland, et al., 2011; Eisenberger et al., 2003;
Moor et al., 2012; Onoda et al., 2010; Puetz et al., 2014).

De maniére similaire, en utilisant une tache de feedback en IRMf dans laquelle des
participants recevaient des feedbacks fictifs sur leur personnalité, il a été montré que les bas
niveaux d’estime de soi étaient associés a une activation plus importante de 1°Al et du CCA en

réponse a des feedback négatifs (Eisenberger et al., 2011).
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Figure 6. Pattern d'activation au cours de I'exclusion sociale du CBT. Durant A) la menace sociale
et B) la condition d’exclusion vs. inclusion sociale du CBT, les niveaux d'activation du CCAsg sont plus
élevé. C-D) Cette probabilité d'activation est aussi plus élevée et positivement corrélée aux niveaux de
détresse rapportés (d'apres Rotge et al., 2015).

Il est clair qu’étre en mesure de détecter les signaux d’exclusion sociale est important a
la préservation de I’intégrité de I’individu. A I’échelle des réseaux cérébraux, un réseau
particulier est impliqué dans la détection et régulation des stimuli internes et externes pertinent,
le réseau de saillance (« salience network », SN) (Menon, 2011; Seeley et al., 2007). Il est
intéressant de noter que ce réseau inclut entre autres des régions activées en réponse a
I’exclusion sociale dont I’ Al et le CCA dorsal, ainsi que d’autres structures limbiques clés telles
que I’amygdale et le thalamus. Dans ce systéme, il est suggéré que I’insula joue un role
d’intégrateur et sélecteur de signaux extérieurs pertinents avant de les envoyer vers le CCA et
des régions limbiques impliquées dans les émotions (Cauda et al., 2011; Menon & Uddin, 2010).
Le SN module aussi I’activation de deux autres réseaux majeurs : le réseau central exécutif
(« central executive network », CEN) et le réseau de mode par défaut (« default mode network »,
DMN) (Bressler & Menon, 2010; Sridharan, Levitin, & Menon, 2008). Le CEN est activé au
cours de taches cognitives telles que la prise de décision, la mémoire de travail ou des
comportements avec objectif. Il inclut comme structure principalement le CPF dorsolatéral et
le cortex pariétal postérieur (Seeley et al., 2007). Le DMN de son c6té est impliqué dans des
processus de référence a soi et d’interoception tels que le vagabondage de 1’esprit (« mind-
wandering ») (Buckner & Carroll, 2007; Christoff, Gordon, Smallwood, Smith, & Schooler,
2009; Gusnard, Raichle, & Raichle, 2001; Raichle et al., 2001) et inclut le CPF ventromédian,
le précuneus et le cortex cingulaire postérieur (Fransson, 2006). Ces deux réseaux a grande

échelle semblent fonctionner de maniére mutuelle et inversement proportionnelle. En effet,
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I’activité du DMN et du CEN est modulée de maniére proportionnelle et antagoniste au cours
de taches cognitives (Greicius, Krasnow, Reiss, & Menon, 2003; Menon, 2011; Pochon et al.,
2002; Sridharan et al., 2008) ¢’est-a-dire que I’activité du DMN diminue quand celle du CEN

augmente et inversement.

En situation de stress social tel que I’exclusion sociale, la connectivite fonctionnelle entre
ces trois réseaux cérébraux majeurs est temporairement perturbée. Dans une étude CBT qui
explorait la connectivité fonctionnelle du cerveau au repos (« resting-state »), on observait chez
les sujets exclus une augmentation de la connectivité entre le DMN et des régions clés du SN
dont le CCA dorsal et I’Al, alors qu’aucune modification n’a été observée entre le CEN et le
SN (B. Clemens et al., 2017). Les auteurs proposent comme explication que le cerveau
allouerait de maniere temporaire ses ressources vers les états internes du corps dans le but
d’améliorer la détection de signaux sociaux d’exclusion et d’adapter sa réponse émotionnelle
et comportementale. D’autres auteurs ont observé que I’exclusion sociale entrainait une
augmentation de la connectivité entre le CCA et le CPF, notamment entre la partie ventrale du
CCA qui contient le CCAsg et le CPF médian (Onoda et al., 2010).

L’ Al et le CCA seraient donc impliqués dans la réponse émotionnelle et affective, alors que
les activations du CPF permettraient un controle de I’attention envers des signaux sociaux. Il a
en effet ét¢ montré qu’au cours de 1’exclusion sociale, le CPF ventrolatéral était activé, et que
cette activation était négativement corrélée a celle de I’insula et du CCAsg (Eisenberger et al.,
2003; Lorenz, Minoshima, & Casey, 2003; Masten et al., 2009; H. Wang, Braun, & Enck, 2017).

5.1.2 Etudes en électroencéphalographie

Les études en éléctroencéphalographie (EEG) réalisées dans le contexte de 1’exclusion
sociale ont permis de mettre en évidence une modulation des potentiels évoqués et oscillations
neuronales dans des régions observées dans les études en IRMf. Des études utilisant la tche de
CBT ont mis en évidence une augmentation d’onde négatives dont certaines dans la bande théta
au niveau du CCAsg et de I’insula antérieure en réponse a la condition d’exclusion sociale
(Crowley, Wu, Molfese, & Mayes, 2010; H. Wang et al., 2017). Ceci a été confirmé par des
études en EEG intracranial (iEEG) qui permettent 1’enregistrement des oscillations au niveau
du potentiel de champ local, et donc une meilleure précision spatiale concernant 1’origine des
signaux. En utilisant la tdche du CBT, les auteurs ont mis en évidence la présence d’un signal

théta au niveau du CCAsg, de I’Al et de I’aire fusiforme des visages (FFA) (Cristofori, Harquel,
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Isnard, Mauguiere, & Sirigu, 2015; Cristofori et al., 2013). Enfin cette onde a aussi été detectée
dans une étude CBT realisée chez des enfants mettant en évidence une augmentation du signal
théta qui prédisait une détresse émotionnelle plus importante en réponse a 1’exclusion sociale
(van Noordt, White, Wu, Mayes, & Crowley, 2015). Ce signal théta est une onde cérébrale de
basse fréquence (3-7 kHz) associée a la régulation émotionnelle et ’intégration sensorimotrice
(Bland & Oddie, 2001; Knyazev, 2007). Elle est générée au niveau de I’hippocampe en phase
d’éveil et durant le sommeil paradoxal, ainsi que dans d’autres régions corticales comme le
CPF médian, de I’amygdale et du thalamus chez le rongeur (Pignatelli, Beyeler, & Leinekugel,
2012). Au niveau de la réponse émotionnelle, cette onde a aussi été corrélée a la présence
d’événements aversifs (Vecchiato et al., 2011) et son augmentation suite & un rejet inattendu
aurait pour source des régions impliquées dans la détection de stimuli saillant telles que I’insula
et le CCA qui font partie du SN (van der Molen, Dekkers, Westenberg, van der Veen, & van
der Molen, 2017). Ce signal pourrait donc constituer une signature neuronale de 1’exclusion
sociale (Cristofori et al., 2013).

Gréce a la precision temporelle apportée par 1’outil d’EEG, des différences dans la
dynamique d’activation du CCAsg et de I’insula au cours d’un rejet social ont pu étre mis en
évidence. Dans 1’étude d’exclusion sociale en iEEG, le signal théta présent dans le CCAsg au
cours des blocs d’exclusion sociale est apparu avec une latence de plus en plus courte (Cristofori
et al., 2013). De maniére similaire, au niveau de 1’Al, ce signal est apparu avec une intensité
diminuant aprés chaque bloc d’exclusion. Les auteurs ont proposé que le CCAsg apprendrait a
rapidement signaler la valeur sociale de I’exclusion, alors que I’insula serait plutot impliquée
dans le ressenti subjectif de I’exclusion qui diminuerait avec le temps. Toujours dans 1’optique
de proposer un mode¢le temporel de la réponse a 1’exclusion sociale, une revue examinant les
dynamiques temporelles de 1’exclusion sociale dans plusieurs études de CBT propose que les
régions activées les premiéres seraient impliquées dans une réaction spontanée, incluant la
réponse émotionnelle et les processus d’attention et d’évaluation de la situation d’exclusion
sociale (Wang et al., 2017). Cette premiére réponse serait associée notamment a 1’activation du
CCAsg. Les régions activées plus tardivement joueraient elles un réle dans la régulation
émotionnelle via des processus cognitifs, et mettraient en jeu le CPF ventrolatéral, médian ainsi
que I’Al (Sreekrishnan et al., 2014; Wang et al., 2017).

Il semblerait donc que I’exclusion sociale éliciterait une réponse accrue de régions
corticales et sous-corticales impliquées dans les regulations émotionnelles, et en particulier le

CCAsg et I’Al. Ces deux régions auraient une réponse temporelle différente, avec le CCAsg
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qui s’activerait de maniére spontanée en réponse a I’exclusion sociale, avant de recruter 1’Al

pour réguler cette réponse émotionnelle et apporter une réponse comportementale adaptée.

Un tableau résumant les principaux corrélats neuronaux de I’exclusion sociale est

disponible ci-dessous (Tableau 3).
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Tableau 3. Corrélats neuronaux de I'exclusion sociale.

Sujets
Age moyen Technique
Auteurs (années) N Paradigmes expérimentaux d’'imagerie Régions cérébrales activées
Eisenberger et al. 2003 undergraduate 13 (9 femmes) Cyberball IRMf CCAd
Al
CPF rostro ventral
Bolling et al. 2010 24.15 £ 4.07 26 (13 femmes) Cyberball IRMf Al
Cybershape CCAsg
CCAv
CCP
Cristofori et al. 2013 34.8 15 (5 femmes) Cyberball iEEG Al
CCAsg
FFA
Masten et al. 2009 13.0 23 (14 femmes) Cyberball IRMf Al
CCAsg
Gunther-Moor et al. 217 +19 16 (8 femmes) Tache d’évaluation sociale IRMf CCAv
2010

44



5.2 Neuroanatomie de l'insula et du CCA

En prenant en compte les résultats des études décrites ci-dessus, il semblerait que 1’insula

et le CCA soient deux régions clés impliquées dans les processus d’exclusion sociale.

5.2.1 Insula antérieure

L’insula est un cortex profond localisé de maniére bilatérale au niveau du sulcus latéral
du cerveau (scissure de Sylvius). Le cortex insulaire est impliqué dans le traitement des signaux
sociaux et des stimuli émotionnels via une intégration bottom-up et top-down, aussi connu sous
le nom de traitement affectif (A. D. Craig, 2002; Damasio et al., 2000; Gu, Hof, Friston, & Fan,
2013) ainsi que dans le traitement des ressentis subjectifs (A. D. B. Craig, 2009). Il permet la
détection de stimuli pertinents et saillants, ce qui a été démontré via son réle clé dans le réseau
de saillance SN avec le CCA dorsal (Uddin, 2015), jouant le réle de balance entre I’activation
du DMN et du CEN. L’intégration d’indices externes pertinents peut influencer ’activation du
DMN en favorisant un focus dirigé vers le soi, et celle du CEN en favorisant des actions
orientées vers le monde extérieur (Chang, Yarkoni, Khaw, & Sanfey, 2013). L’insula est aussi
impliquée dans des fonctions de cognition sociale telles que I’empathie et la reconnaissance
émotionnelle (Uddin, Nomi, Hébert-Seropian, Ghaziri, & Boucher, 2017). Elle est subdivisée
en partie antérieure et postérieure séparées par le sulcus insulaire central (Fig. 7A). La partie
postérieure granulaire est reliée au thalamus, cortex occipital et autres régions impliquées dans
I’activité motrice et somatosensorielle. Sa partie antérieure agranulaire est connectée a des
régions limbiques et corticales telles que le CCA, CPF ou amygdale (Medford & Critchley,
2010; Namkung, Kim, & Sawa, 2017).

Chez le rongeur, I’insula est localisée latéralement juste au-dessus de la fissure rhinale et
est subdivisée en partie agranulaire, dysgranulaire et granulaire (Fig. 7B). La partie agranulaire
est subdivisée en partie antérieure et postérieure, alors que la partie granulaire contient une
partie dorsale et ventrale (Butti & Hof, 2010).
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Figure 7. Localisation de I'insula chez I'humain et le rongeur. A) L'insula est une structure bilatérale
localisée chez I'humain derriere le lobe temporal. B) Chez le rongeur, cette structure est plus latérale et
localisée au-dessus de la fissure rhinale (d'aprés Gogolla et al., 2017).

5.2.2 Cortex cingulaire antérieur

Le CCA est une structure située au niveau des parties médiales de chaque hémisphéere
cérebral, au-dessus et en dessous du corps calleux (Brent A. Vogt & Paxinos, 2014). 1l s’agit
de la partie antérieure du cortex cingulaire, qui est elle-méme divisée en partie prégénuale (aire
de Brodmann 32) et sous-génuale (aire de Brodmann 25, CCAsg) (Palomero-Gallagher,
Mohlberg, Zilles, & Vogt, 2008; Vogt, Nimchinsky, Vogt, & Hof, 1995). Le CCAsg projette
sur des régions limbiques telles que I’amygdale (Stevens et al., 2011) et d’autres régions comme
I’hypothalamus et la substance grise périaqueducale qui sont impliquées dans des processus
affectifs et émotionnels (Medford & Critchley, 2010). Le gyrus du CCA comportant BA32 et
BA25 est connecté a des réseaux neuronaux impliqués dans les comportements sociaux via ses
connections a I’Al, au CPF médian ou a la jonction temporo-médiane (Apps, Rushworth, &
Chang, 2016).

Au niveau des homologies structurales entre le cerveau rongeur et humain, le CPF médian
murin est homologue du CCA ventral humain. Ce CPF médian est subdivisé en cortex
prélimbique et cortex infralimbique. En particulier, le CCAsg est homologue du cortex
infralimbique alors que les parties plus médiales et dorsales du CCA sont homologues du cortex
prélimbique (Wallis, 2012) (Fig 8). Au niveau des connections, le cortex prélimbique projette
en partie sur le cortex insulaire agranulaire et les noyaux accumbens principalement. Le cortex

infralimbique lui projette au niveau de 1I’hypothalamus, prosenceéphale basal et quelques noyaux
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du tronc cérébral (Vertes, 2004). 11 posséde aussi des connections réciproques avec 1’insula
agranulaire (Gabbott, Warner, Jays, & Bacon, 2003; Hurley, Herbert, Moga, & Saper, 1991,
Takagishi & Chiba, 1991). En complément, ces deux structures ont des projections directes en
commun au niveau du cortex préfrontal orbitomeédian, thalamus mais aussi au niveau de
I’amygdale, une structure clé impliquée dans la reconnaissance des stimuli émotionnels et des

interactions sociales chez I’humain (Adolphs, 2010; Vertes, 2004).

A Human

MC(

ACC

Figure 8. Homologies structurales du CCA. Représentation des homologies structurales du CCA chez
I'humain, primate non-humain et rongeur (Brent A. Vogt & Paxinos, 2014; Wallis, 2012). Le CCAsg
correspond chez le rongeur au cortex infralimbique ou A25, alors que la partie pregénuale correspond
au cortex prélimbique ou A32.

5.2.3 Spécificités structurales communes

L’AT et le CCA partagent aussi des spécificités structurales. Au niveau cellulaire, on
retrouve au niveau de 1’Al, de la couche Vb du CCA et du CPF dorsolatéral des neurones en
fuseau appelés neurones de von Economo (VENS). Les VENSs ont une anatomie unique, avec
arborescence dendritique et axonale large et développée comparativement aux neurones
pyramidaux de la couche V. Ces neurones sont retrouvés non seulement chez les grands
primates, mais aussi chez les cétacés et éléphants, soulignant leur possible implication dans des
processus cognitifs de haut niveau, et notamment les interactions sociales complexes retrouvées
chez ces mammiferes (Allman et al., 2010; Allman, Watson, Tetreault, & Hakeem, 2005; Butti
& Hof, 2010; Hakeem et al., 2009; Hof & Van Der Gucht, 2007; Nimchinsky et al., 1999). Des
analyses en neuropathologie de cerveaux de patients ayant été diagnostiqués avec une variante

comportementale de la démence fronto-temporale, caractérisée par des altérations sélectives du

47



comportement social et des réponses émotionnelles non adaptées, présentent une déplétion en
VENSs au niveau du cortex frontoinsulaire droit et du CCA (Kim et al., 2012; Mendez, Anderson,
& Shapira, 2005; Seeley et al., 2006). Ces résultats supposent que ces neurones, et donc les
structures les contenant que sont I’Al et le CCA, pourraient jouer un réle dans la régulation
émotionnelle au cours d’interactions sociales. En effet via leur anatomie et localisation, il
semblerait que les VENs soient impliqués dans la modulation et transmission rapide
d’informations entre le CCA et I’Al et d’autres structures dont notamment celles faisant parti
du CEN et du DMN, ce qui serait nécessaire a ce changement rapide opéré par le SN (Allman
etal., 2005; Craig, 2009; Menon & Uddin, 2010; Sridharan et al., 2008). L’apparition des VENs
au niveau phylogénétique pourrait de ce fait étre lié a la mise en place de comportements
moteurs, cognitifs et émotionnels de haut niveau menant a I’émergence de comportements
complexes tels que les interactions sociales et la conscience (Butti, Santos, Uppal, & Hof, 2013;
Craig, 2009).

5.3 Corrélats neuronaux chez le rongeur

Des études précliniques ont mis en évidence I’implication du CPF médian dans les
interactions sociales (Ko, 2017). Au cours de tiches d’interaction sociale, les souris
exprimaient une augmentation de la fréquence de décharge des neurones de cette structure
lorsqu’elles approchaient une autre souris avec laquelle elles n’étaient pas familieres comparé
a une situation ou elles interagissaient dans un contexte non social avec un objet inanimé ou
dans un espace vide (Kaidanovich-Beilin, Lipina, Vukobradovic, Roder, & Woodgett, 2011,
Lee et al., 2016). D’autres travaux ont montré que 1’activation de la voie impliquant le cortex
infralimbique et I’amygdale basolatérale inhibait I’initiation d’interactions sociales, alors que
I’inactivation de cette voie augmentait les comportements d’approche pro-sociaux (Felix-Ortiz,
Burgos-Robles, Bhagat, Leppla, & Tye, 2016). Des résultats similaires ont été trouvés chez le
hamster doré ou le jeu social augmentait le niveau d’activation du CPF médian et du CCA
(Cheng, Taravosh-Lahn, & Delville, 2008).

En revanche, d’autres études ont montré qu’une inactivation transitoire du CPF médian via
infusion d’agonistes des récepteurs GABAa et GABAsg, connus pour leur action inhibitrice,
réduisait la durée totale de jeu social (van Kerkhof, Damsteegt, Trezza, Voorn, &
Vanderschuren, 2013). Etant donné que des anomalies de la balance excitatrice-inhibitrice de

la circuiterie du CPF médian peuvent mener au développement de troubles tels que la
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schizophrénie ou I’autisme, caractérisés par une altération du fonctionnement et de la cognition
sociale, il semblerait que le CPF médian, incluant A25, soit un acteur majeur dans la circuiterie
des interactions sociales chez le rongeur (Bicks, Koike, Akbarian, & Morishita, 2015). En
complément des observations au niveau du CPF médian, il a aussi ét¢ démontré que 1’insula
jouait un réle dans la modulation de 1’approche ou retrait social chez le rongeur (Rogers-Carter
et al., 2018). Cependant, aucune étude a ce jour n’a encore exploré les corrélats neuronaux
impliqués dans 1’exclusion sociale chez le rongeur. Il est néanmoins probable qu’une
modulation de I’activation de I’insula et de A25 puisse influencer la réponse comportementale

suite a I’exposition a un stress social.

6. Résumeé

Le tableau suivant résume les principales caractéristiques comportementales et neuronales

associées au stress social chez ’humain et le rongeur (Tableau 4).

Tableau 4. Stress social - résumé.

EXCLUSION SOCIALE / STRESS SOCIAL

MODIFICATIONS COMPORTEMENTALES ACTIVATIONS NEURONALES

° Affect négatif ° Anxiété ° CCA dorsal, ° CPF médian

) ) ventral, sous-
° Baisse des besoins énual
fondamentaux 9
° Détresse ° Posture de ° CPF °CCA
émotionnelle soumission ventromédian,
o PLi 1 ventrolateral,

Préjudice moral "
médian
° Agressivité °Altération du ° Al
. comportement

° Moins de . P
comportements pro- skl

. ° Signal théta
sociaux

(CCAsg, Al)
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II. CONSEQUENCES D'UN STRESS SOCIAL
CHRONIQUE : EXEMPLE DE LA DEPRESSION
UNIPOLAIRE

1. Sémiologie de la dépression unipolaire - facteurs

de risque

La dépression unipolaire est un trouble neuropsychiatrique a haute prévalence avec une
estimation de plus de 300 millions de personnes, soit 4,4% de la population mondiale, affectées.
Il s’agira de la premiére cause d’incapacité dans le monde en 2020 (Kessler & Bromet, 2013).
Cette pathologic est le fruit d’une combinaison de plusieurs déterminants sociaux,
psychologiques et biologiques (OMS). Le Manuel diagnostique et statistique des troubles
mentaux version 5 ou DSM-5 décrit les différents criteres nécessaires au diagnostic de la
dépression (American Psychiatric Association, 2013). Les individus doivent avoir fait
I’expérience de 5 des symptdmes suivants ou plus (incluant ’humeur dépressive et/ou

I’anhédonie) au cours d’une période d’au moins deux semaines consécutives :

- Humeur dépressive quasi-permanente

- Une perte d’intérét ou plaisir quasi quotidien a réaliser des activités de la vie quotidienne
(anhédonie)

- Une perte ou prise significative de poids, perte ou augmentation de I’appétit

- Un ralentissement psychomoteur (remarqué par 1’entourage)

- Une fatigue ou perte d’énergie quasi quotidienne

- Un sentiment de ne pas avoir de valeur ou sentiment de culpabilité

- Difficultés de concentration

- Pensées morbides récurrentes

La dépression se caractérise donc par une combinaison de symptémes cognitifs tels que la
rumination, la présence d’un sentiment de culpabilité ; de symptémes émotionnels via une
diminution de I’intérét et du plaisir a des activités quotidiennes (anhédonie) mais aussi par des

symptomes somatiques tels que 1’apparition de troubles du sommeil, une prise/perte de poids
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et un sentiment généralisé de fatigue. Elle est aussi associée a des symptémes de nature socio-
affective, tels que des altérations au niveau des interactions sociales, une augmentation du
retrait social et un biais négatif généralisé vis-a-vis de soi et du monde extérieur (Coyne &
Gotlib, 1983). Les patients déprimés expriment aussi une augmentation de sentiments
dysphoriques et peuvent étre plus irritables (Segrin, 2000). Ces symptémes doivent avoir des
répercussions séveres sur le fonctionnement social et causer une détresse chez le patient et ne
doivent pas aussi étre la conséquence de I’utilisation de substances ou d’une autre maladie. Il
n’est cependant pas rare que la dépression ait une forte comorbidité avec d’autres troubles, tels
que le cancer, mais aussi des troubles affectifs comme le trouble bipolaire ou I’anxiété (Kessler,

Merikangas, & Wang, 2007; Lamers et al., 2011).

Un autre aspect majeur de la sémiologie de la dépression est la présence d’un exces de
rumination focalisé sur soi, au cours de laquelle les sujets se remémorent beaucoup plus
d’événements négatifs. Les patients ont un focus interne excessif qui pourrait avoir une
composante cognitive (rumination) et interoceptive (douleur) (Mandell, Siegle, Shutt,
Feldmiller, & Thase, 2014).

Au niveau des facteurs de risques, les événements de vie de nature stressante tels que la
rupture d’une relation interpersonnelle semblent étre des facteurs majeurs dans le
développement d’un épisode dépressif (Kessler, 1997; Paykel, 2003; Slavich, Thornton, Torres,
Monroe, & Gotlib, 2009). En effet, comme abordé dans les chapitres précédents, la création et
le maintien de liens sociaux forts est une motivation liée au besoin fondamental d’appartenance
a un groupe. La rupture de relations interpersonnelles résulte d’une grande variété
d’évenements tels qu’une séparation, le déceés d’un proche ou encore la perte de son emploi
(Kendler, Hettema, Butera, Gardner, & Prescott, 2003). Cependant, chaque événement a ses
particularités et Slavich et al. ont introduit le terme de « rejet ciblé » ou « targeted rejection »,
défini comme un rejet social intentionnel et dirigé vers une personne en particulier (Slavich et
al., 2009). En reprenant nos exemples cités plus haut, la perte d’un proche serait une rupture de
relation interpersonnelle non ciblée, alors qu’une séparation initiée par son/sa partenaire
entrerait dans la catégorie de rejet ciblé. De maniere intéressante, il a été montré que les
individus ayant fait I’expérience d’un rejet ciblé avant le début de leur épisode dépressif avaient
déclaré leur dépression trois fois plus rapidement que ceux ayant fait I’expérience d’une perte
interpersonnelle non ciblée (Fig. 9; Slavich et al., 2009). Ces résultats soulignent non seulement

I’importance du maintien d’un haut niveau de notre besoin fondamental d’appartenance, mais
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aussi comment 1’expérience d’un rejet social peut avoir des conséquences chroniques et

pathologiques, favorisant I’apparition de pathologies psychiatriques, ici dépressives.
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Figure 9. Proportion cumulative des personnes diagnostiquées comme dépressives au cours du
temps. On observe chez les sujets déprimés ayant fait I'expérience d'un rejet ciblé une apparition de la
dépression plus rapide que chez ceux n'ayant pas été la cible d'un rejet (d'apres Slavich et al., 2009).

2. Dépression et déficits sociaux

Une des conséquences de la dépression est la présence de difficultés dans les interactions
sociales. Une étude longitudinale ayant suivi des patients sur une durée de 3 ans apres rémission
d’un épisode dépressif majeur a mis en évidence une persistance de déficits dans le
fonctionnement social de ces sujets (Rhebergen et al., 2010). Dans une revue, Kupferberg et al.
ont décrit différents aspects de ces déficits (Kupferberg, Bicks, & Hasler, 2016), dont nous
allons détailler certains points.

2.1 Communication sociale

Les sujets diagnostiqués comme déprimés démontrent dans un premier temps des troubles
au niveau de la communication sociale. Ceci se traduit par des biais négatifs dans I’intégration
et la régulation des expression émotionnelles, avec notamment une réaction plus importante
face aux expressions de peur et menace (Gotlib, Krasnoperova, Yue, & Joormann, 2004; Mogg
& Bradley, 2005). Les sujets déprimés ont aussi un niveau de coopération plus faible et mettent

en place une stratégie d’évitement des situations les mettant en compétition avec d’autres

53



personnes. Ils présentent aussi un biais cognitif et affectif envers des stimuli négatifs tels que
des émotions de tristesse (Crane, Bogner, Brown, & Gallo, 2007; Gotlib et al., 2004; MacLeod,
Mathews, & Tata, 1986), ainsi que des difficultés au niveau de la reconnaissance des émotions
de base, excepté la tristesse (Dalili, Penton-Voak, Harmer, & Munafo, 2015). La présence de
ce biais pourrait contribuer a réduire leurs niveaux d’estime de soi et de sentiment
d’appartenance, et donc mener a un retrait social (Hagerty, Williams, Coyne, & Early, 1996;
Steger & Kashdan, 2009).

Au niveau des comportements pro-sociaux tels que la coopération, 1’utilisation par exemple
du dilemme du prisonnier a montré que la dépression était liée a un niveau de coopération
moindre ainsi qu’a une tendance plus faible a contribuer au bien commun (Brendan Clark,
Thorne, Hardy, & Cropsey, 2013).

2.2 Perception émotionnelle et compréhension d'autrui

Les sujets deprimés démontrent aussi des difficultés a percevoir et analyser les émotions et
comportements d’autrui au cours de situations d’interaction sociale (Dalili et al., 2015;
Maniglio et al., 2014). Ils sembleraient avoir des difficultés a mentaliser les états d’autrui. Cette
capacité est aussi dénommeée « théorie de 1’esprit » et est définie comme la capacité d’attribuer
des états mentaux tels que les intentions a d’autres individus et donc de prédire leur réponses
comportementales et émotionnelles (Bora & Berk, 2016). La présence de ce déficit de
mentalisation chez les sujets déprimés peut mener a des réponses inadaptées au cours

d’interactions sociales.

Dans la continuité des déficits en théorie de 1’esprit, la dépression est aussi associée a des
déficits d’empathie, définie comme le fait de projeter I’expérience émotionnelle d’autrui sur soi
sans nécessairement en faire I’expérience. Ceci a été démontré par exemple dans une étude dans
laquelle les participants devaient noter le niveau de douleur ressenti apres visionnage d’une
vidéo relatant des experiences physiques douloureuses. Compares aux sujets sains, les patients
déprimés ont reporté des niveaux de douleur plus faibles (Fujino et al., 2014). Une explication
possible serait que les sujets déprimés auraient un niveau de détresse si élevé qu’il leur
empéecherait d’éprouver de la compassion face a la détresse d’autrui (L. E. O’Connor, Berry,

Lewis, Mulherin, & Crisostomo, 2007).
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2.3 Affiliation et attachement

Des difficultés dans la capacité a créer de liens sociaux et s’attacher a autrui pourraient

expliquer I’isolement social dans lequel se trouvent trés souvent les patients déprimés.

Une des caracteéristiques de la dépression unipolaire est la présence d’anhédonie sociale, qui
a pour conséquence 1’absence d’un besoin d’affiliation et donc de la satisfaction du besoin
d’appartenance (Brown, Silvia, Myin-Germeys, & Kwapil, 2007). Au cours d’interactions, on
observe chez les individus dépressifs une réduction du contact visuel, des sourires, et une
augmentation d’expressions faciales a valence négative (Annen, Roser, & Briine, 2012; Fiquer
et al., 2018). Une explication a la présence de cette anhédonie est la présence de cette
rumination inadaptée, empéchant I’individu d’allouer ses ressources attentionnelles vers le
monde extérieur, donnant I’impression donc d’étre désengagé de I’interaction sociale
(Kupferberg et al., 2016). Ce retrait pourrait aussi avoir une composante adaptive, étant donné
le biais négatif que ces sujets ont envers eux-mémes. Ainsi, éviter de s’engager dans des

interactions sociales les préserverait d’un potentiel rejet (Allen & Badcock, 2003).

Les déficits dans les comportements affiliatifs montrent aussi une sensibilité au rejet social
accrue comparé¢ a des individus sains. L’utilisation notamment de la tiche du CBT a mis en
évidence une réponse accrue au rejet comparé aux sujets sains (Kumar et al., 2017). De plus,
apres avoir regu un retour négatif au cours d’une tache de feedback social, les individus
dépressifs ont un sentiment de détresse maintenu dans le temps comparé aux sujets sains chez
qui ce niveau revient au niveau basal aprés cing minutes (Hsu et al., 2015). Cette sensibilité
accrue au rejet social est présente non seulement dans la dépression mais aussi dans d’autres
troubles liés a des représentations mentales négatives (Gao, Assink, Cipriani, & Lin, 2017). 1l
semblerait donc que la dépression et les événements de stress social soient en partie liés, d’une
part en catalysant I’apparition des symptomes dépressifs, et d’autre part au cours des épisodes

dépressifs dans le cadre d’interactions sociales ou les individus dépressifs seraient en difficulté.
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3. Modeles animaux de dépression

3.1 Développement de modeles de maladies

neuropsychiatriques

La dépression est un trouble psychiatrique dont la physiopathologie reste encore peu connue.
Les modeles animaux de dépression sont donc un outil important dans la compréhension des
mécanismes et processus neurobiologiques impliqués dans ces troubles. La recherche
translationnelle fonctionne a double sens, car les avancées dans 1’identification de bio-
marqueurs valides chez I’humain permettent d’améliorer la validité prédictive des modeles
animaux. A l’inverse, de meilleurs modéles animaux pourront faciliter la découverte de

nouvelles cibles thérapeutiques ainsi qu’améliorer la recherche de bio-marqueurs pertinents

(Czéh, Fuchs, Wiborg, & Simon, 2016; J. L. Price & Drevets, 2012; Sarnyai et al., 2011)

Une des bases utilisees pour le développement de ces modéles animaux est le DSM-5. Dans
le cadre de la dépression (cf. paragraphe précédent), cette pathologie se caractérise par une
combinaison de symptomes physiques tels qu’une perte ou prise de poids,
hypersomnie/insomnie et une fatigue généralisée. D’autres symptomes sont de nature affective
et cognitive tels que la présence d’une humeur dépressive, une anhédonie ou perte de plaisir
pour les activités quotidiennes, une baisse de la concentration, une dévalorisation ainsi que des
pensées morbides récurrentes. Ces critéres diagnostiques sont définis pour le moment au niveau
phénoménologique et non mécanistique car a ce jour nous n’avons toujours pas de bio-
marqueurs objectifs permettant d’établir un diagnostic. De plus, la majorité de ces critéres sont
de nature subjectives, ajoutant une difficulté dans la modélisation de cette pathologie (Nestler
& Hyman, 2010). En prenant en compte ces contraintes, les modéles animaux tendent plutét a
répliquer certains symptdmes comportementaux et végétatifs (i.e. régulation de 1’appétit) de la
dépression voire a utiliser la génétique sur la base de génes identifiés comme potentiellement

impliqués dans la maladie en question (Slattery & Cryan, 2014).

Il est donc nécessaire d’établir des critéres multidimensionnels de validation de modéles
animaux (Tableau 5). Les chercheurs ont utilisé différentes stratégies de développement de
modeéles, les principales étant la manipulation génétique, croisements sélectifs permettant de
sélectionner des phenotypes comportementaux particuliers, et des manipulations extérieures et
environnementales via des études comportementales, une administration pharmacologique ou

une intervention invasive par lésion (I. D. Neumann et al., 2011).
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Tableau 5. Critéres de validation de modéles animaux de maladies neuropsychiatriques

Critere Définition

Validité étiologique Mémes modifications pathophysiologiques

Validité apparente Phénotype similaire aux patients humains, comparaison avec le
DSM-V

Validité prédictive Réponses similaires aux manipulations déléteres (stress) ou

bénéfiques (traitements) utilisées chez les humains

Nous ne decrirons ici que les modeles de dépression basés sur des manipulations

environnementales.

3.2 Modeles de dépression - manipulation
environnementale
3.2.1 Lésion

Un modele de dépression basé sur une lésion cérébrale est la bulbectomie olfactive
bilatérale chez le rat (OBX) (Jancsar & Leonard, 1981). Ces rats présentent des modifications
comportementales telles que des déficits en mémoire spatiale ainsi qu’une altération de la
locomotion et I’apparition d’une anhédonie. Le systéme olfactif est connecté a des régions
limbiques telles que I’amygdale et I’hippocampe qui jouent un réle dans la mémoire et les
émotions (Song & Leonard, 2005). Les rats Iésés au niveau des bulbes olfactifs présentent aussi
des modifications cellulaires au niveau des sous-régions CA1l et CA3 de I’hippocampe qui
alterent sont fonctionnement, en accord avec les altérations observées au niveau de
I’hippocampe des patients déprimés (MacQueen & Frodl, 2011). Des altérations au niveau de
la neurotransmission sérotoninergique et noradrénergique ont aussi été décrites (W. T.
O’Connor & Leonard, 1986). Ce modele possede cependant une faible validité étiologique car

la déepression n’est pas habituellement associée a des lésions cérébrales.

3.2.2 Chimique

Des manipulations de 1’homéostasie des rongeurs peuvent constituer un modéle de

dépression. La dépression est associée a des niveaux de stress élevés et serait aussi liée a un
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état inflammatoire hyperactif (Felger & Lotrich, 2013; Remus & Dantzer, 2016). Les niveaux
de stress, qui peuvent étre objectivement mesurés en quantifiant la concentration plasmatique
en corticostéroides (CORT) et glucocorticoides, refletent des modifications de I’activité d’un
axe lié a la réponse au stress, I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA). Cet axe
fonctionne de maniere anormale chez les patients déprimés ou on retrouve des niveaux élevés
de glucocorticoides dont le cortisol (Carroll, Curtis, & Mendels, 1976). Son activité peut donc
étre manipulée en administrant de maniere chronique chez les rongeurs de la corticostérone
exogene, ce qui entraine I’apparition de symptdmes anxiogenes et de type dépressifs chez les
souris traitees (David et al., 2009; Murray, Smith, & Hutson, 2008). Au niveau du systéeme
inflammatoire, on retrouve chez les patients déprimés une quantité anormalement élevée de
cytokines pro-inflammatoires, qui serait réduite par administration d’antidépresseurs (Tynan et
al., 2012). Chez le rongeur, le systeme immunitaire peut étre stimulé via I’administration de

lipopolysaccharide, qui va a son tour activer les cytokines proinflammatoires (Yirmiya, 1996).

3.2.3 Stress

Le stress est un facteur étiologique de la dépression pouvant favoriser son apparition,
particulierement chez les sujets a risques (Anisman & Zacharko, 1982; Kessler, 1997). Un
mécanisme pouvant I’expliquer est une dérégulation du fonctionnement de I’axe HPA qui
deviendrait hyperactif, empéchant une réponse adaptée au stress (Barden, 2004; Kessler, 1997,
I. D. Neumann et al., 2011). Certains mode¢les animaux se sont donc basés sur I’induction d’un
stress aigu ou chronique, menant a D’apparition de comportements de types dépressifs
(Chaouloff, 2013; Gold, 2015). Ces paradigmes sont largement utilisés pour modéliser les
troubles anxieux et de I’humeur pouvant caractériser les pathologies affectives. Les modéles
animaux basés sur I’induction d’un stress chronique induisent chez les rongeurs des symptomes
de type dépressifs tels que des comportements de type anhédonique, une résignation
comportementale ou encore des déficits cognitifs lors de tests de mémoire de travail ou spatiale
(Chaouloff, 2013; Soéderlund & Lindskog, 2018)

a) Stress Social

On retrouve entre autres des paradigmes de stress social décrit précédemment tels que la
défaite sociale ou le paradigme de résident-intrus (Hollis & Kabbaj, 2014; Koolhaas et al.,
2013). Les phénotypes induits par I’exposition a un stress social chronique peuvent étre inverses
par administration d’antidépresseurs chez le rat (Rygula et al., 2006). lls incluent une

augmentation de la durée d’immobilité au cours du test de nage forcée (Beery & Kaufer, 2014;
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Y.-Y. Liu et al., 2017), ou encore la présence d’anhédonie caractérisée par une diminution de
la consommation en sucrose (Marcolin, Hodges, Baumbach, & McCormick, 2019; Matthews,
Forbes, & Reid, 1995; Riga, Theijs, De Vries, Smit, & Spijker, 2015).

b) Stress chronique modéré

D’autres procédures administrent un stress chronique modéré de nature non sociale
(chronic mild stress, CMS ; Katz, 1981; Willner, 1997). Ce paradigme a initialement été
développé chez le rat, mais est maintenant aussi utilisé chez les souris. Les rats sont
quotidiennement exposés a des facteurs de stress de nature variable (cage non changée,
restriction alimentaire, privation en eau, altération du cycle circadien, etc.). Une version
imprévisible du paradigme fait varier 1’ordre et le moment de I’application de ces facteurs de
stress afin d’empécher toute anticipation et adaptation comportementale pour les rongeurs
(Monteiro et al., 2015; Nollet, Le Guisquet, & Belzung, 2013).

La résignation acquise (learned helplessness) est une autre forme de CMS largement
utilisée dans laquelle les animaux sont exposés a des chocs électriques imprévisibles et dont ils
ne peuvent s’échapper (Anisman & Merali, 2001; Vollmayr & Henn, 2001). Aprés 3-4
semaines d’exposition au stress, les animaux présentent des symptdmes de type anhédonique,
se traduisant par une réduction de leur préférence pour une solution sucrée comparé a de I’eau
(Willner, 1997, 2005). On retrouve aussi chez les rongeurs exposés a la résignation apprise une
absence de comportement d’évitement lorsqu’ils ont la possibilité¢ d’éviter 1’exposition aux
chocs électriques (Pryce et al., 2011; Vollmayr & Henn, 2001). Le point commun de ces
modeéles est ’exposition de maniére chronique a une situation hautement stressante, menant a

I’apparition de symptomes de type dépressif (Nollet et al., 2013).

c) Stress périnatal

L’exposition précoce au stress augmente les chances de développer des symptomes
dépressifs chez I’humain car le stress va altérer le développement du cerveau a une période
critique (Heim & Binder, 2012; Schmidt, Wang, & Meijer, 2011). 11 s’agit donc d’un bon

modeéle animal de dépression car les symptémes observés chez le rongeur adulte auront une

.....

Differents modeéles sont utilisés, le plus simple étant celui de séparation maternelle dans
lequel les rats juvéniles sont sevré de leur mére ou de la totalité de la couvée grace a des

séparation de 3 a 6h durant les premiéres semaines postnatales (jours postpartum 2 a 12)
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(Vetulani, 2013). Ce stress précoce altéere la réponse endocrine, et s’illustre par une
augmentation des niveaux de glucocorticoides chez les rats adultes exposés a des procédures
de CMS (Réus et al., 2011; Riedi-Bettschen et al., 2006).

Le stress précoce peut aussi étre induit avant la naissance, en exposant les meres gestantes
a une contention quotidienne au cours de la derniére semaine de gestation (Louvart, Maccari,
& Darnaudéry, 2005; Maccari et al., 2003). Les juveniles présentent une augmentation de la
durée d’immobilité au cours du test de nage forcée, une augmentation des comportements de

types anxieux ainsi qu’une altération de la transmission sérotoninergique (Weinstock, 2016).

Un résumé des principaux modeles de dépression est disponible ci-dessous (Tableau 6).

Tableau 6. Modéles animaux de dépression. (d'apres Abeilara et al. 2013 ; Neumann et al. 2010)

Manipulation

Type

Modeéle

Fonction

Génétique

Environnementale

Souris knock-
out

Transgénique

Optogénétique

Invasive

Chimique

Stress

KO pour récepteurs a la
sérotonine, transmission
glutamatergique

Flinders Sensitive rat
Line (FSL)

Wistar-Kyoto (WKY)
Activation/Inhibition

Bulbectomie olfactive

Stimulation du systéeme
immunitaire par
injection de LPS
(inflammation)

Stress Social

Stress chronique
modéré

Stress périnatal

Syndrome sérotoninergique,
vulnérabilité a la dépression

Estimer I'effet de traitements
antidépresseurs / Modeles
vulnérables au stress

Etude de I'activité neuronale

Induction de comportements et
modifications physiologiques

Etude du facteur inflammatoire
dans la dépression

Modélisation des facteurs de
risque de développement d'un
épisode dépressif
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3.3 Modeles prédictifs, mesure des modifications

comportementales affectives

Les modifications comportementales pouvant étre observées chez des rongeurs ayant un
phénotype de type dépressifs sont souvent de nature affective (Lapiz-Bluhm et al., 2008). Elles
sont le reflet de symptdmes pouvant étre observés chez 1’humain, tels que 1’anhédonie (test de
préférence au sucrose) (Slattery & Cryan, 2014), les modifications psychomotrices (test d’open
field) mais aussi les niveaux d’anxiété (open field, labyrinthe en croix suréleve). La réponse
antidépressive peut aussi étre analysée en utilisant les tests de nage forcée ou de suspension par
la queue. Ici nous détaillerons uniquement les tests que nous avons utilisés au cours de nos

travaux expérimentaux.

3.3.1 Prédiction de la réponse antidépressive

Le test de nage forcée (Forced swimming test, FST) a été développé pour cribler I’efficacité
des traitements aigus d’antidépresseurs (Porsolt, Bertin, & Jalfre, 1977). 1l s’agit donc a
I’origine d’un modele prédictif de la réponse antidépressive. Le développement d’une version
modifié du FST a permis de discriminer différents comportements actifs observés durant le test,
qui sont la nage, I’immobilité et 1’escalade des parois (Fig. 10A) (Slattery & Cryan, 2012).
L’immobilité¢ serait le résultat d’une détresse comportementale, reflétant 1’incapacité¢ de
I’animal de s’échapper, ou bien I’apparition d’une stratégie passive réduisant le niveau de stress
induit par la situation. Ces comportements seraient liés a des mécanismes d’actions spécifiques,
liés pour la nage a une action sérotoninergique et pour I’escalade a une voie impliquant les
catécholamines (Cryan, Valentino, & Lucki, 2005; Detke & Lucki, 1996). Ce test permet donc
d’étudier les modifications de comportements ainsi que l’efficacité de traitements ou

interventions environnementales sur le niveau de résignation des rongeurs.

Un autre test utilisé uniquement chez la souris est celui de suspension par la queue (Fig.
10B ; Steru, Chermat, Thierry, & Simon, 1985). Il est basé sur le méme principe que le FST, a
savoir que les symptomes de type dépressifs et la résignation sont associés a une réduction de

la mobilité, qui est inversée par I’administration d’un traitement antidépresseur adapté.
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Figure 10. Tests prédictifs de I'activité antidépressive. A) Test de nage forcée. B) Test de
suspension par la queue (d'aprées Albeilara et al., 2013).

Ces deux tests nécessitent en complément une évaluation de I’activité locomotrice, afin de
pouvoir attribuer avec certitude une réduction de la mobilité a une résignation accrue et non a

une altération généralisée de la locomotion.

3.3.2 Anxiété et activité locomotrice

Le test d’open field a été développé pour évaluer le niveau de crainte des rongeurs via une
quantification du nombre de défécation dans une arene ou open field (Hall & Ballachey, 1932;
Walsh & Cummins, 1976). Plus recemment, il est géneralement utilisé pour 1’évaluation du
niveau d’anxiété des rongeurs (Belovicova, Bogi, Csatlosova, & Dubovicky, 2017). Dans ce
test, un rongeur est placé au centre d’une aréne ouverte et son activité locomotrice est monitorée
durant 5 & 10 minutes. Les rongeurs ont naturellement tendance a éviter de se retrouver en zone
exposée afin d’éviter une potentielle attaque de prédateur. Plus les niveaux d’anxiété sont éleves,
plus ils passeront du temps en périphérie de 1’aréne par rapport au centre. Ce test permet

d’évaluer simultanément les niveaux d’anxiété ainsi que I’activité locomotrice des rongeurs.

3.3.3 Retrait social

La dépression est caractérisée par des altérations dans les interactions sociales chez les
humains. La comorbidité avec la pathologie anxieuse peut aussi mener a un retrait social. Chez
le rongeur, cette dimension peut étre évaluée en utilisant des tests d’interactions sociales tels

que ceux décrits précédemment. Les rongeurs présentant des symptomes de type dépressif sont
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en retrait et évitent I’initiation d’interactions sociales (Nam, Clinton, Jackson, & Kerman, 2014;
Wilson & Koenig, 2014).

3.3.4 Autogrooming

Lorsque le grooming est dirigé vers soi, on parle d’autogrooming ou self-grooming. Il
permet non seulement de maintenir un niveau d’hygiéne mais aurait aussi une fonction de « de-
arousal », nécessaire a la réduction des niveau d’anxiété (Kalueff et al., 2016). L’autogrooming
est un comportement stéréotypé et trés conservé, qui occupe entre 30 et 50 % de leur temps
éveillé (Bolles, 1960; Kalueff, Aldridge, LaPorte, Murphy, & Tuohimaa, 2007; Kalueff et al.,
2016). Il est organisé en microstructure séquencée suivant un avancement céphalo-caudal. Ce
grooming débute généralement au niveau des pattes avant et du nez (Phase I), suivi d’un
grooming du visage (Phase Il), puis d’un grooming de la téte (Phase I11) pour enfin finir avec
un grooming du corps (Phase 1V) (Fig 11). Dans des situations pathologiques telles qu’en
présence de maladie neuropsychiatriqgues et neurodégénératives, le comportement

d’autogrooming peut étre perturbé et devenir anormal.
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Figure 11. Comportement d'autogrooming chez le rongeur. Le grooming suit une séquence
d'évenements tres conservée découpé en 4 phase. La phase I correspond a une série de mouvements
elliptiques bilatéraux réalisés au niveau du nez ; la phase II correspond a une série de mouvements
unilatéraux réalisés par chaque patte au niveau du visage ; la phase II et constituée d'une série de
mouvements bilatéraux allant vers I'avant et I'arriere au niveau de la téte ; enfin, la derniére phase
comprend une série de mouvement dirigé vers le corps (d'apres Kalueff et al., 2016).
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Un comportement anormal d’autogrooming a été observé dans de nombreuses maladies
neuropsychiatriques telles que 1’autisme ou les troubles des ganglions de la base (Kalueff et al.,
2016). Les modeles animaux de dépression présentent aussi des altérations du comportement
de grooming (Smolinsky, Bergner, LaPorte, & Kalueff, 2009). Cependant la question se pose
toujours de savoir si les animaux présentant un phénotype de type dépressif augmentent ou
réduisent leur durée de grooming (Fig. 12). Chez les rongeurs ayant un phénotype de type
dépressif, on observe une détérioration de 1’état de la fourrure, pouvant étre compatible avec
une réduction de 1’autogrooming (Isingrini et al., 2010; Nollet et al., 2013). D’autre études ont
mis en évidence un pattern de grooming aberrant suite a 1’exposition a un stress chronique
(Audet, Goulet, & Doré, 2006; Denmark et al., 2010).
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Figure 12. Comportement d'autogrooming attendu dans différents modéles animaux de maladies
neuropsychiatriques. (modifié d'apres Kalueff et al. 2016)
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4. Corrélats neuronaux de la dépression unipolaire

4.1 Données chez I’humain

La dépression est un trouble multidimensionnel, mettant en jeu des structures cérébrales
aussi bien limbiques, sous-limbiques que corticales. Elle est caractérisée par des anomalies
fonctionnelles pouvant étre étudiees en imagerie fonctionnelle, et structurales pouvant étre

analysee par des études post-mortem.

Des enregistrements au repos en IRMf ont mis en évidence une hyperactivation basale du
CPF et CCA, avec des spécificités au niveau du CPF ventromédian, du CCAsg et du thalamus
(Connolly et al., 2013; Greicius et al., 2007; Hamani et al., 2011; Helen S. Mayberg et al., 2005).
En particulier, de nombreuses études ont désigné de maniere constante le CCAsg ou BA25
comme impliqué dans la physiopathologie de la dépression (Lozano et al., 2008; H. S. Mayberg,
1997). 1l serait lie aux symptémes de dysphorie, car il serait activé de maniére transitoire chez
les sujets sains en période de tristesse, et activé de maniére chronique chez les patients
dépressifs (Krishnan & Nestler, 2008). De maniére intéressante, cette région répond aux
traitements pharmacologiques par inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (ISRSs)
et par stimulation cérébrale profonde (SCP) chez les sujets résistants aux antidépresseurs. Une
¢tude pionniére a démontré qu’un traitement par SCP au niveau de BA25 réduisait les
symptdémes dépressifs, via une réduction de son activation ainsi que celle du thalamus et de
régions préfrontales (Helen S. Mayberg et al., 2005). De la méme facon, les traitements par
ISRSs chez les patients répondant au traitement réduisent le métabolisme au niveau de BA25,

confirmant son réle clé dans la physiopathologie de la dépression (Fig. 13; Hamani et al., 2010).
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Figure 13. Pattern d'activation du CCAsg (BA25) en réponse a divers traitements antidépresseurs.
Le métabolisme du glucose et le flux sanguin cérébral sont présentés en réponse a différents traitements
antidépresseurs A-B) pharmacologiques, C-E) invasifs par stimulation, F) manipulation
comportementale et G) manipulation des niveaux de sérotonine. H) Différence anatomique chez des
sujets homozygotes pour l'allele S du transporteur a la sérotonine et ceux porteurs de l'allele L. I)
Réduction (région rose) de la densité gliale chez des sujets déprimés comparés a des controles sains en
post-mortem (Hamani et al,, 2011).

Au niveau du lien entre intensité des symptdmes dépressifs et activation neuronale, le
niveau d’activation du CCAsg correle positivement avec les scores de dépression (Keedwell et
al., 2009). Il a aussi été démontré que le niveau de désespoir était positivement corrélé avec le
niveau d’activation au niveau du CCA ventral et de I’Al (Drevets, 2000; Z. Yao, Wang, Lu,
Liu, & Teng, 2009). Des anomalies au niveau de I’activation insulaire ont aussi été relevées au
cours de taches d’interoception, ou son activité est négativement corrélée a la sévérité des
symptdmes dépressifs (Avery et al., 2014). Cependant des résultats opposés ont été trouves,
montrant que son activité est élevée en réponse a des stimulus négatifs chez les patients
déprimés ce qui refléterait une sensibilité accrue généralisée envers les stimulus négatifs
(Mottaghy et al., 2002; Sprengelmeyer et al., 2011). Une étude a néanmoins montré que
’altération du métabolisme de 1’ Al chez des sujets déprimés pouvait prédire la réponse a un
traitement antidépresseur ou traitement par thérapie cognitive comportementale (McGrath et
al., 2013). Au niveau structural, une réduction du volume neuronal du cortex insulaire antérieur

a eté relevé chez des sujets déprimés ou en rémission, pouvant étre a I’origine des altérations
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émotionnelles observées (Namkung et al., 2017; Takahashi et al., 2010). Cette structure
pourrait donc constituer un biomarqueur permettant d’améliorer la prise en charge de la

dépression.

Dans le contexte du stress social, des études en CBT chez des sujets déprimés a mis en
évidence une activation accrue dans I’insula, amygdale et CPF ventrolatéral en réponse a
I’exclusion sociale comparé a des sujets controles (Kumar et al., 2017; Silk et al., 2014). Cette
réponse est aussi négativement corrélée aux scores d’estime de soi. L’insula aussi est impliquée
dans le biais envers les émotions négatives ¢tant donné que son activité apres réception d’un
stimuli émotionnel négatif est supérieure chez les sujets dépressifs que les sujets sains
(Hamilton, Chen, & Gotlib, 2013; Hamilton et al., 2012). De maniere intéressante une étude
menée chez des adolescents non déprimés a montré que le niveau d’activation du CCAsg au
cours d’une phase d’exclusion du CBT était positivement corrélé a 1’apparition de symptomes
dépressifs dans 1’année qui a suivi (Masten et al., 2011). L’intensité d’activation du CCAsg
dans un contexte de stress social pourrait donc mettre en évidence une prédisposition pour le
développement de symptdmes dépressifs et constituer un biomarqueur chez des sujets identifiés

comme a risque pour la dépression.

D’autres altérations cette fois-ci a I’échelle des réseaux cérébraux et de la connectivité
fonctionnelle ont été observées chez les patients souffrant de dépression. Un symptéme clé de
la dépression est la rumination inadaptée, qui semblerait avoir pour origine un
dysfonctionnement au niveau du réseau de mode par défaut DMN, impliqué dans les processus
de référence a soi et intéroceptifs (Hamilton, Farmer, Fogelman, & Gotlib, 2015). On retrouve
en effet chez les sujets dépressifs une augmentation anormale de la connectivité au sein de ce
réseau (Kaiser, Andrews-Hanna, Wager, & Pizzagalli, 2015) et avec d’autres régions telles que
le CCAsg et le thalamus (Fig. 14 ; Berman et al., 2011; Cooney, Joormann, Eugéne, Dennis, &
Gotlib, 2010; Greicius et al., 2007; Hamilton, Farmer, Fogelman, & Gotlib, 2015; Nejad,
Fossati, & Lemogne, 2013).
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Figure 14. Corrélation en la connectivité CCAsg-DMN et la durée de I'épisode dépressif. Etude
réalisée chez 24 patients, montrant que le niveau de connectivité CCAsg-DMN corréele positivement avec
la durée de I'épisode dépressif actuel (d'apres Greicius et al. 2007).

Les différents patterns de connectivité des sous-divisions du CCA avec d’autres régions
du cerveau ont aussi été examinés. Dans une étude étudiant la connectivité fonctionnelle chez
des sujets déprimés, la réponse a un traitement par stimulation magnétique transcranienne a été
prédite par le niveau de connectivité du CCAsg en baseline (Liston et al., 2014). Les hauts
niveaux de dépression sont associés avec une diminution de la connectivité entre le CCAsg et
I’Al (Philippi, Motzkin, Pujara, & Koenigs, 2015; C. Wang et al., 2018). De plus, une plus
grande connectivité a été observé entre le CCAsg et le PCC (faisant parti du DMN) ainsi
qu’entre le CCAsg et le CPF dorsolatéral, validant les observations montrant une augmentation
de la connectivité entre le CCAsg et le DMN dans les processus de rumination. L utilisation de
la stimulation magnétique transcranienne au niveau du CPF dorsomédial réduit
I’hyperconnectivité entre le CCAsg et certaines régions du DMN (CPF ventromédial et CCA
prégénual) (Liston et al., 2014). Ces altérations au niveau du DMN sont aussi retrouvées chez
des sujets a risque de dépression dont un membre de leur famille au premier degré a déclaré au

moins un épisode dépressif majeur (Posner et al., 2016).

Un autre réseau majeur altére dans la physiopathologie de la dépression est le SN
(Manoliu et al., 2013; Sheline et al., 2009) ou une diminution du niveau d’activation
fonctionnelle au niveau de 1’ Al, une des régions centrales du SN, a été observée. De plus, cette
réduction a été négativement corrélée a la séveérité des symptomes dépressifs, et positivement a
la réduction de connectivité entre le DMN et CEN (Manoliu et al., 2013). Etant donné le réle

important du SN dans le switch entre le DMN et le CEN, des dysfonctionnements dans sa
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connectivité pourrait avoir des conséquences importantes notamment au niveau des troubles de
la rumination, avec une balance penchant vers une augmentation de 1’activité du DMN. Ceci
entrainerait une réduction de I’attention portée sur des informations venant du monde extérieur
et un focus accru sur ses états et pensées internes (Hamilton et al., 2011). De plus, d’autres
altérations ont été observées dans des systemes impliqués dans le contrble cognitif et la
régulation émotionnelle, pouvant expliquer les difficultés qu’ont les sujets dépressifs a réguler

les niveaux d’humeur triste.

De maniére cohérente avec les modifications de connectivité fonctionnelle, des anomalies
structurales ont été observees chez les sujets deprimés, chez lesquels on retrouve une réduction
globale de la myélinisation au niveau notamment du CCAsg et de I’insula comparé a des
contréles sains (Drevets, Savitz, & Trimble, 2008; Sacchet & Gotlib, 2017). Ces anomalies ont
aussi été retrouvées chez des proches des patients déprimés. Par exemple, une étude réalisée
chez des descendants de proches déprimés a montré une réduction de 28% de 1’épaisseur
corticale du ’hémisphére droit, et ce malgré 1’absence d’histoire dépressive (Peterson et al.,
2009). Ceci pourrait constituer un marqueur de vulnérabilité a développer des symptoémes

dépressifs.

4.2 Etudes animales

Les mod¢les animaux de dépression nous permettent d’adopter une approche plus invasive

afin d’étudier les corrélats neuronaux impliqués dans la dépression.

Au niveau de 1’équivalent murin du CCAsg (le cortex infralimbique ou A25 ; Ongir &
Price, 2000), une inactivation transitoire par infusion de muscimol, un agoniste des récepteurs
GABAA,, a réduit les comportements de type déepressifs chez le rat au cours du test de nage
forcée (Slattery, Neumann, & Cryan, 2011). Des résultats similaires ont été obtenus lorsque
I’activité de BA25 était modulée via une inhibition d’un transporteur du glutamate (Gasull-
Camos, Tarrés-Gatius, Artigas, & Castafé, 2017), par SCP (Bambico et al., 2015; Hamani et
al., 2010; Lim et al., 2015) ou par stimulation optogénétique (Covington et al., 2010; Fuchikami
et al.,, 2015). Au niveau comportemental, cela s’est traduit par une réduction de la durée
d’immobilité au cours du FST, de 1’anhédonie observée dans le test de consommation de
sucrose ainsi que des niveaux d’anxiété. Cette action de type antidépressive a aussi eté observee

dans une lignée de rats présentant un haut niveau d’anxiété et des symptomes de type dépressifs,
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et a qui une infusion de muscimol a été administrée au niveau de A25 (Slattery et al., 2011).
Ces résultats vont dans le sens de ceux démontrés chez I’humain ou le traitement par SCP au
niveau du CCAsg a une action antidépressive, et soulignent I’importance de cette région dans

la physiopathologie de la dépression (Helen S. Mayberg et al., 2005).

Dans un mod¢le de dépression utilisant la défaite sociale, une analyse des niveaux d’ARNm
c-fos, un marqueur d’activation neuronale, a révélé une augmentation de 1’activation au niveau
du CPF, cortex cingulaire et de ’amygdale comparé aux rats contréles (Yu et al., 2011). Ces
résultats sont cohérents avec 1’¢élévation basale du métabolisme et de 1’activation au niveau du
CCAsg observeés chez les patients déprimeés. Le role de 1’insula dans les phénotypes de type
dépressifs chez le rongeur est moins étudié, cependant étant donné son implication dans la
physiopathologie de la dépression chez I’humain, il serait intéressant d’étudier son rdle dans la

réponse de type antidépressive.
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5.Résumeé

La dépression étant un trouble multidimensionnel, de nombreuses régions cérébrales
sembleraient étre impliquées dans sa neurobiologie. 1l semblerait cependant que des régions
clés soient aussi impliquées dans la régulation de la réponse au stress social, dont le CCAsg ou
BA25 et I’Al. Le tableau ci-dessous résume les principales altérations comportementales et
neuronales caractérisant la dépression unipolaire, avec une approche translationnelle soulignant

les similitudes pouvant étre retrouvées entre les modeles humains et rongeurs (Tableau 7).

Tableau 7. Dépression - Résumé

DEPRESSION UNIPOLAIRE / COMPORTEMENT DE TYPE DEPRESSIF

MODIFICATIONS ALTERATIONS
COMPORTEMENTALES NEUROPHYSIOLOGIQUES
Ralentissement Résignation Sérotonine et Modele d'altération
psychomoteur accrue récepteurs a la transmission
sérotonine sérotoninergique
Anhédonie Anhédonie Inflammation Inflammation
Anxiété Anxiété CPF CPF médian (cortex
CCAsg infralimbique)

Evitement social Retrait social Insula Insula agranulaire

Difficultés a créer et
maintenir des liens

sociaux
Humeur dépressive Non mesurable Connectivité Amygdale
. . CCAsg-DMN
Baisse de I'estime de 9
: accrue
soi
Connectivité

Pensées morbides gl e
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III. PSYCHOPHARMACOLOGIE DE L'EXCLUSION
SOCIALE

En complément des systemes neuronaux et stratégies comportementales sollicitées dans le
cadre des interactions sociales et de 1’exclusion sociale, un lien existe entre les comportements
sociaux et notre systéeme neurobiologique. La mesure des modifications neurobiologiques
notamment via 1’étude des neurohormones impliquées dans la réponse et régulation de
I’exclusion sociale nous apporte des réponses objectives sur les mécanismes de réponse
physiologique de notre corps, ainsi que sur la possible origine des activations neuronales
observées dans le cadre de I’exclusion. Dans ce chapitre nous allons présenter les études menées
sur un neuropeptide en particulier, I’ocytocine (OT), en exposant les études réalisées chez le
sujet sain, le sujet en situation pathologique toujours en prenant I’exemple de la dépression, et

les études translationnelles chez le rongeur.

1. Ocytocine et processus affiliatifs

Ces derniéres années 1’OT, un neuropeptide produit par les neurones magnocellulaires des
noyaux paraventriculaires et supraoptiques de 1’hypothalamus, a été le sujet d’études poussées
notamment dans le domaine des interactions sociales. Ce neuropeptide est présent chez tous les
vertébreés et serait apparu trés tot dans 1’évolution car la présence de peptides homologues de
I’OT est avérée chez les invertébrés (Gimpl & Fahrenholz, 2001; Gruber, 2014; Knobloch &
Grinevich, 2014). Il est sécrété de maniere endocrine via libération vésiculaire au niveau de la
glande pituitaire dans la circulation sanguine générale pour une action en périphérie, mais peut
aussi agir au niveau central sur des régions cibles des projections hypothalamiques (Buijs, De
Vries, Van Leeuwen, & Swaab, 1983). Les régions d’actions de I’OT sont liées a la distribution
de ses récepteurs (OTR) et de leurs projections dans le cerveau. Peu d’études ont déterminé
avec exactitude cette distribution cérébrale chez 1’humain, cependant des études chez les
primates non-humains ont pu mettre en évidence la présence de récepteurs au niveau de
I’hippocampe, amygdale et CCA, des régions impliquées dans les processus sociaux (Fig. 15 ;
Grinevich, Knobloch-Bollmann, Eliava, Busnelli, & Chini, 2016). Cette molecule a été

caractérisée comme impliquée dans les comportements maternels via son action stimulante sur
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la lactation, mais aussi dans 1’affiliation et les comportement pro-sociaux d’approche. Les OTR
sont aussi présents au niveau de 1’insula (Tribollet, Dubois-Dauphin, Dreifuss, Barberis, & Jard,
1992) ainsi que du CCA et de ’amygdale, une structure centrale connectée a I’insula et
impliquée dans les comportements sociaux (Amaral, 2003; Boccia, Petrusz, Suzuki, Marson, &
Pedersen, 2013).

Chez le rongeur, il y a une forte densité des OTR qui sont présents au niveau du CPF médian
(Knobloch et al., 2012; Sabihi, Dong, Maurer, Post, & Leuner, 2017; Smeltzer, Curtis, Aragona,
& Wang, 2006). On retrouve aussi des OTR au niveau de I’insula (Rogers-Carter et al., 2018)
ainsi qu’au niveau du bulbe olfactif, voie d’entrée principale des stimuli sociaux chez les
rongeurs (Grinevich et al., 2016). Les neurones ocytocinergiques projettent aussi au niveau du
CPF médian et de I’insula (Knobloch et al., 2012; Marlin & Froemke, 2017; Mitre, Minder,
Morina, Chao, & Froemke, 2018).

C Rodents voles, rats, mice @ D Primates rhesus monkeys,

titi monkeys,

marmosets

visual
input

Areas of the mesolimbic QOther areas possibly
social and reward networks involved in social behavior

in which OTR expression is influenced by
gender and/or species-specific patterns of behavior

Figure 15. Expression des OTR chez les rongeurs et les primates. (d'apres Grinevich et al. 2016)

Etant donné la répartition des OTR et la localisation des neurones sensibles & I’OT au niveau
de régions impliquées dans la cognition sociale, nous allons dans ce chapitre présenter les
modulations comportementales et neuronales de I’OT dans un contexte social chez 1’humain

ainsi que le modele rongeur.
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1.1 Ocytocine chez I'humain

1.1.1 Modulation comportementale

Dans le contexte des études en laboratoire des effets de I’OT, la voie d’administration
privilégiée pour action centrale chez I’humain est intra-nasale (Born et al., 2002). En effet cette
voie d’administration est non invasive et permet de délivrer des neuropeptides au niveau
cérebral, démontré par mesure de la concentration de ces molécules dans le liquide céphalo-
rachidien. L’administration d’OT module I’activation cérébrale ainsi que les comportements.
Son action pro-sociale agirait de deux maniére, avec d’une part une action anxiolytique de I’OT
facilitant les comportements d’approche, et d’autre part une augmentation de la saillance et
valeur gratifiante des stimulus sociaux (Fig. 16 ; Bethlehem, Baron-Cohen, van Honk,
Auyeung, & Bos, 2014; Grace, Rossell, Heinrichs, Kordsachia, & Labuschagne, 2018).

Chez I’humain, ce neuropeptide modifie la perception des visages émotionnels et augmente
le niveau de confiance accordé a autrui (Kosfeld, Heinrichs, Zak, Fischbacher, & Fehr, 2005).
Il aurait donc une action permettant d’augmenter la détection d’indices et stimuli sociaux
pertinents et la régulation des signaux pro-sociaux ainsi que I’encodage de stimuli sociaux de
valence positive (Guastella, Mitchell, & Dadds, 2008), favorisant donc la création et
maintenance de relations sociales fortes (Bartz, Zaki, Bolger, & Ochsner, 2011). Des
mécanismes d’action ont été proposés et impliquent, en réponse a un stimulus social, que
I’activation du systéme ocytocinergique soit modulée par le systéme sérotoninergique. L’OT
va a son tour moduler I’activité phasique dopaminergique au niveau de 1’aire tegmentale
ventrale. Cette cascade d’activation menant a la libération de dopamine va permettre non
seulement d’associer I’interaction sociale a une récompense positive, mais aussi d’augmenter
le niveau de saillance des indices sociaux dans le but de favoriser les comportements pro-
sociaux (Bethlehem et al., 2014; Porcelli et al., 2018).

La présence d’OT faciliterait aussi les comportements d’approche sociale en ayant une
action anxiolytique. En effet d’autres études ont mis en évidence une action similaire de I’OT,

qui a favorisé les comportements d’approche versus ceux d’evitement.
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Figure 16. Potentiel modeéle d'action de I'OT. L'OT agirait au niveau de la cognition sociale et de
maniére pro-sociale via une potentielle action anxiolytique et une augmentation de la sensibilité a la
récompense. Cette action concomitante augmenterait la sensibilité et la saillance sociale (d'apres
Bethlehem et al., 2014).

1.1.2 Corrélats neuronaux

L’OT aurait une action sur D’activation de I’amygdale, sa présence favoriserait la
reconnaissance sociale et réduirait 1’attention sur les indices négatifs et potentiellement
menacgant. Son administration augmenterait aussi la connectivité fonctionnelle entre I’amygdale
et le CPF, pouvant expliquer ses effets pro-sociaux via une amélioration du contréle cognitif et
de la régulation émotionnelle (Sripada et al., 2013). Cette modulation de I’activation au niveau
de I’amygdale contribuerait a I’action anxiolytique de I’OT (Bethlehem, van Honk, Auyeung,

& Baron-Cohen, 2013; Labuschagne et al., 2010).

Au cours d’un paradigme mesurant les comportements d’approche et d’évitement,
I’administration intra-nasale d’OT a favorisé les comportements d’approche en réponse a un
stimulus social comparé aux sujets ayant recu un placebo. De maniere intéressante, ce
comportement d’approche a été associé a une réduction de I’activation insulaire (S. Yao et al.,
2018). Les auteurs proposent que cette déactivation permettrait de reduire les interférences
permettant aux sujets de focaliser leur attention sur le stimulus social. A I’inverse, d’autres

auteurs proposent que I’OT aurait une action pro-sociale apres exposition a un stimulus
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émotionnel via une augmentation de la réponse neuronale au niveau de I’insula et d’autres
régions comme le CCAsg et cortex orbitofrontal (Mottolese, Redouté, Costes, Bars, & Sirigu,
2014). Les effets observés de I’OT sur I’activation insulaire et du CCA valideraient I’hypothése

d’une action de I’OT sur la saillance des indices environnementaux pertinents.

1.2 Ocytocine chez le rongeur

Des études chez le rongeur ont mis en évidence un réle de I’OT dans les comportements
maternels mais aussi affiliatifs. Une premiére étude conduite a mis en évidence le réle de
I’administration centrale d’OT exogene dans la création de liens maternels chez des rates
nullipares (Pedersen & Prange, 1979). Une autre étude pionniere a mis en évidence son role
dans la création de couples, ou la répartition des OTR a été étudiée chez deux especes de
campagnols : une monogame vivant dans les prairies et une polygame vivant dans les champs
(J. R. Williams, Insel, Harbaugh, & Carter, 1994; Young & Wang, 2004). Les deux especes ont
la méme répartition d’OTR au niveau du CPF, cependant la différence apparait au niveau de la
répartition dans le noyau accumbens et le noyau caudé du putamen, deux régions impliquées
dans les processus affiliatifs (Fig. 17A et 17B). L’espéce monogame a une préférence
significative pour initier des interactions sociales avec son partenaire, alors que les campagnols
polygames ne présentent aucune préférence entre un partenaire et un inconnu (Fig. 17C). Le
niveau d’expression des OTR serait aussi associé a différents comportements maternels chez le
rat (Francis, Champagne, & Meaney, 2000). De plus, I’administration centrale d’OT chez le rat
augmente la durée et quantité d’interactions sociales, validant son implication dans les
processus affiliatifs (Witt, Winslow, & Insel, 1992).
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Figure 17. Neurobiologie de I'attachement chez le campagnol. Localisation des récepteurs a I'OT
chez deux especes de campagnols A) monogame et B) polygame. C) Représentation graphique du
temps de contact social chez ces deux espéeces (d'apres Donaldson & Young, 2008).

L’OT est aussi impliqué dans les processus de cognition sociale et notamment la mémoire
sociale, qui est requise pour le maintien de lien sociaux forts (Lukas & Neumann, 2013).
L’administration intra-cérébro-ventriculaire (ICV) d’OT a des doses physiologiques augmente
la mémoire sociale des rats, qui se traduit par une durée d’exploration réduite a la deuxieme
exposition dans un test de reconnaissance sociale (Benelli et al., 1995). A [D’inverse,
I’inactivation des OTR chez des souris KO ou par injection d’un antagoniste de ces récepteurs
entraine I’apparition de déficits de reconnaissance sociale ainsi qu’un temps d’exploration
réduit dans un test de sociabilité (Lukas et al., 2011). Au cours d’un test de préférence sociale,
le blocage des OTR inhibe la préférence pour la nouveauté sociale, et I’administration d’OT
exogene la rétablit chez des rats pré-exposés a un protocole de défaite sociale (Lukas et al.,
2011; Pobbe et al., 2012; Rogers-Carter et al., 2018). L’OT jouerait donc un rdle central dans

la création et le maintien de liens sociaux.

2. Stress social et dépression

L’OT semble jouer un réle important dans la réponse au stress notamment social, ainsi que
dans les troubles de nature affective tels que la dépression (McQuaid, Mclnnis, Abizaid, &
Anisman, 2014).
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2.1 Chez I'’humain

Lors de situations de stress psychosocial aigu, des études ont démontré que recevoir un
support social réduit les niveau de cortisol plasmatique ainsi que les niveaux de détresse
rapportés (Kirschbaum, Klauer, Filipp, & Hellhammer, 1995). De maniere intéressante, cet
effet bénéfique serait potentialisé par [’administration intra-nasale d’OT (Heinrichs,
Baumgartner, Kirschbaum, & Ehlert, 2003). Dans un paradigme mettant des couples en
situation de conflit, ’administration d’OT a augmenté les comportements d’approche positifs
en favorisant la communication, et réduit les concentrations salivaires de cortisol (Ditzen et al.,
2009; Linnen, Ellenbogen, Cardoso, & Joober, 2012).

Dans le cadre de pathologies affectives telles que la dépression, les concentrations
plasmatiques basales en OT sont plus faibles chez les patients déprimés que chez des sujets
contréles (Frasch, Zetzsche, Steiger, & Jirikowski, 1995; Yuen et al., 2014). Une étude CBT
comparant les niveaux d’OT et de cortisol apres exposition a une exclusion sociale a mis en
évidence que si les niveaux de cortisol étaient réduits de maniere similaires chez les deux
groupes, les sujets dépressifs avaient un niveau d’OT significativement réduit et maintenu au
cours des 40 minutes suivant I’exclusion comparé aux contréles sains, malgré des niveaux
similaires de concentration plasmatique en cortisol (Fig. 18; Andrea Jobst et al., 2015). Ceci
pourrait en partie expliquer les difficultés qu’ont les sujets dépressifs a réguler leur réponse

comportementale au stress et le possible retrait social faisant suite a un stress aigu.
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Figure 18. Concentrations plasmatiques en OT et cortisol aprés exclusion sociale. Les sujets sains
(healthy control, HC) et dépressifs (chronic depression, CD) ont réalisé une session d'exclusion au cours
du CBT et leurs niveaux plasmatiques A) d'OT et B) de cortisol ont été quantifiés au cours du temps
(d'aprés Jobst et al. 2015).
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Cependant, des résultats contradictoires ont été observes concernant D’effet de
I’administration intranasale d’OT sur les symptémes dépressifs. Certains reportent une
amélioration des symptdmes (Scantamburlo, Ansseau, Geenen, & Legros, 2011) et une
réduction du biais attentionnel négatif (Ellenbogen, Linnen, Grumet, Cardoso, & Joober, 2012),
alors que d’autres ont observé une augmentation de I’humeur triste et donc une aggravation des
symptomes (Mah, Van ljzendoorn, Smith, & Bakermans-Kranenburg, 2013). Chez I’humain, il
n’y a donc pas encore de preuves de ’efficacité de I’administration d’OT dans le traitement de
la dépression. Une explication possible est que I’OT améliore la saillance des stimulus sociaux,
indépendamment de leur valence (OIff et al., 2013). De ce fait, chez des personnes ayant un
biais attentionnel vers des stimulus négatifs tels que les patients souffrant de dépression,
I’administration d’OT pourrais aggraver ce biais négatif et donc aggraver les symptomes (Fig.
19). Malgré ces disparités, 1’effet pro-social et anxiolytique de I’OT pourrait cependant prévenir
I’apparition de symptomes dépressifs chez des sujets a risque. Le niveau basal plasmatique
d’OT et le rebond d’OT en réponse a une situation sociale stressante chez des patients déprimeés
chroniques pourraient de plus constituer un marqueur prédictif de la réponse a la psychothérapie,
ou de bas niveaux d’OT plasmatique correlent avec une réponse réduite aux traitements, illustré

par les scores de BDI-11 (Beck Depression Inventory-11) (A. Jobst et al., 2018).

Interindividual factors Contextual cues | Social bonding | | Stress regulation
[/ Social Context\
‘\ perceivedas | Pro-social cognitions :
\safe/posmve / and behaviors. — Adaptive
,\\__///W facilitating bonding Responses
Oxytocin Increased sensitivity to salience of social cues |

M “Anti-social”, .
Distress

defensive cognitions [—>
and behaviors responses

Social Context
perceived as
unsafe/negative

Gender
Childhood trauma TR <
Attachment style

Psychiatric disorders

Figure 19. Hypothése de mécanisme d'action de I'OT. L'effet pro-social ou anti-social de I'OT serait
modulé par le contexte social (d'aprés Olff et al. 2013).
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2.2 Chez le rongeur

De manicre similaire aux études menées chez I’humain, I’OT est impliqué dans la réponse
au stress chez le rongeur. Sa concentration centrale et périphérique est plus élevée apres
exposition a une situation stressante, ce qui a €té mis en évidence en utilisant des paradigmes
tels que le stress de contention (Danevova, Kvetnansky, & Jezova, 2013). Par exemple,
I’exposition a une situation de stress comme une secousse stressante active les neurones a I’OT
localisés dans le noyau paraventriculaire et augmente la concentration plasmatique en
corticostérone (Amico, Cai, & Vollmer, 2008; Hashiguchi, Ye, Morris, & Alexander, 1997; Li
et al., 2016). De plus, en situation de stress, 1’administration d’OT exogéne ou la stimulation
du systeme OT endogéne chez des rates allaitantes réduit I’activité de 1’axe HPA (Walker et al.,
2004; Windle et al., 2004). Les mémes effets sont retrouvés lorsque les animaux sont exposes
a un stress social tel que la défaite sociale, ou une seule exposition augmente la libération d’OT
(Ebner, Wotjak, Landgraf, & Engelmann, 2000)

Les manipulations des récepteurs a I’OT via leur inhibition chez le rat par ICV augmente
I’activité de I’axe HPA (Amico et al., 2008; 1. D. Neumann, Wigger, Torner, Holsboer, &
Landgraf, 2000; Inga D Neumann, Kromer, Toschi, & Ebner, 2000). La libération d’OT
centrale et périphérique aurait donc une potentielle action rétrograde sur I’axe HPA en réduisant
la production de corticostérone et permettant une action anxiolytique (Inga D Neumann et al.,
2000; Uvnés-Moberg, Bjorkstrand, Hillegaart, & Ahlenius, 1999; Uvnas-Moberg & Petersson,
2005; Wotjak et al., 1998). Cette action pourrait passer par la stimulation du systeme
sérotoninergique via 1’activation des OTR au niveau de neurones sérotoninergiques (Yoshida
et al., 2009). Tout comme chez I’humain, lorsque les rongeurs sont, au cours d’un épisode
stressant, mis en présence d’un individu connu, cette présence sociale atténuerait les effets
négatifs du stress (Donovan, Liu, & Wang, 2018). Le systeme ocytocinergique serait impliqué
dans ce phénomene de « tampon social » permettant de réduire les niveaux de stress, et pourrait
aussi avoir une action dans la dépression ou I’exposition chronique a un stress constitue un
facteur de risque etabli (Slattery & Neumann, 2010). En effet, I’administration périphérique
d’OT par injection intrapéritonéale ou centrale par ICV chez des souris ayant un phénotype de
type dépressif aurait une action de type antidépresseur, illustrée par une réduction de la durée
totale d’immobilité au cours du test de nage forcée (Arletti & Bertolini, 1987; Slattery &
Neumann, 2010). La stimulation du systeme sérotoninergique aurait aussi des effets

antidépressifs, mimant le mécanisme d’action des ISRSS.
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Au niveau des zones d’action chez le rongeur, I’OT aurait un effet anxiolytique aprés
administration au niveau du cortex prélimbique mais pas au niveau de I’infralimbique ou A25
(Sabihi, Durosko, Dong, & Leuner, 2014). En conclusion I’OT constituerait une potentielle
cible thérapeutique pour le traitement des affections caractérisées par des déficits sociaux,

comme dans I’anxiété, I’autisme ou encore la dépression (MacDonald & Feifel, 2013).

3.Résumé

Un résumé des effets de I’OT sur le comportement et la neurophysiologie est décrit dans le

tableau ci-dessous (Tableau 8).

Tableau 8. OT et interactions sociales - Résumé

OCYTOCINE ET INTERACTIONS SOCIALES

MODIFICATIONS ALTERATIONS
COMPORTEMENTALES NEUROPHYSIOLOGIQUES
Comportements Comportements Module la Modulation de I'axe
maternels maternels réponse au stress HPA
Affiliation Affiliation CCAsg CPF médian
Cortex

orbitofrontal

Comportements Comportements Insula
pro-sociaux : pro-sociaux :

Augmentation de  Augmentation de
la saillance des la mémoire sociale

stimulus sociaux )
Augmentation du

Valeur positive des temps
stimulus sociaux d'exploration

Action anxiolytique Action anxiolytique
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IV. OBJECTIFS DE LA THESE

Chez I’humain, ’exclusion sociale constitue une forme de stress social auquel nous
sommes réguliérement exposés de maniére plus ou moins intense. A court terme, I’exposition
a une exclusion sociale élicite des réactions comportementales et émotionnelles immédiates de
valence négative. Elles prennent la forme d’une augmentation du niveau de détresse
émotionnelle, des niveaux d’anxiété et d’une diminution du niveau de nos besoins
fondamentaux tels que le besoin d’appartenance. A moyen et long terme, 1’exclusion sociale
peut favoriser 1’apparition de symptdmes dépressifs, qui vont étre notamment caractérisés par
des déficits en interactions sociales. Au niveau comportemental, 1I’exclusion sociale peut mener
a une réaction pro-sociale permettant de recréer des liens sociaux forts et satisfaire notre besoin
fondamental d’appartenance. A I’inverse, des comportements antisociaux et méme d’agression
peuvent étre observés apres avoir été exclu. Un des médiateurs de cette réponse
comportementale serait I’OT, un neuropeptide permettant, en fonction du contexte social,
d’adapter notre réponse comportementale. Au niveau neuronal, I’implication du CCAsg et de
I’Al, deux cibles de I’OT ainsi que de traitements antidépressifs, a été établie dans de

nombreuses études explorant la régulation émotionnelle suite a un rejet.

Nous faisons ici I’hypothése que la détection et la régulation des réponses socio-
émotionnelles suite a une exposition a un stress social serait sous-tendue par une circuiterie
mettant en jeu I’Al ainsi que le CCAsg. Les indices et stimuli sociaux entraineraient dans un
premier temps ’activation du CCAsg. Le CCAsg serait impliqué dans la détection des indices
d’exclusion sociale et dans une réponse immédiate qui serait associée a un niveau de détresse
rapportée élevé (Fig. 20A). En situation non pathologique, cette réponse immédiate serait suivie
dans une phase plus tardive par une régulation émotionnelle mettant en jeu I’Al.
L’administration périphérique d’OT exogéne modulerait I’activation du CCAsg et de I’insula,

favorisant une réponse pro-sociale dans un contexte social donné (Fig. 20B).
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Figure 20. Article 2 - Expérience 1: hypothéses de travail. A) En situation non pathologique,
I'exclusion sociale élicite des réponses comportementales immédiates telles qu'une détresse élevée, qui
seront régulées apres intervention de l'insula. B) L'OT, par une modulation de I'activation insulaire et du
CCAsg favoriserait une réponse comportementale pro-sociale en augmentant la saillance et valeur
hédonique des signaux sociaux.

Nous pouvons donc supposer qu’en 1’absence de détection des signaux d’exclusion via
inactivation du CCAsg, les individus auraient un niveau de détresse sociale réduit (Fig. 21B).
A D’inverse, une absence de régulation émotionnelle au niveau de I’insula menerait & une
augmentation de ce niveau de détresse en sortie comportementale, pouvant s’exprimer sous la

forme d’anxiété élevée ou de comportements de type dépressifs plus importants (Fig. 21C).
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Figure 21. Article 2 — Expérience 2 : hypothéses de travail. A) En situation non pathologique, les
signaux d'exclusion sociale seraient détectés par le CCAsg puis régulés par I'Al, afin d'apporter une
réponse comportementale adaptée. B) En absence de détection de ces signaux, la sensibilité a I'exclusion
sociale serait réduite. C) A l'inverse, en absence de régulation de ces signau, la sensibilité a I'exclusion
sociale serait augmentée.

Afin de tester ces hypothéses, nous avons fait le choix d’utiliser le rat comme modele
animal. La détection et régulation des comportements socio-emotionnels chez les rongeurs se
ferait via une circuiterie similaire mettant en jeu I’insula agranulaire (Al, homologue murin de
I’insula antérieure Al) et une subdivision du CPF médian, le cortex infralimbique (A25,

homologue murin du CCAsg) ainsi qu’une modulation par I’OT.

Nous avons dans un premier temps travaillé au développement d’une nouvelle tache
d’exclusion sociale chez le rat, répondant en partie aux limites des paradigmes actuels. Cette
tache a ensuite été utilisée dans un contexte expérimental afin d’étudier dans un premier temps
les conséquences de I’exclusion sociale et de ’administration périphérique d’OT sur les
comportements sociaux et la réponse neuronale au niveau de A25 et de 1’ Al. Enfin, nous nous
sommes intéressés dans un second temps a I’impact de 1’exclusion sociale et de Iésions discrétes

au niveau de A25 et de I’Al sur la réponse affective.

Le protocole de la tache d’exclusion sociale ainsi que les résultats des données
expérimentales ont chacun été inclus dans un manuscrit soumis ou prochainement soumis a

publication.
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CHAPITRE 2 — TRAVAUX EXPERIMENTAUX
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I. DEVELOPPEMENT D'UNE TACHE
D'EXCLUSION SOCIALE CHEZ LE RAT

1. Objectifs

L’étude des processus et corrélats neuronaux impliqués dans I’exclusion sociale chez le
rongeur est complexe da a la nature subjective du ressenti d’exclusion. Certains paradigmes ont
été développés comme décrits précédemment, mais souffrent de certaines limitations dont la
validité écologique et ’utilisation de rats de la méme lignée ou de lignées difféerentes. Afin
d’adresser ces problemes, nous avons au cours de cette thése développé une tache d’exclusion
sociale chez le rat, le rat-Cyberball (rCBT) inspirée de la tache du Cyberball chez I’humain et
basee sur du conditionnement opérant. Elle a été développée en plusieurs étapes permettant
d’aboutir a une version finale optimisée. Cette tache a été utilisée dans un travail expérimental
dans le but d’étudier les corrélats neuronaux et les conséquences socio-affectives du stress

social.

2. Méthodologie

2.1 Sujets

Nous avons fait le choix d’utiliser un mod¢le rongeur, et
en particulier le rat. Le rCBT qui va étre décrit ci-dessous

requiert des capacités cognitives de haut niveau, étant plus

facilement et plus rapidement assimilées par les rats que les
/ souris. De plus, les systemes physiologiques impliqués dans
J les processus de mémorisation et d’apprentissage ont

longuement été étudiés et décrits chez le rat dans la littérature
’ (lannaccone & Jacob, 2009). Comparés aux souris, les rats ont

Figure 22. Photographie d'un des performances plus stables dans le temps ainsi qu’un
rat Lister Hooded. Cette lignée
est idéale pour sa docilité et la
plupart des tests  tdches impliquant de la cognition sociale telles que celles
comportementaux (d'apres
Clemens et al. 2013).

apprentissage plus rapide. Ils sont aussi plus adaptés dans les

d’interactions sociales. Il a en effet été montré que la nature
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stimulante et gratifiante des interactions sociales avait moins de valeur chez les souris que les
rats (Ellenbroek & Youn, 2016). En complément du choix du modeéle rat, nous avons choisi des
rats pigmentés dits « hooded » et en particulier la lignée Lister Hooded (Fig. 22 ; Charles River,
UK). En effet contrairement aux lignées albinos, les rats hooded ont une meilleure acuité
visuelle et sont dotés d une treés bonne intelligence, des qualités nécessaires pour I’apprentissage
de tdche cognitives basées notamment sur du conditionnement opérant (L. E. Clemens, Jansson,
Portal, Riess, & Nguyen, 2014).

Deux lots de chacun 12 rats méales de la lignée Lister Hooded (Charles River, UK) ont été
utilisés pour cette étude. Les animaux ont été recus agés de 5 semaines (P35) et pesant entre
177 et 230g. Ils ont été répartis par paire dans des cages d’hébergement localisées dans
I’animalerie de I’Institut du Cerveau et de la Moelle épinic¢re. La nourriture et I’eau étaient
disponibles ad libitum, et la piéce d’hébergement était maintenue a une température ambiante
de 21°C avec un taux d’humidité de 22%. Dans un groupe de rats, une restriction alimentaire
temporaire a été mise en place afin de les maintenir a 85% de leur poids initial. Les rats étaient
nourris 1h aprés la fin des manipulations expérimentales sur une base de 5g de nourriture/jour
par 100g de poids corporel. L’animalerie était soumise a un cycle jour/nuit de 12 :12, avec les
lumiéres allumées de 8h00 a 20h00. Apres une semaine d’acclimatation a I’animalerie, les rats
ont été manipulés et pesés quotidiennement une semaine avant le début des expérimentations
afin de les familiariser a la manipulation expérimentale et a I’expérimentateur. Les expériences
ont été réalisées entre P50 et P200, 6 jours sur 7 entre 9h00 et 17h00. Les expériences ont été
réalisées en accord avec la directive européenne 86/609/EEC et le comité d’éthique animale
francais (protocole 02104.01).

2.2 Conditionnement opérant - tache de rCBT

2.2.1 Dispositif de rCBT

Afin d’étudier les corrélats neuronaux et comportementaux impliqués dans les processus
d’exclusion sociale, nous avons développé une nouvelle tiche comportementale basée sur du
conditionnement opérant. Deux dispositifs dits de rCBT ont été construits et utilisés (Fig. 23A ;
Med Associates Inc., Bio-Concept Scientific). Chaque dispositif est constitué de trois boites de
conditionnement opérant (25 x 25 x 32 cm) localisées dans un compartiment les isolant des

sons et de la lumiére extérieure. Chaque boite opérante possede deux ouvertures latérales
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permettant de communiquer avec les boites adjacentes via des couloirs en Plexiglas (Fig. 23B).
Ces ouvertures peuvent étre manuellement ouvertes ou fermées grace a I’utilisation de
guillotines en plastique, ce qui permet de moduler I’espace en différentes configurations
experimentales (Fig. 24). A I’intérieur, deux leviers rétractables sont localisés de part et d’autre
d’une mangeoire dans lequel une récompense alimentaire peut étre délivrée, chacun surmontés
par deux fenétres pouvant étre ouvertes afin de permettre aux animaux d’avoir un visuel sur les
deux autres boites (Fig. 23C). Des faisceaux lasers sont présents au niveau des deux leviers
ainsi qu’a I’avant et a I’arriére de chaque boite, ce qui permet de pouvoir connaitre la position
des rats au cours du rCBT (Fig. 23D).

-o..-.o.oo.oooo-ooo

Avant

Arriére

Figure 23. Dispositif de rCBT. A) Deux dispositifs de rCBT ont été utilisés. Chaque rCBT est localisé
dans un cubicule l'isolant de la lumiére et bruits extérieurs. B) Les trois boites de conditionnement
opérant sont reliées par des couloirs en Plexiglass. C) Intérieur d'une boite de conditionnement opérant
en configuration fermée. Chaque boite contient deux leviers rétractables localisés de part et d'autre
d'une mangeoire pouvant étre illuminé. Au-dessus de chaque levier se trouvent une fenétre pouvant
étre ouverte ou fermée. D) Localisation des faisceaux lasers dans la boite de conditionnement opérant.
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Chaque boite est reliée a une interface connectée a un PC, permettant de controler les
inputs et outputs du dispositif et de recueillir les données expérimentales grace au logiciel Med-
PC IV (Med Associates Inc.).

A

Figure 24. Configurations du rCBT. A) Configuration ouverte (apprentissage). Les rats doivent
apprendre a associer 'appui sur un levier a la délivrance d'une récompense alimentaire dans la boite
localisée du méme coté. B) Configuration fermée (test). Au cours du test, les rats s'envoient tour a tour
des récompenses alimentaires.

2.2.2 Récompense alimentaire

La tache est basée sur du conditionnement opérant par renforcement positif. Des pellets de
sucroses aromatisées a la banane (45mg, Dustless Precision Pellets®, Bio-Serv®) ont été
utilisées comme récompense et renforcement positif. Avant de débuter le conditionnement, les

animaux ont été pré-exposes aux pellets dans leur cage d’hébergement afin d’éviter 1’effet de

nouveauté.

2.2.3 Programmation de la tdche

Les différents programmes ont été codés en MedState Notation, et les programmes ont été

lancés et contr6lés sur le logiciel Med-PC 1V (Med Associates Inc.) (Annexes 2-9).
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2.2.4 Phase d’apprentissage : conditionnement opérant

Le rCBT est basé sur le principe du conditionnement opérant par renforcement positif, ou
la délivrance de la récompense alimentaire (pellet de sucrose) va permettre d’augmenter la

probabilité d’apparition du comportement recherché.

Durant I’apprentissage, les rats vont passer par un total de 7 programmes d’apprentissage,
permettant d’augmenter de manicre progressive la complexité de la tache et d’améliorer leurs
performances en termes de rapidité. L entrainement a eu lieu 1 fois par jour, entre 9h00 et 17h00,
cing ou six jours sur sept. Toutes les phases d’apprentissage ont eu lieu individuellement, dans
le rCBT en configuration ouverte (Fig 24A). Les rats ont été habitué au dispositif de rat-CBT
avant de lancer la phase d’apprentissage. Ils ont ét¢ individuellement placés dans le dispositif
en configuration ouverte sans aucun autre stimulus durant 20min 24h avant le début du

conditionnement opérant.

a) Version 1

Obijectif : présence de leviers non opérants pour voir si les rats expriment un besoin

d’inclusion sociale via appui sur ces leviers lorsqu’ils sont exclus (Tableau 1).

Programme 0O

Dans une premiére phase permettant d’associer les mangeoires a la délivrance de
renforcement positif, 5 pellets de sucrose ont été placés dans chaque mangeoire illuminés. Les
rats ont €té exposés a un total de 15 renforcements durant une période de 20 min. L habituation

était validée lorsque la totalité des renforcements avait été consommes.

Programmes 1 a5

Au cours de ces phases d’apprentissage, les rats devaient apprendre la tache avec des

temps impartis de plus en plus restrictifs.

Chaqgue boite contient 2 leviers rétractables, qui peuvent étre « opérants » ou « non
opérants » en fonction de leur localisation dans une boite opérante ou non opérante,

respectivement.

Au début d’un essai, la lumiére d’une boite s’allume, la désignant comme « opérante », et
les leviers des deux autres boites dites « non-opérantes » sortent. L’appui sur un de ces leviers

n’a pas de répercussion durant 1’essai. Aprés un délai défini (colonne « décalage »), les leviers
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de la boite opérante sortent et le rat doit appuyer sur un des deux leviers opérants avant la fin

du délai imparti. L’appui va entrainer une séquence d’événements simultanés :

- Lalumiere de boite s’éteint
- Les leviers des trois boites se rétractent
- Un son spécifique a la boite opérante est émis dans I’ensemble du dispositif

- La mangeoire de la boite réceptrice s’illumine et un renforcement y est délivré

Au bout d’un temps défini, la mangeoire s’éteint et un temps inter-essai (ITI) débute. Si le

rat récupére la récompense avant la fin du ITI, ’essai est validé. Sinon, il s’agit d’une omission.

Les programmes varient en fonction des délais qui sont de plus en plus courts, afin de
pousser les rats a étre de plus en plus rapides. A la fin de I’entrainement, chaque rat doit avoir
assimilé que les leviers délivrant une récompense sont ceux situés dans la boite opérante, et que
I’appui sur un de ces deux leviers va envoyer cette récompense dans la boite réceptrice localisée

du méme cété que le levier.
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Tableau 9. Version 1 des programmes du rCBT.

Durée des stimuli (sec)

. Leviers ; L. N
Phase Boite Récupération du Lumiére

d’'apprentissage opérante (n°) Opérants Non opérants Décalage renforcement de boite ITI Critéres de validation

® 15 pellets consommées

2 aléatoire 13 20 7 15 20 10 > 30 essais validés
3 aléatoire 10 15 > 10 15 10 > 40 essais validés
4 aléatoire 6 10 4 10 10 5 <5 % omission
> 5 essais validés
5 aléatoire 1 5 4 5 5 5 <5 % omission

> 60 essais validés
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b) Version 2

La premiere version du rCBT n’était pas optimale car les rats restaient coincés a 1’étape 1 de
I’apprentissage. Une des raisons est la quantité¢ d’informations que les rats devaient intégrer.
Afin de remédier a ce probléme, nous avons développé une seconde version d’apprentissage ou
les différentes contingences expérimentales ont progressivement été introduites, résultant en 5

programmes (11 avec les étapes intermédiaires) d’apprentissage (Tableau 10).

Une timeline de 1’évolution de 1’apprentissage des rats avec la version 1 et la version 2 du
programme montre un apprentissage globalement homogene entre le premier batch (Fig. 25A)
et le second batch de rats (Fig. 25B).
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Tableau 10. Version 2 des programmes du rCBT.

Durée des stimuli (sec)

. Leviers 3 L. I
Phase Boite Récupération du Lumiére
d’'apprentissage opérante (n°) Opérants Non opérants Décalage renforcement de boite ITI Critéres de validation
0 *® _ 15 pellets consommées
1-a @© © 10 > 25 essais validés
1-b o oo 10 > 25 essais validés
1-c e o 10 > 25 essais validés
2 aléatoire e 30 10 < 20% omission
> 40 essais validés
3 aléatoire 30 % 30 10 < 20% omission
> 40 essais validés
4-a aléatoire 30 29 1 o 30 10 < 20% omission
> 40 essais validés
4-b aléatoire 30 28 2 o 30 10 < 20% omission
> 40 essais validés
4-c aléatoire 30 26 4 % 20 10 < 20% omission
> 40 essais validés
5-a aléatoire 30 26 4 15 15 5 < 20% omission
> 40 essais validés
5-b aléatoire 20 16 4 10 10 5 < 20% omission
> 40 essais validés
5-c aléatoire 15 11 4 5 5 5 < 20% omission

> 40 essais validés
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Figure 25. Timeline d'apprentissage version 1 et 2. A) Premier batch de rats. Rose : programme 0 ; rouge : programme 1. B) Second batch de rats. Une
restriction alimentaire a été introduite a partir de la 15éme session d’entrainement, sans effet significatif sur la vitesse d'apprentissage des rats. Rose :
programme 0 ; vert : programme 1 ; jaune : programme 2 ; orange : programme 3 ; violet : programme 4 ; bleu : programme 5.

98



c) Version finale

L’analyse des appuis sur leviers non opérants n’a révélé aucuns résultats concluants. Leur
présence compliquant I’apprentissage, il a été décidé de ne pas les inclure dans la tache, ce qui

nous mene a cette derniere version qui a été utilisée au cours de cette thése (Tableau 11).

Programme 0 : Les renforcements positifs sont localisés dans les mangeoires

illuminées

Dans une premicre phase permettant d’associer les mangeoires a la délivrance de
renforcement positif, 5 pellets de sucrose ont été placés dans chaque mangeoire illuminées. Les
rats ont été exposés a un total de 15 renforcements durant une période de 20 min. Cette étape

était validée lorsque la totalité des renforcements avait été consommes durant le délai imparti.

Programme 1: L’appui sur un levier d’'une boite opérante délivre un

renforcement positif

Le but du premier programme d’apprentissage était de permettre aux rats d’associer

I’appui sur un levier a la délivrance d’une récompense dans la boite homolatérale au levier.

Pour ce faire, au cours d’une session de 15 minutes, une méme boite est désignée comme
opérante a chaque essai, que les rats peuvent localiser grace a la lumiére de boite qui s’illumine
en début d’essai. Le rat doit donc s’y rendre et appuyer sur un des deux leviers dits « opérants ».

L appui sur un levier va étre suivi au niveau de la boite opérante de :

- La rétractation des leviers

- L’extinction de la lumiére de boite
Au niveau de 1’ensemble du dispositif de :

- L’émission dans tout le dispositif d’un cours son spécifique de la boite opérante
Et au niveau de la boite réceptrice de :

- L’illumination de la mangeoire

- Ladélivrance d’un renforcement positif dans cette mangeoire

Cette mangeoire restera illuminée jusqu’a récupération de la récompense par le rat, ce qui lance
une période inter-essai (inter-trial interval, ITI) ITI de 10 secondes. A la suite de cette période,

la méme boite s’illumine a nouveau et un nouvel essai commence.
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Cette phase est une premicre étape critique de 1’apprentissage car elle integre les
contingences principales de la tache, a savoir que 1’appui sur un levier opérant délivre une
récompense dans la boite réceptrice homolatérale. Afin de s’assurer de la bonne association des
animaux, il a été décidé de ne pas passer a 1’essai suivant tant que le rat n’avait pas récupéré la
récompense, le forcant donc a explorer le dispositif et intégrer 1’association appui sur levier —
récompense. La session est considérée comme validée lorsque que le rat réussi un minimum de
20 essais. Le rat passe ensuite a la phase 1-b du programme ou une autre boite est désignée
comme opérante, puis a la phase 1-c ou la troisieme et derniere boite est désignée comme

opeérante.

Programme 2 : Tirage aléatoire de la boite opérante

Au cours du programme 2, la méme tache va étre répétée avec 1’introduction cette fois-ci
d’un tirage aléatoire de la boite opérantes a chaque essai. Ainsi, une méme boite ne peut pas
étre tirée plus de deux fois de suite. De plus, les rats auront un délai de 30 secondes pour appuyer

sur un des leviers localisés dans la boite opérante.

Cette phase a pour but d’introduire une imprédictibilité, ainsi que 1’association par les
rats que chaque boite peut étre sélectionnée au cours d’une session, sans ordre établi. Les
criteres de validation pour ce programme sont une totalité de 20 essais réealisés, avec un taux
d’échec total inférieur a 30 % (par exemple, si 20 essais ont été validés sur une totalité de 40

essais, la session n’est pas validée car le taux d’échec serait supérieur a 30%).

Programme 3 : Optimisation de la vitesse d’exécution

Au cours du 3¢ programme d’apprentissage, nous avons introduit des temps impartis au
cours desquels les rats doivent réaliser les essais. A la fin de ce délai, les rats passent en période
ITI indépendamment de I’appui sur levier ou récupération du renforcement positif. Ce
programme est divisé en 3 phases, dans lesquelles les délais sont progressivement réduits, de
15 secondes a 10 secondes puis 5 secondes. Il a donc pour but d’augmenter la réactivité des
animaux, mais a ce stade on considere que les rats ont assimilé la tache. Les criteres de
validation sont les méme que précédemment, a savoir un minimum de 20 essais validés et un

taux d’échec inférieur a 30 %.
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Tableau 11. Version finale du rCBT. Les codes de chaque programme sont détaillés en annexes 2 a 9.

Durée des stimuli (sec)

Boite Récupération
Phase opérante Leviers Lumiére du Criteres de
d’apprentissage (n°) opérants de boite renforcement ITI validation
0 n.a. n.a. n.a. 1200 n.a. 15 pellets
consommeées
1-a 1 00 00 0 10 > 20 essais validés
1-b 2 0 0 ) 10 > 20 essais validés
1-c 3 0 0 ) 10 > 20 essais validés
2 aléatoire 30 30 30 5 < 30% omission
> 20 essais validés
3-a aléatoire 25 25 15 5 < 30% omission
> 20 essais validés
3-b aléatoire 15 15 10 5 < 30% omission
> 20 essais validés
3-c aléatoire 10 10 5 5 < 30% omission
> 20 essais validés
2.2.5 Partage social

Afin d’intégrer une étape intermédiaire avant de passer les animaux en rCBT configuration
fermée pour le test, nous avons introduit une étape de rCBT en duo permettant en complément
de vérifier que les rats pouvant adopter un comportement pro-social. Cette étape a été réalisée

chez 15 rats provenant de nos deux lots expérimentaux.

Dans cette configuration, un rat est placé dans une des boites opérantes en configuration
fermée, et un second rat qui est le sujet du test dans le reste du dispositif en configuration
ouverte, ce que lui donne donc acces aux deux autres boites opérantes (Fig. 26). Les paires

d’animaux choisis n’ont jamais €té en contact avant le test.

Une session de rCBT en duo comporte 30 essais, répartis en 2/3 (20 essais) pour le rat
« libre » et 1/3 (10 essais) pour le rat isolé. Au cours du test, le rat isolé dépend des choix et de
I’altruisme du rat libre pour obtenir un renforcement. En effet, ce dernier aura le

choix d’appuyer sur :

- Les leviers bleus, lui permettant d’envoyer les renforcements dans les boites auxquelles
lui seul a acces

- Les leviers orange, envoyant les renforcements au rat isolé
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Le nombre moyen de renforcement envoyés ou non au rat isolé a constitué notre variable
d’intérét, et les rats ont été considérés comme pro-sociaux si plus de la moitié des renforcements

totaux avaient été envoyés au rat isolé.

Figure 26. Configuration en duo du rCBT. Un rat test peut circuler librement entre deux boites de
conditionnement opérant dans lesquelles il choisit d'envoyer ou non des renforcements a un rat
localisé dans la troisieme boite isolée.

2.2.6 rCBT — Test

Le test se déroule en triades, dans la configuration fermée du rCBT (Fig. 24B). Les rats
d’une méme triade n’ont pas été¢ hébergés ensemble, et ces groupes seront conservés tout au
long de la manipulation expérimentale. Les trois rats sont individuellement placés dans chacune
des trois boites de conditionnement isolées. Ils ont avant le début du test la possibilité de

visualiser, grace a la présence des fenétres localisées au-dessus de chaque levier.

Le principe est que, comme dans la version humaine du Cyberball, les rats aient tour a tour

I’occasion d’envoyer une récompense alimentaire a un des deux autres membres de la triade.

La session d’inclusion sociale est composée de 30 essais, permettant a chaque rat de
recevoir 33% des recompenses alimentaires. Les programmes test utilisent les mémes variables

(durée de stimuli et période inter-essai) que le programme 3-c.

La session d’exclusion sociale elle est composée d’un total de 33 essais. 3 essais inclusifs
sont introduits au début (100% des appuis délivrent une récompense), puis les 30 essais suivants
voient leur probabilité de délivrance d’une récompense alimentaire réduite a 10%. Ainsi,

I’appui sur un levier ne sera associ¢ qu’'une fois sur dix a la délivrance d’une récompense dans
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la boite réceptrice. Ce maintien a 10% et non 0% permet d’éviter 1’apparition de phénoméne

d’extinction, la récompense alimentaire constituant une motivation comportementale.

De ce fait, étant donné gque les animaux ont aussi intégre le signal sonore émis lors de
I’appui sur un levier en tant que stimulus conditionnel, 1’absence de récompense dans leur
mangeoire devrait leur faire comprendre qu’elle a été délivrée dans la seconde boite

réceptrice.

2.3 Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été realisées sur le logiciel Statistica ® (StatSoft Inc., Tulsa
2011). La normalité des données a été testée (test de Shapiro-Wilcoxon) ainsi que
I’homogénéité des variances (test de Levene). Les données répondant a ces caractéristiques ont
été analysées en utilisant une analyse de variance (ANOVA) a mesures répétées avec deux
facteurs intra-groupes (sessions et choix d’envoi). Les tailles d’effet ont été reportées en

utilisant 1’éta carré partiel (pn?). Le seuil de risque statistique o a été défini a p < 0.05.

3. Résultats

Les rats adoptent un comportement pro-social dans le rCBT

Les rats libres ont envoy¢ significativement plus de renforcements au rat isolé qu’ils n’en
ont envoyé dans les deux boites auxquelles ils avaient accés (Fig. 27 ; n = 15 ; Fcroix (1,28) =
8.67, p < 0.001, pn? = 0.35). Aucun effet de la répétition des sessions n’a été observé (Fsession
(4,112) =2.11,p=0.1, pn? = 0.07).

Ces résultats suggérent donc que les rats ont pris en compte la présence d’un autre

congénére dans leur choix d’envoi des renforcements, avec une tendance pro-sociale.
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Figure 27. Répartition de I'envoi de récompenses par le rat libre. Représentation graphique du
nombre moyen (+ sem) de renforcements positifs envoyés au rat isolé ou non. Chaque point
représente un rat. *** p < 0.001

4. Conclusion

Le développement d’un nouveau paradigme d’exclusion sociale a permis d’ajouter une
composante écologique a I’étude des conséquences liées au stress social, car ’exclusion a lieu
dans le contexte d’une interaction sociale. En les testant dans la configuration en duo du rCBT,
nous avons pu mettre en évidence que les rats ont adopté un comportement pro-social. Leurs
appuis sur leviers ne sont donc pas dus au hasard et ont une composante sociale importante, qui
leur permet de faire le choix d’envoyer un renforcement a leurs partenaires de jeu durant le test
de rCBT. Ce résultat valide la composante sociale de la tiche permettant de 1’utiliser dans
I’étude de I’exposition a I’exclusion sociale. Cette version finale du rCBT a été utilisée dans les

deux études suivantes lors de 1’apprentissage par conditionnement opérant des rats.
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II. ARTICLE 1

La version murine de la tache du Cyberball

Anna Fall, Philippe Fossati, Sylvain Roux, David Belin, Jean-Yves Rotge

Contexte

L’étude des processus et corrélats neuronaux impliqués dans 1’exclusion sociale chez le rongeur
est complexe du a la nature subjective du ressenti d’exclusion. Certains paradigmes d’exclusion
sociale ont été développés utilisant des interactions de nature agressive, un isolement physique
ou plusieurs lignées ayant des caractéristiques et comportements sociaux différents. Ces
modeles souffrent cependant de certaines limitations dont la présence d’un stress physique et
’utilisation de rats de différentes lignées. Afin d’adresser ces problémes, nous avons développé
une tdche d’exclusion sociale chez le rat, le rat-Cyberball (rCBT), inspirée de la tdche du

Cyberball chez I’humain et basée sur du conditionnement opérant.

Discussion

Le rCBT permet d’étudier le phénomeéne d’exclusion sociale chez le rat de maniére plus
écologique. Cette tache met en jeu des comportements pro-sociaux mais aussi une forme de
coopération car la réception d’une récompense alimentaire dépend de I’envoi par un autre rat.
En plus de permettre 1’étude de I’exclusion sociale, le rCBT peut étre combiné a différents tests
comportementaux et différentes interventions, afin d’étudier les interactions sociales et ses

conséquences dans un contexte pathologique ou non.
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The rat-version of the Cyberball task

Anna Fall?, Sylvain Roux?, David Belin3, Philippe Fossatil#, Jean-Yves Rotge!#

lnstitut du Cerveau et de la Moelle épiniere, ICM, INSERM U1127, CNRS UMR
7225, Sorbonne Université, F-75013, Paris, France; 2BIO-CONCEPT Scientific,
Laval, France; 3Department of Psychology, University of Cambridge, Downing Street,
Cambridge, CB2 3EB, UK ; “AP-HP, GH Pitié-Salpétriere Charles Foix, Service de
Psychiatrie d’Adultes, F-75013, Paris, France.

ABSTRACT

One of the most widely used paradigm to study the correlates of social exclusion in humans is
the Cyberball task, an online ball-tossing game where a subject is put in situations of either
social inclusion or social exclusion. Here we developed a rodent version of this task, the rat-
Cyberball task (rCBT) to study the correlates of social exclusion in an animal model. Rats are
trained across ~50 daily sessions to gradually learn to send food reinforcers from the appropriate
active chamber within a certain amount of time. Using the rCBT gives the possibility to study
the neuronal and behavioral correlates of social exclusion during the task as well as its outcomes

using complementary tests.
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INTRODUCTION

The rat-Cyberball task (rCBT) was initially developed to investigate the neuronal
correlates and behavioral consequences of social stress at a preclinical level®. This task is
modeled after the human version of the Cyberball task (CBT)?2, which has been used to study
the behavioral and neuronal correlates of social exclusion in healthy populations and patients
with various pathologies. In this tasks, subjects are playing an online ball-tossing game with
two virtual players, and put in either a situation of social inclusion (receiving 1/3 of the ball
tosses) or social exclusion (no longer receiving the ball after a few tosses). Humans are driven
by a fundamental need to belong?, which motivates us to create and maintain strong social
bonds. Behavioral studies using the CBT have shown that social exclusion, compared to social
exclusion, elicits feelings of distress or anger®>”’. It also threatens four fundamental needs, by
decreasing our level of self-esteem, our belongingness, our feeling of having a meaningful

existence and our sense of control®®.

Animal models of social stress can provide more insight in the behavioral outcomes and
neuronal correlates, but are also quite challenging to develop because of the subjective nature
of being excluded. In rodents, numerous paradigms have been developed nevertheless, using
aggressive encounters®1°, physical isolation!!, or even more ecological situations with different
strains of rats interacting, one of which is naturally less engaged in social interactions than the
other?13, However, the use of physical stress makes it hard to associate the results solely to
social exclusion. In addition, one perspective regarding the latest paradigm would be to use rats

from the same strain, with similar social characteristics and behavior.

In the rCBT, rats are first trained to acquire a simple stimulus-guided response (e.g.,
pressing a lever) in order to earn a food reinforcer. The reinforcer is not delivered directly to
the rat but sent in a target chamber located on the same side that the lever. Like in the human
CBT, rats in the rCBT are interacting in triads, using levers to send reinforcers to each other.

Each rat has 1/3rd of occasions to send a reinforcement to one of the two other rats.

This behavior requires a form of reciprocity since each rat depends on the other to get a
reinforcer4. This task could be used to induce a social stress, and thus be followed by a battery
of behavioral tests. It could also be used to study how some form of affective pathologies such
as depressive-like or anxiety states could alter behavior during the rCBT.
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MATERIALS

REAGENTS

Laboratory rats (see REAGENT SETUP)

Standard rodent food pellets

Food reinforcer pellets (e.g., Bio-Serv® purified rodent Dustless Precision
Pellets®, 45mg)

Cleaning solution (e.g., Aniospray®, 70% ethanol solution)

Animal housing (see REAGENT SETUP)

EQUIPMENT

3 rat operant chambers (from, e.g., Med Associates Inc., or custom-made
operant chambers)

Plexiglas corridors

Plastic doors to open or close the chambers

Sound-attenuating, fan-ventilated cubicle to enclose the 3 operant chambers
and the corridors associated

Dedicated computer software

Hardware to interface the operant boxes (see the suppliers of the operant
chambers)

Protection equipment (e.g., disposable gloves, lab coat, mask)

Data analysis software (e.g., Statistica, Microsoft Excel)

REAGENT SETUP

Rats — Laboratory-bred or commercially available rats are commonly used for testing.

In our laboratory, we routinely use male Lister Hooded rats. We prefer to begin training
when rats are adolescents, but the task is also suitable for use with adults, female or

other strains of rats.

Caution: All experiments must follow national and institutional guidelines for the care

and use of laboratory animals.

Animal housing — Rats should be housed in pairs, with sawdust and some form of
enrichment (e.g., cardboard tube). Cages and bedding are cleaned weekly. The housing

rooms should be maintained at a constant temperature (21-23°C) and humidity (22%).
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If the animals are purchased or have been shipped from any external location, they
should be allowed to acclimatize the housing room for at least 7 days. Standard food
pellets and drinking water are available ad libitum. Our laboratory use a normal 12-hour
light-dark cycle (lights on: 8:00 to 20:00h), but using a reversed cycle is also suitable to

test the rats during the most active period of their circadian cycle.

EQUIPMENT SETUP

Rat operant chambers — Rodent operant chambers share many common features
even if they come from different suppliers. Here we will describe our in-house rat
chambers (Fig. 1). Our apparatus consists of three rat operant chambers connected in a
triangle setting through Plexiglas corridors and housed inside a sound-attenuating
cubicle. Each chamber (25 x 25 x 32 cm?; Med Associates Inc.; Bio-Scientific) contains
one front aluminum wall, which is equipped with a food tray (with light and infrared
beam to detect the rat’s response) connected to a pellet dispenser located outside the
chamber through a plastic tube. Two retractable levers are located on each side of the
food tray, with two windows above each lever. In addition, chambers are equipped with
atone generator, houselight (3W) and two opening on each aluminum side walls through
which rats can access the corridors and the two other chambers. The floor is a stainless
grid above a tray. Infrared beams are located at the front (wall with the food tray), back
of the chamber as well as on the two lateral levers and inside the food tray to track the

rat’s location and responses.

Critical step: Operant chambers should be cleaned after each rat and inspected

regularly to avoid any malfunction.

Controlling software and devices — Multiple chambers are controlled by a single
computer connected to interfacing hardware to interface the output and input data of the
operant chambers. It is important to check that the computer have at least the minimum
speed and memory requirements to avoid any delay in stimuli presentation and chamber
responses. Controlling software can be purchased from the supplier of the operant
chambers. In our laboratory, we use the “Med-PC® IV” software suite (Med Associates

Inc.) to control the contingencies of the operant chambers.
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EXPERIMENTAL DESIGN

TRAINING PHASE

The training was divided into 4 major steps, with Steps 1 and 3 each divided into 3 sub-
steps (see Table 1). Here we described the design of each training steps, which are done
individually in the open configuration of the rCBT (Fig. 2A), and the testing phases that are
done in the closed configuration (Fig. 2B). To move to the next step, each rat is required to
fulfill behavioral criteria (Table 1).

Step 0 — After acclimatization to the animal facility, habituation to the experimenter(s) and to
the food reinforcers, rats go through a habituation step inside the rCBT apparatus. Rats are
transported to the test room 10 min before their training to let them acclimatize to the testing
room. Five food reinforcers are placed inside each illuminated food tray (fifteen in total). One
rat is placed inside the apparatus and allowed to explore the three chambers during 15 min.
When rats reach the criterion (fifteen pellets consumed within the session), they can move to
Step 1.

Step 1 — A unique chamber is designed as active during the whole session (see Fig. 3 and Fig.
4). Each trial begins by turning out the houselight and levers of the given operant chamber. The
rat is required to press one of the two levers of this chamber to send a food reward in the
designated target chamber (homolateral to the active chamber). No limited hold time are
introduced in this step in order to let the test rat associate that lever presses deliver a reinforcer
in a target chamber by trial and error. If the rat responds correctly (lever press), a tone specific
to this chamber is emitted in all 3 operant chambers, and a food reinforcer is delivered in the
target chamber. In the target chamber, the reinforcer is delivered inside the illuminated food
tray for an unlimited period. When the rat collects the reinforcer, an inter-trial interval (ITI)

starts before the beginning of a new trial.

Step 2 — This step follows the same procedure that Step 1, except that the active chamber is
randomly picked, adding a level of complexity. Limited hold period are also introduced, but

are long enough (e.g., 30 s) not to put too much stress on the test rats.
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Step 3 — This final step of training is similar to Step 2, with shorter limited hold time after each
sub-steps (3-a, 3-b, and 3-c; see Table 1). Training can however be considered finished when

the 3-a sub-step is validated.

Test — Each test session begins with the illumination of one of the operant chamber, with its
levers out. The rat located in the active chamber is required to press one of the two levers within
a limited period (limited hold: 10 s) in order to send a reinforcer to a target chamber. If the rat
responds correctly, a tone specific to the active chamber is emitted in the whole apparatus, and
a food reinforcer is delivered in the target chamber (homolateral to the illuminated chamber).
In the target chamber, the reinforcer is delivered inside the illuminated food tray for a limited
period (limited hold: 5 s). The rat located in the target chamber is required to collect the
reinforcer within the limited-hold period, which is followed by an inter-trial interval (ITI)

before the beginning of a new trial (Fig. 5).

The social inclusion condition is made of 30 trials, with 10 trials per chambers. In the social
exclusion condition, the session starts with three “inclusive” trials (100% of the lever presses
send a food reinforcer), followed by 30 trials of exclusion, where only 1/10% of the lever presses
(i.e., trials) will send a food reinforcer. First, it allows us to avoid a complete extinction of the
rats’ behavior if zero food reinforcements were delivered. Second, since rats have associated
during the training phase of the task that a lever press was associated to a tone specific to a
given chamber, the absence of reinforcers in their food tray means that it was probably sent to
the other potential target rat.
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PROCEDURE

Pre-training habituation

1.

If your rats were purchased or had to be transported to the animal facility, allow an
acclimatization period of at least 7 days before proceeding to the rest of the procedure.
The day of their arrival, ensure to use a rodent identification system. We use toe
tattooing under light anesthesia (isoflurane) but other techniques can be used (e.g.,
tail-marking system)

Gradually habituate the rats to the experimenter with daily gentle handling for 2-3min
per rat (start at day 3 or 4 if the rats were transported).

Every day after handling, put some food reinforcer pellets (~10 per rat) inside the
homecage to habituate the rats to their taste for 1-2 days.

Habituation to the testing apparatus

5.

Remove the doors from each chambers to ensure that rats can circulate between the
three chambers

Set up the apparatus and the software program for Step 0 (see settings:
EXPERIMENTAL DESIGN — Step 0)

Place five reinforcer pellets in the food tray of each operant chambers (fifteen in total)
Bring the rats to the testing room which is illuminated with a dim light and let them
acclimatize for 5-10 min. Put one rat inside an operant chamber, close the apparatus
and start a 15 min session during which the tray light remain illuminated throughout
the session. Repeat this habituation step daily until each rat eat all the pellets provided

within the 15 min session.

Critical step: The time of training and testing should be kept constant during the whole

experiment. In addition, have the same experimenter or set of experimenters conducting the

experiment to avoid any neophobia from the rats.

rCBT training

9.

Once the rats are habituated to the apparatus, start daily rCBT training. In our
laboratory, we used two rCBT apparatus that allows us to train two rats
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simultaneously. Set up the software for each chamber and the correct configuration of
the apparatus (see EXPERIMENTAL DESIGN). Training session will generally last
~12 min. After each session, return rats to their respective homecage. Advance the rats
to the next training step once they reached the adequate criterion (Step 1 — 3; see
EXPERIMENTAL DESIGN and Table. 1)

10. It usually takes ~50 sessions to reach the final target parameters. Rats that fail to
achieve these criteria may be excluded as outliers or used in other behavioral tests
(e.g., social stimulus in a social interaction test, etc.). However, if rats fail to achieve
one of the last sub-steps of Step 3 (3-b and 3-c, see Table 1), do not exclude them as
this stage is used to reach targeted parameters (> 20 trials and < 30% of omissions

within defined limited hold time)

Post-training manipulation

11. Once the training is finished, divide subjects into triads, making sure that none of the
three rats is housed together. Subjects can be pooled in experimental groups or serve
as their own control in a within subjects design.

12. Place one rat in each operant chamber, in the closed configuration (Fig. 2B)

Critical step: If repeated testing sessions are done on the same rats, make sure that each rat is

assigned to a specific chamber, as modifications of the environment may alter their behavior.

13. To assess the effect of social stress on behavior or neurophysiology, we use two single
testing sessions separated by a 24h. On the first session, run the social inclusion or
social exclusion program (see EXPERIMENTAL DESIGN and Fig. 5) and make sure
to counterbalance on the second day. Test sessions comprise 30 (social inclusion) or

33 (social exclusion) trials.

Data analysis

14. Record the following main behavioral variables for each subject on the rCBT:
Latency to press a lever
Latency to collect food reinforcer in the food tray
Number of correct and omitted trials in a session
Number of collected and omitted food reinforcer in the food tray
Number of infrared beam cuts inside the operant chamber (in the front and the back)
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TIMING

Pretraining habituation: ~6 — 7 days, depending on whether animals are acquired from an
external source. Daily handling can start at day 3-4. Reserve an average time per animal per

day of ~5min

Step 0: Allow up to ~30 min (e.g., 20 min testing time, plus an additional 10 minutes for
transporting animals to the testing room and setting up the software) per testing session. If the

habituation to the food reinforcer was done correctly, training takes up to 1-2 days.

Step 1: Allow up to ~25 min (e.g., 15 min testing time, plus an additional 10 minutes for
transporting animals to the testing room and setting up the software) per testing session.

Training takes up to 30 days.

Step 2 - Allow up to ~25 min (e.g., 15 min testing time, plus an additional 10 minutes for
transporting animals to the testing room and setting up the software) per testing session.

Training takes up to 2-3 days.

Step 3: Allow up to ~25 min (e.g., 15 min testing time, plus an additional 10 minutes for
transporting animals to the testing room and setting up the software) per testing session.

Training takes up to ~3-6 days.

Test: Allow up to ~25 min (e.g., 15 min testing time, plus an additional 10 minutes for
transporting animals to the testing room and setting up the software). Depending on the
experimental procedure chosen, tests can be carried on several consecutive days. However, we
advise against testing the same rats more than twice in the same day to avoid habituation and

wash out effect.

TROUBLESHOOTING

General troubleshooting advices can be found in Table 2. It is important to check regularly
the state of the apparatus. In addition, monitoring of the rats’ performance during the training
and test phases is necessary to avoid inadequate behavior. Experimenter may wish to set a
maximum number of sessions for each step, after which rats that failed to pass the given step

should be excluded from the experiment.
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FIGURES

Figure 1. Components of a chamber of the rCBT apparatus. On the front wall of the
chamber are a central food tray (1) and two lateral levers (2), each surmounted by two
windows (3). IR photo beam are located at the level of these tree components, as well as at the
front and back of the chamber. The floor of the chamber consists of stainless-steel rods (4)
with a removable tray at the bottom (5). On the left lateral wall, a house light is located (6) as
well as a speaker (7). Two lateral openings (8) that can be left opened or closed allow the rat
to circulate around the three chambers using Plexiglas corridors (9). A pellet dispenser (10) is
located outside each chamber. The apparatus is ventilated with external fans (11) and

enclosed inside a light and sound-attenuating cubicle (12).
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Figure 2. Different configurations of the rCBT. During the rCBT training, the open
configuration of the apparatus is used, allowing rats to freely circulate inside the three
chambers (A). During the test phase, the completely closed configuration is used, with one rat
inside each isolated chamber (B). Note that the apparatus is modular thanks to its plastic

doors, thus any configuration can be used depending on the requirement of the experiment.
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Figure 3. Flowchart overview of training steps 1 — 3. Step 1: One chamber is selected as
active throughout the whole session, with its houselight on and levers out until the rat presses
one of the levers. When the correct response if performed by the rat, a food reinforcer is sent
in the chamber located on the same side than the lever. Simultaneously, a specific tone
associated to this chamber emitted in the three chambers. The rat has to reach the target
chamber where it a food reinforce has been delivered inside the illuminated food tray. After
reinforcer collection and an ITI period, a new trial starts. Each rat is required to validate the
behavioral criterion for the 3 chambers before moving to the next step. Step 2: In this step, the
operant chamber is randomly selected, and limited hold periods to press the levers and collect
the reinforcer are introduced. When criterion are reached, move the rats to the next step. Step

3: In this step, proceed as in Step 2 with shorter limited hold period (see Table 1).
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Figure 4. Events during the training phase of the rCBT. A) Before the beginning of a trial,
the rat is located inside the rCBT apparatus in the opened configuration. B) At the start of a
new trial, one chamber is randomly (or not, depending of the training step) selected as active,
which leads to its houselight being turned on and levers being out. C) The rat is required to
press one of the two levers located in the active chamber. D) When a lever is pressed, a tone
specific to this operant chamber is emitted in the whole apparatus, and a food reinforcer
delivered inside the illuminated food tray located on the target chamber (homolateral to the

lever). E) The rat is required to collect the reinforcer in the target chamber. Once he does so,

an ITI starts before the beginning of the next trial.
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Figure 5. Flowchart overview of the rCBT test. During the test phase, one chamber is
randomly picked as active at the beginning of a trial (source chamber). The rat located in the
source chamber is required to press one of the two lever within the limited hold time. If it
gives the correct response (e.g., lever press), a food reinforcer is sent to the targeted chamber.
In this chamber, the targeted rat is required to collect the reinforcer within a limited hold time.
Any omission from the source (no lever press) or target of the reinforcer (no food collect) lead

to the inter-trial interval before a new trial begins.
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Table 1. rCBT training schedule.

Stimulus duration

Training  Operant Food ITI Criterion of
stage box (n°)  Levers  Houselight retrieval (sec) validation
15 pellets
0 / / / * * consumed
1-a 1 0 o0 0 10 > 20 correct trials
1-b 2 0 o0 0 10 > 20 correct trials
1-c 3 0 0 0 10 > 20 correct trials
2 Randomized 30 30 30 5  =30%omission
> 20 correct trials
3-a  Randomized 15 15 15 5  =30% omission
> 20 correct trials
3-b Randomized 10 10 10 5 = 30% om|53|pn
> 20 correct trials
3-c Randomized 5 5 5 5 = 30% omission

> 20 correct trials

co: until the rat responds; ITI: inter-trial interval
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Table 2. Troubleshooting.

Step Problem Possible reason Solution
Step 0 Incomplete Rats are not sufficiently Place food rewards
consumption of reward  habituated to the reward inside a cage with the
rats concerned and make
sure that they consume
the totality of the food
Rats are satiated Introduce food restriction
(~85% of their initial
weight)
Step 1-3 Excessive locomotor Photobeam failure Clean the IR

activity

Rat stops responding

Unstable/poor
performance

Levers are not
retracting

Photobeam failure

Pellet dispenser
malfunction

Rat cannot access

one/several chamber(s)

Aversion to levers

Poor learning ability

photobeams. Otherwise,
replace faulty one(s)

Check the inputs/outputs
of your program.
Otherwise, replace the
lever mechanisms

Clean the IR photobeam,
replace the faulty one(s)

Check the pellet
dispenser, and remove
any jammed pellets

Make sure that all plastic
doors are removed from
the openings of the
chambers

Increase exploration by
adding pellets dust on the
levers

Consider excluding the
concerned rats
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ITII. ARTICLE 2

Le cortex infralimbique et I’'insula
anterieure sont nécessaires a la détection
et régulation des indices d’exclusion
sociale et de ses consequences socio-
affectives.

Anna Fall, Judith Halewa, Etienne Levilion, David Belin, Sylvain Roux, Rolando Meloni,

Philippe Ravassard, Philippe Fossati, Jean-Yves Rotge

Neuropsychopharmacology (soumis)

Contexte

L’exclusion sociale met les sujets dans un stress social impactant non seulement sur les
interactions sociales, mais aussi les réponses émotionnelles. Au niveau moléculaire, I’OT est
un neuropeptide décrit comme favorisant I’approche sociale chez 1’humain mais aussi le
rongeur. Chez le rongeur, ses récepteurs sont répartis au niveau de structures cérébrales
impliqués dans le maintien d’interactions sociales telles que 1’insula, et son administration
méme périphérique module I’activation de I’insula et du cortex préfrontal médian, incluant le

cortex infralimbique ou A25.

L’objectif de cette étude est dans un premier temps d’étudier 1’effet a court terme d’une
exposition a I’exclusion sociale au cours du rCBT sur la qualité et quantités des interactions
sociales, et dans un second temps d’évaluer son impact sur la réponse affective. Nous
souhaitons aussi étudier comment 1I’administration d’OT et des Iésions excitotoxigques au niveau
de A25 et de I’Al peuvent moduler ces comportements et la réponse affective, ainsi que

’activation neuronale au niveau de nos deux régions d’intérét.
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Résultats

Les résultats ont dans un premier temps mis en évidence un effet immédiat de 1’exclusion
sociale et de I’OT sur les interactions sociales. L’exposition a une situation d’exclusion sociale
augmente la latence d’initiation du premier contact social avec un rat inconnu, comparé a
I’inclusion sociale. L’administration périphérique d’OT a réduit cette latence a un niveau
similaire aux rats inclus socialement. Etant donné la nature pro-sociale ainsi que 1’action
anxiolytique de ce neuropeptide, I’OT serait donc capable de réduire les niveaux de stress social
et de faciliter I’approche sociale avec un nouveau congénére. Dans la seconde expeérience,
I’exposition a I’exclusion sociale a augmenté de maniére significative la durée d’immobilité au
cours du test de nage forcée, comparé a I’inclusion sociale. Ceci serait le reflet d’une résignation
augmentée aprés exposition a I’exclusion sociale. Les lésions au niveau de A25 ont
significativement réduit I’amplitude de réponse durant le test de nage forcée apres exclusion
sociale comparé a I’inclusion sociale. Ceci suggere en complément que A25 pourrait étre
impliqué dans la détection des signaux d’exclusion sociale. Enfin, nous n’avons pas trouvé de
différences entre la durée de grooming ni dans la proportion de temps passé au centre de 1’aréne
dans le test d’open field apres inclusion et exclusion sociale. Le stress élicité par I’exclusion
sociale et le test de nage forcée peuvent ne pas avoir modifié la durée totale de grooming mais
la microstructure de celui-ci. Un enchainement séquentiel aberrant du grooming pourrait en

effet refléter I’effet de 1’exclusion sociale.

Au niveau cellulaire, I’exclusion sociale a augmenté le niveau d’activation de A25
comparé a I’inclusion sociale, sans modulation par 1’administration d’OT. Il semblerait donc
que A25 réponde spécifiquement aux signaux d’exclusion sociale. A I’inverse, 1’exposition a
une situation d’exclusion sociale a réduit le niveau d’activation insulaire, ce dernier étant
restauré par ’administration d’OT. L’exclusion sociale a pu inactiver de maniere temporaire
I’activité insulaire, et étant donné la forte densité en récepteurs a I’OT au niveau de Al, il est
donc cohérent que 1’administration d’OT augmente le niveau d’activation insulaire. Dans la
seconde expérience, les Iésions dans I’Al n’ont pas impacté le niveau d’activation dans A25,
alors que les lésions dans A25 ont réduit la réponse insulaire. Ces résultats suggérent qu’en

situation d’exclusion sociale, A25 agirait en amont de I’Al.
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Conclusion

Nos résultats ont mis en évidence un effet de 1’exclusion sociale dans notre tiche de
rCBT sur le comportements socio-affectifs, en altérant I’initiation du premier contact et
augmentant le niveau de résignation des rats. Nous avons aussi observé une modulation du
comportement social par 1’administration périphérique d’OT, qui a favorisé une réponse pro-

sociale, et un effet d’une 1ésion au niveau de A25 qui a reduit les comportements de résignation.

En complément, I’étude de I’activation neuronale a mis en évidence une activation de
A25 en réponse a I’exclusion sociale sans modulation par I’OT. A I’inverse, 1’activation
insulaire a été réduite par 1’exclusion sociale mais rétablie par I’administration d’OT. De plus,
aprés exclusion sociale, les 1ésions A25 ont réduit 1’activation insulaire comparé a des rats ayant

recu une lésion sham, alors que les 1ésions insulaires n’ont pas impacté I’activation de A25.

Ces résultats suggerent dans un premier temps que A25 répondrait de maniére spécifique
a D’exclusion sociale, et D’insula serait impliquée dans la régulation des réponses
comportementales dans un contexte social via une modulation par I’OT. Dans un second temps,
il semblerait que A25 agirait en amont de I’ Al dans le contexte de 1’exclusion sociale et pourrait

étre nécessaire a la réponse insulaire.
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ABSTRACT

Background: Social exclusion (SE) is critical in the regulation of social and affective
behaviors. Although brain area 25 (A25) and the anterior insula (Al) are both involved in SE,
it remains unclear whether they contribute to detect SE cues or to regulate SE distress or both.

Here, we compared the role of A25 and Al in SE and its socio-affective outcomes.

Methods: SE was induced by a rat-version of the Cyberball task, which allowed to put one
given animal in a peer-induced SE without any physical threat or stress. In Experiment 1, social
behaviors were evaluated with the social preference test and the systemic administration of
oxytocin. In Experiment 2, A25 and Al were excitotoxically lesioned. Affective behaviors were
measured with the forced swim test, open field test and grooming test. Neuronal activation in

response to SE and oxytocin was assessed in both experiments.

Results: SE affected social behaviors by increasing rats’ latency to initiate new social
interactions and increased depressive-like behaviors. SE induced an increase of A25 activation
and a reduction of Al activation, which was reversed by oxytocin. Finally, A25-lesions reduced

depressive-like behaviors and SE-related Al activation.

Conclusions: A25 and Al are critical in processing SE. A25 was involved upstream of Al,
which was involved in latter phase of SE and modulated by oxytocin. The present study
suggests that A25 is implicated in the detection of SE whereas Al seems to play a role in coping

SE.
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INTRODUCTION

Social exclusion (SE), defined as being kept apart from others, threats our fundamental need of
belongingness, which calls for emotional and social regulation [1]. Detecting SE signals might,
for example, be required to increase our level of affiliation within a group in order to limit
potential threats of exclusion. In humans, numerous paradigms have been developed to induce
SE [2,3]. The Cyberball task (CBT) is one of the most widely used task in social neuroscience
because of its efficiency and reliability in inducing feelings of exclusion [4,5]. It consists in an
online ball-tossing game in which the participant is lead to believe he is playing with two other
subjects. Social contingencies are programmed beforehand with a “social inclusion (SI)”
condition wherein every player receives an equal amount of ball tosses, followed by a “SE”
condition where the participant is excluded from the game, i.e. no longer receives ball toss. The
SE condition induces social distress and has been suggested to affect fundamental needs, such

as belongingness, self-esteem, meaning of life and sense of control [6].

Neuroimaging studies have contributed to the identification of brain regions processing SE [5].
Using CBT, fMRI activations of the anterior cingulate cortex (ACC), ventral prefrontal cortex
and anterior insula (Al) were increased in response to SE compared to Sl [5]. In adolescents,
subgenual ACC (sgACC) and Al activations were positively correlated to the level of SE-
induced distress [7]. These data are further supported by a meta-analysis of CBT-fMRI studies
highlighting the involvement of the anterior midcingulate cortex (aMCC), sgACC and Al in SE
[8]. A ventro-dorsal gradient of activation within the ACC according to SE duration was
described, suggesting that sJACC and aMCC process different phases of SE. Accordingly,
intracerebral neuronal recordings in humans within the sgACC and Al showed increased

activity during CBT-exclusion compared to CBT-inclusion [9]. The latency of sgACC
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activations after CBT-exclusion decreased across blocks, whereas Al pattern of activation faded
in intensity across blocks of SE. Researchers proposed that the sgACC acts “to signal rapidly
the social value of exclusion” whereas the Al plays a role in “the subjective feeling of SE” [9].
Finally, a review looking at the temporal dynamics of SE in CBT proposed that the sgACC was
involved in an early stage processing whereas the Al was activated during a late stage
corresponding to emotional regulation [10]. Taking together, these results comfort the idea that
SsgACC and Al are both critical in encoding SE signals. Interestingly, they are functionally and

anatomically connected [11,12].

At the psychopharmacological level, oxytocin (OXT) is a neuropeptide involved in affiliative
behaviors that stimulate pro-social behaviors [13,14]. Studies have shown that systemic OXT
administration in humans increases trust, generosity, and attachment [13,15,16]. It also
facilitates social approach by enhancing the recognition of social cues including face perception
[17]. For example, when presented black and white neutral faces, men who received intranasal
OXT administration had longer and more frequent gazes to central areas of the face, including
the eye area [18]. The strength of social bonds was also positively correlated with blood OXT
concentrations [14]. OXT might therefore contribute to facilitate interpersonal communication
by increasing positive approach-related behavior. In rodents, endogenous and exogenous OXT
also facilitate pro-social behavior, by decreasing anxiety levels and thus social avoidance
[19,20]. Of interest, oxytocin receptors (OTR) are enriched within the Al and sgACC of both
humans and rodents [21,22]. Studies showed that the activation of OTR modulates insular
activity in both species, suggesting that the insula might play a role in facilitating pro-social
behavior [20,23]. For example, the inhibition of OTR in rodents lead to reduced social

exploration toward a novel conspecific, highlighting the pro-social effects of OXT [20].

131



Some rodent models have been designed to probe the neural and cellular basis of SE [24,25].
However, these rodents’ models are based on the induction of physical stress, which may
question their face and construct validity since daily SE situations in human situation do not
imply physical stress, even in targeted rejection. For example, SE has been experimentally
modelled by restraining an animal in the presence of free peers, thereby inducing increased
anxiety-like behavior compared to inclusion [26]. Thus, in such paradigm, the SE-induced
effects are, at least in part, due to the physical contention and associated stress. There is hitherto
no rodent model of SE: 1) that is not associated with physical threat or hurt, and 2) that is based
on the exclusion of peers belonging to the same strain, thereby limiting our understanding of

the neural and cellular substrates of SE.

In the present study, we investigated whether sgACC and Al contribute to detect SE cues or to
regulate SE distress or both. For this, we designed a rat analogue of CBT (rat-CBT) to
investigate social correlates of SE and its control by OXT in sgACC (Infralimbic cortex or area
25, A25) [27] and Al (the agranular insular cortex). We then causally tested the contribution of

each structure to SE and its related affective behaviors.
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METHODS AND MATERIALS

Subjects

Subjects were male Lister Hooded rats (Charles River UK) weighing 200-240 g at the start of
the experiment. Rats were pair-housed in standard Plexiglas cages with food and water
available ad libitumin a 12:12 light-dark cycle (lights on at 8AM). Experiments were conducted
according to the European Union's Directive 86/609/EEC and to the French animal ethics

committee (protocol 02104.01).

Behavioral testing

Rat-CBT: social inclusion or social exclusion

The apparatus and the different stages of learning are fully described in Supplemental
Information. Briefly, it consisted in 3 operant chambers that communicated together with
corridors. Learning was realized in an open configuration of the apparatus (Figure 1A). Through
an operant condition procedure, rats learned to associate a lever press in one given operant
chamber to the delivery of a food pellet in the homolateral chamber. Rats also learned to
associate visual and auditory cues with the chamber with active levers, i.e. which rat is going

to press a lever and to deliver a pellet in one of the two other chambers.
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Testing

The testing phase took place following the three conditioning phases. In this phase, one rat was
placed in each chamber in the closed configuration of the apparatus (Figure 1A). Rats of a same
triad were not housed together, and those triads were kept throughout the experiment. Two
conditions were defined: SI and SE which consisted of thirty and thirty-three trials, respectively.
Visual and auditory cues were manipulated in such a way that 10 random trials in Sl, and that
the first 3 trials, and then one tenth of trials in SE were associated with the delivery of a pellet

for each rat.

Social behaviors

The social preference test (SPT) based on Crawley’s three-chamber sociability and social
novelty test was used to assess social behaviors [28]. The apparatus consisted in a Plexiglas
rectangular field (120x60x40cm) divided in three areas, which were delineated by walls with a
10x12cm opening allowing rats to move freely between all three areas (Med Associates, Bio-
Concept Scientific) (Figure 1B). On each left and right chamber, there were stainless steel wire
cages (20x25cm) allowing sensory contacts with an unfamiliar rat. Illumination was stable at
80 lux in each area.

First, the test rat was placed in the middle area for a 10-min habituation session. Second, to
assess sociability, the test rat was exposed to an unfamiliar rat (“stranger 1) in one area and to
an empty wire cage in the opposite area during a 10-min session (random, Figure 1B). Rats
were then removed and the whole apparatus cleaned with diluted detergent to remove any
odorant cues. Third, to investigate the preference for social novelty, the test rat was exposed to

“stranger 1” who has then become familiar and to a new unfamiliar rat (“stranger 2”’) who was
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placed inside the previously empty wire cage during a last 10-min session (Figure 1B). Behavior
was recorded using the TopScan video tracking software (CleverSys Inc., VA, USA). The
variables measured in the two conditions were the duration of time spent and the latency of

entry in each area.

Depressive-like behaviors

Depressive-like behaviors were assessed with the forced swimming test (FST) procedure as per
Slattery & Cryan [29]. Briefly, rats were placed in a Plexiglas cylinder (50cm height, 31cm
diameter) filled with 30cm of water maintained at 23-25°C. An initial 15-min pre-test was
followed 24h later by a 5-min test during which behaviors were recorded with a digital video
camera. Rats' behaviors, i.e. immobility, swimming and climbing, were manually scored by an

experienced observer, naive of the experimental conditions (SI vs. SE).

Anxiety behaviors

Open field test (OFT). Rats were placed in the center of an unfamiliar open field (68x68x40cm)
for 7-min. The field was illuminated with an intensity of 160 lux. The total covered distance
and time spent in the center and periphery of the field were measured. The TopScan software
(Clever Sys Inc., VA, USA) and a video tracking system were used to record and analyze

locomotor activity during the OFT.

Grooming. Post-FST-induced grooming behaviors were recorded with a digital video camera

during 5 min. The time spent and the latency of onset of the first bout of grooming were scored

by an observer blind to experimental conditions [30].
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Stereotaxic surgery

Rats were anesthetized by an intraperitoneal injection of ketamine (Imalgéne® 1000, Merial,
Lyon, France) and xylazine (Rompun® 2%, Bayer, Puteaux, France) at a dose of 100mg/kg
and 8 mg/kg, respectively. After a hole was drilled in the skull, a 10l Hamilton syringe (model
701, Phymep, Paris, France) was plunged in left and right A25 (coordinates relative to Bregma:
anteroposterior +3.44mm, mediolateral £0.4mm, dorsoventral -5mm), or in left and right Al
(coordinates relative to Bregma: angle a 20°, anteroposterior +1.44mm, mediolateral £2.6mm,
dorsoventral -3.4mm). Rats with lesions were bilaterally injected with 0.5ul of 0.09M
quinolinic acid (Sigma-Aldrich) at an infusion rate of 0.2ul/min. To allow local diffusion of the
drug, the syringe was kept in the brain for 2 min after the end of the injection. Control rats

received an identical sham surgical procedure without injection.

Drug administration

Oxytocin (Sigma-Aldrich) was dissolved in 0.9% saline solution and administered by

intraperitoneal injection at a concentration of 0.5mg/kg [31]. Vehicle injections of saline were

also delivered via systemic administration at the same volume.

Histological analyses

Animals were euthanatized by decapitation. Brains were harvested and snap-frozen in

isopentane before immediate storage at -80°C until sectioning. Coronal sections (16um) were

performed on a cryostat (Leica Biosystems, IL), mounted on glass slides and stored at -80°C.
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cFos Immunohistochemistry and Cresyl Violet staining are fully described in the Supplemental

Information.

Experimental procedure

Five distinct experiments were conducted: three experiments in rats (Experiments 1-3) and two
experiments in Humans (Experiments 4-5). Experimental procedures for Experiments 1 & 2

were depicted in Figure 1C. Experiments 3-5 were described in Supplemental Information.

Concerning Experiments 1 & 2, male Lister Hooded rats were received at postnatal day P35 or
P42. After a rest week, they were handled daily and weighted weekly. Experimentations took
place between P50 and P200 and occurred at the same time 5 days a week between 9:00 AM

and 5:00 PM.

Experiment 1: Consequences of SE on social behaviors (Figure 1C)

Twenty-six rats were randomly divided into three groups (n=8 each): SI and administration of
saline (SI+SAL), SE and administration of saline (SE+SAL), and SE and administration of
OXT (SE+OXT). After the rat-CBT learning procedure, rats performed a pre-FST session the
day before testing. Testing consisted in one session of rat-CBT test allowed to put each animal
in either SI (SI+SAL) or SE (SE+SAL and SE+OXT). Immediately after rat-CBT, either OXT
(SE+OXT) or saline solution (SI+SAL and SE+SAL) were administered. Five minutes after
rat-CBT, rats performed SPT and FST. Rats were euthanized 45 minutes after infusion for brain

extraction and cFos immunohistochemistry.
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Experiment 2: Consequences of SE on affective behaviors (Figure 1C)

After the rat-CBT learning procedure, 27 rats performed a pre-FST session the day before pre-
surgical testing. Pre-surgical testing took place over two days. Rat-CBT allowed to put
randomly rats in Sl or in SE on day 1, counter balanced on day 2. After each of both CBT
sessions, rats performed a 10 min OFT session, a 5 min FST session and a 5 min induced-
grooming. The following week, rats went through stereotaxic surgery, followed by a 10-days
recovery period. Rats were randomly divided into three groups: A25-lesioned rats (n=9), Al-
lesioned rats (n=9), and sham (n=9). Sham lesion targeted either A25 (n=4) or Al (n=5). Rats
performed testing sessions again, counterbalanced. Finally, the day after testing sessions, all
rats were put in SE with the rat-CBT and were then euthanized after 45 min. Brains were then
immediately harvested for cFos immunohistochemistry. cFos expression was measured in A25
for Al-lesioned rats and conversely. The extent of lesions was assessed using Cresyl Violet

staining.

Statistical analyses

Statistical analyses were conducted with Statistica (StatSoft Inc., Tulsa 2011). Parametric or
non-parametric tests were used according whether datasets met the assumption of normality.
Experiment 1: One-way ANOVA and Kruskal-Wallis tests were used to compare the mean time
spent in each chamber and mean latency of entry in social areas between groups (SI+SAL,
SE+SAL and SE+OXT). Post hoc tests consisted in Tukey’s HSD and Dunn’s multiple
comparison post hoc tests, respectively. Repeated measures ANOVA was used to assess the
effect of time on the proportion of rats in the social area across groups.

Experiment 2: Before lesion, Student’s paired t-test were used to compare mean immobility

time (FST), mean proportion of time spent in the center of the arena (OFT) and mean grooming
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duration after SI and SE in all rats. After lesion, one-way ANOV A and Tukey’s HSD post hoc
test were used to compare the same variables after SI and SE between groups (A25-, Al-, and
sham-lesions). Mann-Whitney tests were used to compare cFos expression between groups.

For all analyses, the alpha risk was set at 0.05 and statistical trends at 0.1.
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RESULTS

Experiment 1: SE and OXT administration altered the onset of social interaction
and neuronal activity in A25 and Al

Regarding social behaviors, time spent in the different chambers in the SPT did not differ
between groups neither in the sociability condition nor in the social novelty condition (Figure
2A-B). The latency of the first entry was higher in SE+SAL, as compared with SI+SAL and E+
OXT, in the social novelty condition, but not in the sociability condition (Figure 2C). The
temporal dynamics of the initiation of social interactions were then examined on the first 30
seconds by comparing area under the curve of the proportion of rats entered in the social
chamber. Although no between-groups difference was found in the sociability condition, the
proportion of SE+SAL rats in the social chamber was lower than SI+SAL and SE+OXT rats
(Figure 2D-E). These results showed that SE may break the initiation of new social interactions,

which was reversed by OXT.

Regarding affective behaviors, SE did not impact immobility duration during the FST (Figure

2F).

Regarding neuronal substrates, cFos activation was quantified to measure A25 and Al neuronal
activation in response to rat-CBT conditions and administration of OXT or saline (Figure 2G).
A25 neuronal activation was greater in SE+SAL and SE+OXT in comparison with SI+SAL,
suggesting that A25 responds more specifically to SE, and not to OXT (Figure 2H). Al neuronal
activation was diminished in SE+SAL compared with SI+SAL and SE+OXT, suggesting that

SE affected Al activation which was reversed by OXT (Figure 21).
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Experiment 2: A25 excitotoxic lesions reversed SE-induced depressive-like

behavior and reduced Al activity

Regarding brain lesions, the extent of A25 and Al lesions were mapped with a standardized
atlas (Figure 3A) [32]. No visible lesion was observed in three rats, and three rats died in the
following of the surgical procedure. Therefore, six rats were excluded from analyses. Finally,

there were 8 sham-lesioned, 7 A25-lesioned and 6 Al-lesioned rats in the final sample.

Regarding anxiety behaviors, OFT performances did not differ (1) between Sl and SE in
baseline (Figure 3B), (2) between groups after surgery (Figure 3C), and (3) between pre- and

post-lesion (Figure 3D).

Regarding depressive-like behaviors, in contrast to Experiment 1 where SE had no effect on
immobility duration, rats displayed a significant increase in immobility duration after SE
compared with Sl before but not after surgery (Figure 3E-F). However, A25 lesions induced a
significant decrease in immobility duration after SE vs. SI when comparing before and after

surgery (Figure 3G). No significant variation was observed for Al-lesions and sham.

Regarding grooming behaviors, rats displayed a trend in increased grooming duration following
SE compared with Sl before surgery (Figure 3H). No between group difference was observed

after surgery (Figure 31-J).

Regarding neuronal substrates, cFos activation was analyzed in A25 and Al in response to SE

(Figure 3K). Al lesion had no effect on the level of activation of A25 (Figure 3L), however

A25 lesions decreased the level of Al activation in response to SE (Figure 3M).
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Supplemental Experiment 3: Rats demonstrated social behaviors in the rat-CBT

We conducted an experiment showing that rat-CBT-related behaviors had a social component
with rats able to take into account the presence of other animals in the apparatus and to modulate
their behaviors in consequence. The experiment was fully described in Supplemental

Information.

Supplemental experiments 4 and 5: Impact of food reward and the ability to

signal the wish to receive the ball on CBT-induced social distress

There are two major experimental differences between human- and rat-CBT: (1) the use of food
rewards in rat- but not human-CBT, and (2) rats may attract the attention of peers during the
task, but not humans. In order to assess whether these methodological differences may impact
our results, we conducted two separated experiments in humans, which showed that both food
reward and the ability to signal the wish to receive the ball did not significantly impact SE-

related distress. Both experiments were fully described in Supplemental Information.
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DISCUSSION

The present study investigated the respective role of the infralimbic cortex (area 25) and Al in
SE. Using an innovative task, the rat-CBT, we found that SE increased depressive-like
behaviors, which was reduced by A25 lesions. Consistent with our hypothesis, A25 activation
was increased following rat-CBT-SE compared with SI. However, A25 activation was not
modulated by Al-lesions, suggesting that SE signals were processed by A25 upstream of Al.
Additionally, SE altered social behaviors by increasing rats’ latency to initiate new social
interactions. Al activation was found reduced after SE, also in A25 lesioned rats. Interestingly,
Al activation and SE-related behavioral outcomes were reversed by OXT, suggesting that Al
was implicated in SE regulation. Taking together, our findings showed that A25 and Al were

differentially involved in processing SE, in early SE phases for A25 and in late phases for Al.

Both Al and ACC were known to be major actors in emotional and negative affect processing
[33,34]. Specifically, the Al, involved in the Salience Network [35], was an integrative hub that
receives and refines salient stimuli in preparation for adequate behavioral outcomes [36,37].
Lesions of ACC in Humans altered behaviors by producing symptoms of apathy, emotional
instability, or reduced distress [38]. Interestingly, both regions shared a structural specificity
with the presence of bipolar spindle neurons named VVon Economo neurons (VENS) within the
agranular insula and layer V of the ACC in great apes [39,40]. Due to their large axons, VENs
may contribute to the rapid communication between Al, ACC, and other hubs involved in social
salience, which may be required for fast-modulation and integration of salient social stimuli
[33,36]. Although both regions were consistently activated after SE exposure [5,7], we found
decreased Al-activation following SE. In a review summarizing brain imaging data of SE,

researchers proposed that SE may be processed through different stages, with early stages
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reflecting a primary reaction to SE [10]. sJACC would contribute to the early processing,
whereas the Al would intervene at a later stage and act as a regulator of emotions. These results
were in accordance with our hypothesis placing sgACC as a primary actor in SE as an integrator
of social cues input, and the Al as a regulator of these signals leading to an adapted behavioral

outcome, here in the context of social interactions.

Our results may appear discrepant regarding the SE effects on depressive-like behaviors. In the
first experiment, we found no modification of depressive-like behavior after SE compared to
SI; in the second experiment, SE actually induced depressive-like behaviors. The main
difference was linked to the SPT, added in Experiment 1 and absent in Experiment 2, between
rat-CBT and the measurement of depressive-like behaviors. Even though this manipulation
occurred in a short period of time, exposure to a social situation may have muted the
manipulation effect of the rat-CBT. Indeed, increased social support in Humans was associated
with lower reported levels of physical and social pain induced by the CBT, as well as decreased
SgACC activation [41]. Studies conducted in rodents also suggested that being in the presence
of conspecifics, a phenomenon named “social buffering”, reduced animals’ levels of stress and

anxiety [42].

We observed reduced latency of initiation in social interactions after OXT administration in
socially excluded rats. OXT is well known to facilitate pro-social behaviors in both humans
[16,43,44] and rodents [19,20,45], by enhancing partner preference and the duration of social
exploration. In affective disorders such as major depressive disorder where subjects experience
increased sensitivity to SE [46], it has been found lower plasma OXT levels following SE in
comparison with healthy subjects [47]. This supports the idea that OXT plays an important role

in the initiation and maintenance of social bonds, which can be altered in disorders such as
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depression. OXT increased Al neuronal activity to similar levels than socially included rats, in
agreement with findings showing that administrating OXT altered Al activity, due to the high
density of OTR [20]. OXT might therefore facilitate insular activation and the detection of
salient social stimuli in order to produce adapted behavioral outcomes. Regarding the role of
Al in interoceptive awareness, we could hypothesize that the OXT-related effect of social
buffering could be related to a diminished SE-related changes in interoception. Indeed, it has
been shown that SE altered interoceptive accuracy [48] and that interoceptive abilities were
associated with stronger regulation strategies after ostracism [49]. However, the relationship

between interoception and SE required clarification, especially at the neuronal levels.

One may ask whether food-driven behaviors, as observed in the rat-CBT, are actually social.
We have challenged this issue by two different approaches. First, when rats have the choice
between keeping a food reward or sharing with a peer in an adjacent chamber, they chose the
sharing option significantly more frequently than chance, showing a social component of the
behavior. Accordingly, rodents demonstrated altruistic and empathic behaviors in prior studies
[50]. Second, we showed that using food rewards in the human cyberball task did not affect the
behavioral outcomes of SE, suggesting that food rewards did not impact the social component
of the cyberball. Overall, we can conclude that the behavioral similarities found in the present
study with human studies cannot be solely attributed to the use of food reward, and included

social behaviors.

In summary, our results suggest that the sgACC and Al are two important actors in SE. The

A25 may act upstream of the Al and be activated in response to SE, whereas the Al might play

a role in the regulation of the behavioral outcome. In addition, our findings support the
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involvement of OXT as a pro-social neuropeptide that could be potentially used in therapeutic

interventions in affective disorders with social impairments.
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Figure 1. Experimental task and design. (A) Schematic top-view of the configurations of the

rat-CBT apparatus: open and closed configurations. (B) Schematic representation of the Social

Preference Test with the sociability (top) and preference for social novelty (bottom)

configuration. (C) Experimental design of experiment 1 and 2. rCBT: rat-Cyberball task; I:

inclusion; E: exclusion; FST: Forced Swimming Test; SPT: Social preference test; sal: saline;

OXT: oxytocin; OFT: Open field test; GRO: induced grooming.
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Figure 2. SE and OXT administration alter the onset of social interaction and neuronal
activity in A25 and the insula. (A) Mean (£ SEM) time spent in each area in the sociability
condition of the SPT. Rats spent more time in social chamber with "stranger 1" than in non-
social chamber with the empty cage, independently of the group belonging (n = 22; FcHameer
(1, 19) = 84.40, p < 0.001, pn? = 0.82; Ferour (2, 19) = 1.50, p = 0.25, pn? = 0.14). (B) Mean
(= SEM) time spent in each area in the preference for social novelty condition of the SPT. Rats
spent more time in the chamber with the unfamiliar rat ("stranger 2") compared with the one
containing the familiar one (“stranger 1"), independently of the group belonging (n = 22;

Fenameer (1, 19) = 46.36, p < 0.001, pn? = 0.71; Feroue (2, 19) = 0.01, p = 0.99, p2 = 0.001).
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(C) Mean (= SEM) latency of the first entry in the new social area in both conditions of the
SPT. In the sociability session, the latency of the first entry in the social chambers did not differ
between groups (n = 22; Ferour (2, 19) =0.16, p = 0.85, pn?>= 0.02). In the preference for social
novelty, the latency was higher in SE+SAL, as compared with SI+SAL and E+ OXT (n = 22;
Heroup = 6.10, p <0.05, pn?=0.03). (D) Temporal dynamic of the first 30 seconds on the SPT
for the sociability condition. Each point represents the proportion of rats in the social area at a
given time. No difference was found for the sociability condition (n = 22; Ferour (2, 19) = 0.72,
p = 0.50, pn? = 0.07). (E) Temporal dynamic of the first 30 seconds on the SPT for the
preference for social novelty condition. Each point represents the proportion of rats in the novel
social area at a given time. There was a group effect for the preference for social novelty
condition (n = 22; Ferour (2, 19) = 3.97, p < 0.05, pn? = 0.30). Post hoc analyses indicated a
significant difference between the SE+OXT and SE+SAL groups, and a statistical trend
between SE+SAL and SI+SAL groups. (F) Mean (£ SEM) duration of immobility during the
forced swimming test. No difference was found between groups (n = 22; Ferour (2, 19) = 0.48),
p=0.63, pn? = 0.048). (G) Representative photomicrographs of c-Fos expression 45 min after
rat-CBT and administration of saline or OXT. Scale bar: 50um. (H) Quantification of the mean
(xSEM) number of c-Fos positive nuclei in A25. A group effect was found (n = 22; Ferour (2,
17) =7.33, p <0.01, pn? = 0.46). Post-hoc comparisons showed higher activation in SE+SAL
and SE+OXT groups compared with the SI+SAL control group (p < 0.05 for SI+SAL and
SE+SAL; p <0.01 for SI+SAL and SE+OXT). (1) Quantification of the mean (tSEM) number
of c-Fos positive nuclei in the Al. A group effect was found (n = 22; Ferour (2, 18) = 3.62, p <
0.05, pn? = 0.30). Post-hoc comparisons revealed a statistical trend to a lower activation in
SE+SAL group compared with SI+SAL and SE+OXT groups (p = 0.09 for SI+SAL and

SE+SAL, p =0.06 for SE+SAL and SE+OXT). ***p <0.001; **p <0.01; *p < 0.05; #p <0.1.
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Figure 3. A25 excitotoxic lesions reverse SE-induced depressive-like behavior and reduce
insular activity. (A) Representation of the extent of A25 and Al lesions. Anterior-posterior
coordinates were given relative to the bregma. Greyscale shading indicates the extent of the
lesions. (B) Mean (£SEM) proportion of time spent in the center of the arena during baseline
OFT. No difference was found between social inclusion and social exclusion (n = 21, t(20) = -
1.24,p =0.23, d = 0.27). (C) Mean (xSEM) proportion of time spent in the center of the arena
during post-lesion OFT. After surgery, there was no group effect on the proportion of time spent
in the center of the arena, in either condition (n = 21; FincLusion (2, 18) =0.61, p = 0.56, pn? =
0.06; Fexcrusion (2, 18) = 0.95, p = 0.40, pn? = 0.10). (D) Mean variation of the proportion of
time spent in the center of the arena during OFT after social exclusion, before and after lesion.
No significant difference was found (sham: n = 8, t(7) =-0.42, p = 0.68, d = 0.15; BA25: n =
7,1(6) =-0.97,p=0.37,d =0.37; Al: n =6, t(5) = 1.92, p = 0.13, d = 0.86). (E) Mean (£tSEM)
duration of FST immobility before surgery. Immobility duration was higher after social
exclusion than after social inclusion (n = 21, t(20) = -5.13, p < 0.001, d = 1.12). (F) Mean
(xSEM) duration of immobility during the FST post-lesion. No between-group difference was
observed (n = 21; Fincrusion (2, 18) = 0.12; p = 0.99, pn> = 0.01; FexcLusion (2, 18) = 0.10, p
=0.90, pn? = 0.01). (G) Mean pre- and post-surgery variation of the duration of immobility
during the FST after social exclusion compared to social inclusion. There was no significant
difference within the sham-lesioned (n = 8, t(7) = 1.20, p = 0.27, d = 0.42) and the Al-lesioned
group (n =6, t(5) = 1.46, p = 0.20, d = 0.59). A25 lesions however significantly decreased
immobility time compared with pre-lesion (n = 7, t(6) = 3.31, p < 0.05, d = 1.25). (H) Mean
(xSEM) duration of induced-grooming before surgery. There was a trend in increased grooming
duration following social exclusion compared with social inclusion (n = 21, t(20) =-1.79, p =
0.07, d = 0.39). (I) Mean (xSEM) duration of induced-grooming after surgery. After lesion,

there were no difference between groups (n = 21; Fincrusion (2, 18) = 0.07, p = 0.93, pn? =
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0.01; FexcLusion (2, 18) =0.92, p=0.42, pn? = 0.10). (J) Mean pre- and post-surgery variation
of the duration of induced-grooming after social exclusion compared to social inclusion. No
significant effect was observed, except in sham lesioned rats (sham: n =8, t(7) = 2.41, p < 0.05,
d=0.85; A25:n=7,1(6) =0.89, p=0.41,d = 0.34; Al: n =6, t(5) = 1.13, p = 0.31, d = 0.46).
(K) Representative photomicrographs of c-Fos expression 45 min after exposure to rat-CBT-
SE. Scale bar: 50um. (L) Quantification of the mean (xSEM) number of c-Fos positive nuclei
in A25. There was no difference between Al-lesioned and sham-lesioned rats (n = 21; U = 7.00,
p = 0.54); (M) Quantification of the mean (£SEM) number of c-Fos positive nuclei in Al. A25-
lesioned rats had lower c-Fos positive nuclei than sham-lesioned rats (U =-1.98, p < 0.05) ***p

<0.001; *p < 0.05.
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- Supplemental information -

Supplemental Materials and Methods

Rat-cyberball

Apparatus

Two custom-made apparatus (Med Associates, Bio-Concept Scientific) consisted of three
operant conditioning chambers (25x25x32cm) housed together inside a sound attenuating
cubicle. Plexiglas corridors connected the three operant chambers together. Chambers could be
manually isolated with plastic guillotine doors allowing different configurations (Figure 1A).
On the front wall, two retractable levers were located under two windows giving onto the other
two chambers, which could be manually closed. The food tray was located between the two
levers; a light illuminated the food tray upon reinforcers delivery (45 mg banana-flavored
sucrose pellet, Dustless Precision Pellets®; Bio-Serv). A house light and a speaker delivering
three different sounds, each specific to one chamber, were located on the left wall. A ventilating

fan positioned at the top of each apparatus supplied a background masking noise.

Habituation

Each rat was initially habituated to banana-flavored sucrose pellets in their homecage in order

to avoid neophobia. Each rat was then habituated to the operant chambers during a 20-min

session. The apparatus was in an open configuration (Figure 1A) allowing the animal to move

freely and explore the three chambers. Only lights of the food trays containing 5 sucrose pellets
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each were on. The habituation was acquired when the 15 pellets were eaten. The habituation

session was repeated if necessary.

Operant conditioning learning

Operant conditioning was split into three main phases using the open configuration of the
apparatus (Figure 1A). Rats were trained to associate one lever press to the delivery of one
pellet, with a fixed-ratio of 1, in the chamber homolateral to the lever.

(1) The first phase consisted in 3 sessions. Each session lasted 15 min with one chamber defined
as "active", i.e. in which levers were active, for the whole run. The house light in that chamber
was turned on, indicating that levers were active. Levers were inserted simultaneoulsy for an
unlimited time until one was pressed by the rat. After lever press, the house light was turned
off, the levers retracted, a 5-sec tone specific to the active chamber was emitted in the whole
apparatus, and food reward was delivered in the food tray located in the chamber homolateral
to the lever. The food tray's light was turned off as soon as the rat collected the reward. Trials
were separated by a 10-sec inter-trial interval. A session was validated when the rat completed
15 successful trials.

(2) In the second phase, the "active” chamber was randomly picked (no more than two times in
a row). The rat had to reach a success rate of at least 70% with a minimum of 20 successful
trials to reach the third phase.

(3) In the third phase, rats were required to perform trials with defined time limits that are

described in Supplemental Tablel.
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Supplemental Table 1. rat-CBT training schedule.

Stimulus duration (sec)

Training Operant box Food ITI Criterion of
stage (n°) Levers Houselight retrieval (sec) validation

1-a 1 0 o o 10 = 20 correct trials
1-b 2 0 o 0 10 > 20 correct trials
1-c 3 0 © © 10 = 20 correct trials

< 30% omission

’ randomized %0 30 30 5 = 20 correct trials
o .
3-a randomized 15 15 15 5 < 30% omission
2 20 correct trials
o .
3-b randomized 10 10 10 5 < 30% omission
2 20 correct trials
o .
3-c randomized 5 5 5 5 < 30% omission

2 20 correct trials

ITI: inter-trial interval; «: until the lever is pressed/food is retrieved.

Histological analyses

cFos Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on coronal sections. Brain sections were post-fixed in
4% paraformaldehyde for 30 min prior to the beginning of the immunohistochemical protocol.
Endogenous peroxidase activity was inhibited with 40% methanol and 1% hydrogen peroxide
for 5 min at room temperature in 0.1M phosphate-buffered saline (PBS), followed by 5 min
incubation in 0.2% Triton X-100 in PBS. Sections were then blocked with 4% bovine serum
albumin in 0.1M PBS for 30 min before overnight incubation at 4°C with a rabbit polyclonal
anti-cFos antibody (1:1000; ABE457; Millipore, MA) diluted in 0.02% thimerosal. The
following day, sections were rinsed and incubated in 1:250 biotinylated horse anti-rabbit 1gG
antibody for 30 min at room temperature, followed by incubation at room temperature for 1h

in 1:125 avidin-biotin complex (1:125; Vectastain Elite ABC HRP Kit, Vector Labs).
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Immunostained cells were revealed following a 10-min incubation in 3,3’-Diaminobenzidine
(DAB) and 0.008% hydrogen peroxide, before being mounted in xylene.

The counting of cFos positive-cells in A25 and Al was performed using Fiji (Schindelin et al.,
2012) after bright field acquisition of the slides in a Carl Zeiss Axio Scan Z1 at a resolution of
20x. cFos expression was bilaterally quantified in 12 sections for A25 of and 18 sections for
the Al. An ROI of 250um x 155um and 275um x 160pum were used to quantify in A25 and Al,
respectively. cFos expression was bilaterally quantified in 12 sections for A25 and 18 sections
for the Al. A ROI of 250um x 155um and 275um x 160um were used to quantify in A25 and

Al, respectively.

Cresyl Violet staining

Sections were stained with cresyl violet to assess the extent of the lesions. Brain sections were
put 1 min in ethanol baths at 50%, 70%, and 90% followed by 30 min at 100% to completely
remove any trace of water. After 30 min, slides were quickly put in decreasing ethanol baths
before being put 30 seconds in distilled water, 1min in cresyl violet and then 30 seconds in
water to rinse the slides. It was followed by a quick dehydrating step in increasing ethanol
before mounting in Xxylene. The extent of the lesions was analyzed based on the

cytoarchitectonic structures from the rat stereotaxic atlas by Paxinos and Watson (40).
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Supplemental Experiments

Supplemental Experiment 3

Obijectives: to assess the social component of behaviors (lever press) in the rat-CBT

Question: Using cues in the rat-CBT and having the possibility to keep food pellets for

themselves, do rats give food pellets to peers?

Materials and Methods: We used a partially closed configuration of the apparatus,
characterized by one closed chamber that did not communicate with other chambers and two
opened chambers that communicate together (Figure S1A). Two rats were engaged in the
apparatus: one in the closed chamber and one in the two opened chambers. In this configuration,
the "free rat" could send pellets to himself in one opened chamber (black arrow, Figure S1A)
or to its peer in the closed chamber (dotted arrow, Figure S1A) with a probability of 50%. This
test was repeated across 5 different sessions. The number of sucrose pellets allocated to the
opened or closed chambers constituted our variable of interest. A one-way repeated measures
ANOVA was used to compare the number of lever presses associated with the delivery of a

pellet in opened chambers (to itself) vs closed chamber (to peer).

Results: Rats pressed significantly more levers associated with the delivery of pellets to the
peer in closed chamber than to itself in opened chambers (n = 19; 13.56 + 0.83 and 8.46 £ 0.76
respectively; Fcroice (1,36) = 8.67, p < 0.01; Figure S1B). No difference was found between

sessions (Fsession (2,72) = 0.15, p = 0.86).
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Conclusion: This result showed that lever press was not due to chance, and that this behavior
in rat-CBT has a strong social component with a preference to give pellets to peer than to keep

them, suggesting that rats may take into account peer in the rat-CBT.

A

w
N
o
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Number of reinforcers
[3)]

SHARED NOT SHARED

Figure S1. (A) Schematic top-view of the used configuration of the rat-CBT apparatus, (B)
Mean (£ SEM) number of pellets shared (i.e. delivered in the closed chamber) or not shared

(i.e. delivered in the opened chambers). ***P < 0.001.

Supplemental Experiment 4

Objectives: To assess the impact of the ability to signal the wish to receive the ball on CBT-

related SE distress in Humans.

Question: Does the ability to signal the wish to receive the ball enhance CBT-related SE

distress?

Materials and Methods: We recruited 34 healthy volunteers (21 women) without personal

history of psychiatric or neurological disorders. Subjects were asked to randomly perform either

a CyberBall task or a CyberCall task. Subjects were believed to play with two other players in
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the same floor of the building (Institut du Cerveau et de la Moelle épiniére). They were asked
to imagine the scene in real life and to keep this mental representation as accurately as possible
throughout the task.

CyberBall task included (1) an inclusion condition of 15 tosses during which participants
received 1/3 of tosses, and (2) an exclusion condition of 15 tosses during which participants did
not receive the ball anymore.

CyberCall task was similar to the CyberBall task, except that participants had the possibility to
signal the wish to receive the ball as much as they wanted to. When pressing a button, their
avatar leaped with an exclamation mark over the head (Figure S2).

After the task performance, participants were asked to fulfill the need threat scale (NTS) to
assess SE distress. Lower NTS scores were, higher SE distress was. Then, the belief in the
scenario was assessed and debriefed. The protocol was approved by the local ethic committee

(N°79-13).
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Figure S2. The CyberCall.

Results: 16 subjects performed the CyberBall task (mean age: 29.348.7, education

level:16.6+2.8) and 18 the CyberCall task (mean age: 27.8+7.8, education level:16.3+2.5). In

the CyberCall task, exclusion condition was associated with higher button presses to signal the
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wish to receive the ball than inclusion condition (t=6.63, p<0.05). NTS scores were similar in

both groups (CyberBall: 14.6+4.3; CyberCall: 16.0+4.6; t=0.93, p=0.36).

Conclusions: The ability to signal the wish to receive the ball during CBT did not markedly

affect SE distress.

Supplemental Experiment 5

Obijectives: To assess the impact of the replacement of the ball by a candy on CBT-related SE

distress in Humans.

Question: Does the use of food rewards (rather than a ball) enhance CBT-related SE distress?

Materials and Methods: We recruited 26 healthy volunteers (12 women) without personal
history of psychiatric or neurological disorders. The desire for a candy and hunger were
measured before task performances. Subjects performed both a CyberBall task and a
CyberCandy task, in a random manner. Scenario and task were identical to those described in
Experiment 4. The CyberCandy task was similar to the CyberBall task, except that the ball was
replaced by a candy. Participants received true candy for each toss. After the task performance,
participants were asked to fulfill the need threat scale (NTS) to assess SE distress. Lower NTS
scores were, higher SE distress was. Then, the belief in the scenario was assessed and debriefed.

The protocol was approved by the local ethic committee (N°79-13).
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Results: NTS scores were similar in both groups (CyberBall: 21.1+7.5; CyberCandy: 19.7+7.3;
t=1.4, p=0.17).There was no relationship between NTS scores and the desire for a candy or

hunger (all p-values > 0.05).

Conclusions: The use of a candy, rather than a ball, during CBT did not markedly affect SE

distress
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ARTICLE 2 — DONNEES COMPLEMENTAIRES

Expériences 1 et 2: apprentissage du rCBT

Les rats ont été entrainés selon la procédure décrite dans I’article 1 (Fig. 28).
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Figure 28. Timeline d'apprentissage de la tache du rCBT. A) Evolution de l'apprentissage des rats
de la premiére expérience. B) Evolution de I'apprentissage des rats de la seconde expérience. Chaque
ligne représente un rat, et chaque colonne une session d’entrainement.
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Expérience 1: conséquences sociales de [I’exclusion sociale,

modulation par administration d’ocytocine

Test de préférence sociale

La durée de sniffing a été quantifiée, en tant que reflet d’une interaction sociale. Dans la
condition de sociabilité, il n’y a pas de différence significative au niveau du temps passé a
explorer I’étranger n°1 entre les groupes expérimentaux (Fig. 29A ; Feroure (2, 19) = 0.94, p
=0.41, pn2=0.09). Au cours de la session de préférence pour la nouveauté sociale, les rats ont
passé significativement plus de temps a explorer 1’étranger n°2 que 1’étranger n° 1 (Fig. 29B ;
Fcramere (2, 19) =102.42, p < 0.001, pn2 = 0.84), sans différence significative entre les groupes
(étranger 1 : Heroup = 1.23, p = 0.54, pn? = 0.02; étranger 2 : Feroure (2, 19) =0.72, p = 0.50,
pn? = 0.07).
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Figure 29. Durée de sniffing. |.es histogrammes représentent le temps moyen (+ sem) passé par les
rats tests a explorer les étrangers n°1 et 2 durant A) la condition sociabilité et B) la condition de
préférence pour la nouveauté sociale. Chaque point représente un animal. *** p < 0.001

Test de nage forcée

Aucune différence n’a été observée concernant la latence de la premiére immobilité entre les
trois groupes expérimentaux (Fig. 30 ; Feroup (2, 19) =1.92, p = 0.17, pn2=0.17).
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Figure 30. Test de nage forcée. Représentation graphique de la latence moyenne (+ sem) de la
premiere immobilité au cours du FST. Chaque point représente un animal.

Expérience 2 : conséquence affectives de [I’exclusion sociale,

modulation par |ésions excitotoxiques

Un récapitulatif des analyses statistiques effectuées dans cette expérience est disponible ci-
dessous (Tableaux 14 et 15).

Test d’'open field

Avant chirurgie, les rats ont une locomotion similaire indépendamment de la condition
d’inclusion ou d’exclusion sociale (Fig. 31A ; n =21, t(20) =-0.59, p = 0.56, d = 0.13). Aprés
lésion, il n’y a toujours pas de différences dans la locomotion entre les groupes en inclusion et
exclusion sociale (Fig. 31B ; FincLusion (2, 18) = 1.20; p = 0.32, pn?2 =0.12; Fexcrusion (2, 18)
=0.10, p = 0.91, pn? =0.01).
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Figure 31. Locomotion au cours du test d'open field. Représentation graphique de la distance
moyenne (+ sem) parcourue dans l'aréne au cours de I'OFT A) avant lésion et B) aprés Iésion. Chaque
point représente un animal.

Test de nage forcée

Avant chirurgie, les latences moyennes de la premiere immobilité sont similaires entre les
conditions d’inclusion sociale et exclusion sociale (Fig. 32A ; n=21,t(20)=1.75,p=0.1,d
= 0.38). Apres Iésion, il n’y a toujours pas de différence dans la latence de la premicre
immobilité entre les différents groupes expérimentaux et les conditions d’inclusion et
d’exclusion sociale (Fig. 32B ; Fincrusion (2, 18) = 0.83; p = 0.45, pn? = 0.08; Fexcrusion (2,
18) = 0.75, p = 0.49, pn?2 = 0.08).
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Figure 32. Latence de la premiére immobilité au cours du test de nage forcée. Représentation
graphique de la latence moyenne (+sem) de la premiere immobilité au cours du FST A) avant lésion et
B) apres Iésion. Chaque point représente un animal.
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Tableau 12. Analyse statistique pré-chirurgie. T-test pour échantillons appariés (inclusion vs. exclusion)

Pré-lésion

Combiné
Sham (n = 8) A25 (n=7) Al (n = 6) (n =21)
Facteur dde
Test intra M SEM P M SEM P M SEM P P Cohen
Open field Inclusion 19.23 2.21 19.50 3.31 17.52 4.63
0.86 0.66 0.09*
Exclusion 20.15 3.81 22.10 6.13 25.47 490
Nage forcée Inclusion 149.37 9.97 147.86 22.65 142.50 11.95
*% * *
. 168.12 8.12 171.43 24.83 161.67 12.43
Exclusion
Grooming  Inclusion 195.50 10.07 181.00 15.00 186.17 21.46
0.14 0.20 0.78
Exclusion 206.12 9.88 198.00 18.18 190.83 18.70

Notes : M : moyenne ; SEM : erreur-type ; p: valeur du risque alpha ; # p< 0.1;* p < 0.5; ** p< 0.01; *** p < 0.001

169



Tableau 13. Analyse statistique post-chirurgie. T-test pour échantillons appariés (inclusion vs. exclusion, intra groupe) et ANOVA a 1 facteur (inter groupe)

Post-lésion
Sham (n = 8) A25 (n =7) Al (n = 6) ANOVA (1 facteur)
Facteur

Test intra M SEM P M SEM p M SEM P df F p pn?

Open field  Inclusion  34.11 9.55 21.46 6.57 16.20 2.64 2,18 061 | 056 0.06
0.39 0.90 0.93

Exclusion  23.46 4.74 20.74 3.20 15.87 2.60 2,18 095 | 040 0.10

Nage forcée Inclusion 141.88 15.87 139.29 17.51 130.00 19.54 2,18 0.12 | 099 0.01
0.94 0.53 0.99

Exclusion 1425 15.12 130.71 18.63 13333 27.92 2,18 0.10 | 090 0.01

Grooming  Inclusion  220.75 19.82 229.57 14.01 229.00 2091 2,18 0.07 | 093 0.01
0.13 0.69 0.19

Exclusion  191.63 17.26 219.43 15.05 194.00 15.31 2,18 092 | 042 0.10

Notes : M : moyenne ; SEM : erreur-type ; p: valeur du risque alpha ; df : degrés de liberté ; F : F de Fisher ; pn?: taille d'effet (eta carré partiel)
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CHAPITRE 3 — DISCUSSION GENERALE
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L’objectif de ce travail était de déterminer les corrélats neuronaux impliqués dans la
régulation affective et comportementale en réponse a un stress social. En particulier, le CCAsg
et I’ Al sont deux régions qui sont constamment liées a la réponse émotionnelle et activées suite
a une exposition a une exclusion sociale. De maniére intéressante, ces deux régions sont aussi
impliquées dans la physiopathologie de la dépression unipolaire, ou leur niveau d’activation
basale est plus important que chez des sujets contrdles sains. L’ Al et le CCAsg répondent aussi
a un neuropeptide lié aux processus sociaux et affiliatifs, I’OT. Ici, nous avons utilisé une
approche translationnelle en utilisant un modele animal, le rat, permettant de réaliser des études

comportementales et Iésionnelles.

I. RESULTATS EXPERIMENTAUX
1.rCBT

Pour répondre a nos objectifs, nous avons développé une nouvelle tiche comportementale
inspirée de celle du Cyberball, le rCBT, afin de mettre les rongeurs en situation d’inclusion ou
de stress social. Cette tdche permet aux rats d’interagir a distance, en envoyant tour a tour des
récompenses alimentaires a leurs partenaires de jeu (Article 1). Nous avons dans un premier
temps montré que les comportements des rats au cours du rCBT étaient bien de nature sociale
et non pas dirigés par la nature hédonique de la récompense. En effet lorsque le choix leur a été
donné entre s’auto-administrer des renforcements positifs ou en partager avec un rat isolé, les
rats libres ont significativement fait davantage le choix de partager les récompenses
alimentaires. Ce comportement a déja été préalablement décrit notamment dans des paradigmes
ou un rat libre avait le choix entre libérer un autre rat en contention ou accéder a une récompense
alimentaire localisée également dans un dispositif de contention (Bartal et al., 2011). Le
comportement d’ouverture de la porte par le rat libre serait motivé par la présence d’un rat
emprisonné étant donné qu’ils ne I’effectuent pas lorsque le dispositif est vide ou qu’il contient
un rat en jouet. Dans notre paradigme, nous n’avons pas testé cette condition ou le rat libre était
placé dans la méme condition expérimentale sans la présence d’un rat enfermé. Cependant,
nous pouvons néanmoins penser que les appuis sur leviers des rongeurs étaient bien motiveés
par la nature sociale de ce geste, car il n’y avait pas de préférence de leviers dans les autres

phases d’entrainement. Le rCBT constituerait donc une nouvelle tiche permettant d’étudier
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I’exclusion sociale et ses conséquences chez le rat sans menace de 1’intégrité physique de

I’animal.

Nous avons dans un second temps montré que 1’exclusion sociale impactait I’initiation
des interactions sociales dans un test de préférence sociale (Article 2). Lorsque les rats ont été
mis en présence d’un rat familier et d’un rat inconnu, les rats exclus ont eu une latence
d’initiation du premier contact social avec le rat inconnu significativement plus élevée que les
rats préalablement inclus socialement. Ces résultats sont cohérents avec des travaux montrant
que l’exposition a un stress, méme de courte durée, peut impacter négativement le
comportement social (Tzanoulinou et al., 2014). Il est intéressant de noter que cette différence
de latence n’a cependant pas été observée dans la condition de sociabilité, ou les rats tests
avaient le choix entre interagir avec un stimulus social (étranger n°1) ou un stimulus non-social
(carrousel vide). Il est donc possible qu’en plus d’avoir eu une action anxiogene, 1’exclusion

sociale ait perturbé la mémoire sociale des rats.

L’exclusion sociale a impacté les comportements de résignation, reflétée par une
augmentation de la durée d’immobilité au cours du test de nage forcée, dans la seconde
expérience mais pas dans la premiére (Article 2). Cette différence peut s’expliquer par
I’introduction du test de préférence sociale entre le rCBT et le FST, ce qui a donc exposé les
rats a des interactions sociales. Chez les rongeurs, un phénoméne de « tampon social » ou
« social buffering » a été observé, ou des rats exposés a une situation stressante récupérent plus
rapidement lorsqu’ils sont en interaction avec d’autres rongeurs (Davitz & Mason, 1955;
Kikusui, Winslow, & Mori, 2006; McNeal et al., 2017). Ces résultats ont aussi été observés
chez les humains, ou la présence de support social est associée a un niveau de détresse sociale
plus faible apres exclusion sociale dans le CBT (Eisenberger, Taylor, Gable, Hilmert, &
Lieberman, 2007). De ce fait, il est possible que I’introduction du test de préférence sociale ait

agi en tant que tampon et réduit les effets stressants du rCBT au cours du test de nage forcée.

Ces resultats expérimentaux ont mis en évidence un réel effet de 1’exclusion sociale au
cours du rCBT sur le comportement. Comparé aux paradigmes existants chez le rongeur, notre
tache répond aussi a certaines limitations que nous avons relevees plus haut. Le rCBT met les
rats dans une situation d’exclusion sociale, ou ils peuvent interagir grace a I’envoi mutuel de
récompenses alimentaires. Il utilise de plus des rats de la méme lignée, ayant donc des

comportements similaires pouvant étre modulés par intervention expérimentale.
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2. Ocytocine

Nous avons aussi étudié 1’effet de 1’administration périphérique d’OT sur les
comportements sociaux. De maniére intéressante, la latence d’initiation de la premicre
interaction au cours du SPT a été réduite chez des sujets exclus ayant recu une administration
périphérique d’OT, malgré une durée totale d’interaction similaire aux deux autres groupes
expérimentaux. Ces modifications comportementales au cours d’interactions sociales seraient
modulées par I’OT qui favoriserait les comportements d’approche. Il aurait été intéressant de
réaliser un second protocole ou les niveaux endogénes d’OT plasmatique seraient
immédiatement dosés suite au rCBT ainsi qu’au SPT. On pourrait supposer en effet que les rats
exclus socialement auraient des niveaux plasmatiques d’OT plus faibles que les rats inclus, ce

qui expliguerait en partie la présence de ce retrait social.

3.A25

A I’échelle comportementale, les 1ésions bilatérales au niveau de A25, homologue murin
du CCAsg, ont réduit le comportement de résignation aprés exclusion sociale comparé a
I’inclusion sociale au cours du FST (Article 2 — Exp. 2). Des résultats similaires ont été
observés lorsque cette région était inactivée chez le rat en utilisant une approche
pharmacologique par infusion d’un agoniste des récepteurs GABAAa, avec pour consequences
une réduction de la durée d’immobilité durant le FST et donc une action de type antidépresseur
(Slattery et al., 2011). Cet effet de type antidépresseur par modulation de I’activité de A25 a
aussi €té observé en utilisant d’autres techniques telles que 1’optogénétique (Fuchikami et al.,
2015; Hare et al., 2019). Ces données sont similaires avec celles observées chez I’humain ou la
stimulation du CCAsg par SCP réduit les symptémes dépressifs (Helen S. Mayberg et al., 2005;
McNeely, Mayberg, Lozano, & Kennedy, 2008).

Au niveau neuronal, nous avons observé dans 1’expérience 1 du premier article une
augmentation significative du marquage cFos au niveau de A25 chez nos deux groupes de rats
exclus comparé aux rats inclus, sans effet de 1’administration d’OT (Article 2 — Exp.1). Ces
résultats sont cohérents avec les données observées chez I’humain, ou I’exclusion sociale élicite
une augmentation de I’activation au niveau du CCAsg comparé a 1’inclusion sociale (Cristofori
et al., 2013; Masten et al., 2009; Rotge et al., 2015).
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D’apres nos résultats, cette région répondrait de manicre spécifique a I’exclusion sociale,

et semble impliquée dans la réponse émotionnelle résultant de I’exposition a un stress social.

4.Insula

Contrairement a nos hypotheses ou les lIésions insulaires augmenteraient le niveau de
détresse des rats par déficit de régulation émotionnelle, nous n’avons pas observé d’effet des
Iésions insulaires sur les comportements affectifs (Article 2 — Exp. 2). Nous nous attendions a
ce que les lésions insulaires augmentent la réponse affective a 1’exclusion sociale et donc
augmentent le temps d’immobilité dans le FST. Ce résultat peut étre expliqué par la moins-
bonne précision de la localisation des Iésions ainsi que la diffusion au niveau de structures
adjacentes telles que le noyau caudé (putamen). Il est aussi possible qu’une compensation ait
eu lieu mettant en jeu d’autres régions telles que le CPF ventral (cortex orbitofrontal chez le
rat), connu pour son role dans la régulation émotionnelle en réponse a I’exclusion sociale chez

I’humain (Eisenberger et al., 2003; Onoda et al., 2010).

Au niveau neuronal, I’exclusion sociale a entrainé une réduction de 1’activation insulaire
(Article 2 — Exp. 1). Chez I’humain, il a été observé au cours de situations pathologiques
caractérisées par un déficit de régulation émotionnelle telle que la dépression, une
hyperconnectivité entre le CCAsg et une partie du DMN tel que le CPF ventral entraine une
hyperactivation du CCAsg. Ceci a pour conséquence une réduction des niveaux de régulation
initiés par I’insula due a un déficit de la connectivité entre le CCAsg et I’insula (Hamilton et
al., 2015). Il est donc possible que dans notre étude, 1’exclusion sociale ait temporairement
réduit 1’activation insulaire, augmentant donc les niveaux de détresse caractérisés par une
latence de premier contact social plus importante. De maniere intéressante, 1’administration
d’OT a restauré 1’activation insulaire ainsi que le comportement d’exploration chez les rats
exclus. Etant donné la présence de OTR au niveau de I’insula (Rogers-Carter et al., 2018),

I’administration d’OT a pu activer ’insula permettant de médier un comportement d’approche.

Une hypothese d’activation temporelle différentielle entre le CCAsg et I’Al a été
proposée ou le CCAsg serait impliqué dans la réponse immédiate et activé plus précocement
que I’insula, qui elle serait liée a la régulation comportementale (H. Wang et al., 2017). Dans
notre étude, nous avons en partie étudié¢ ce phénomene via 1’analyse du niveau d’activation

d’une région lorsque la seconde était 1ésée (Article 2 — Exp. 2). Chez nos rats, apres exposition
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a I’exclusion sociale au cours du rCBT, les 1ésions insulaires n’ont pas modulé le niveau
d’activation A25. En revanche, I’absence de A25 a significativement réduit le niveau
d’activation insulaire. La présence de A25 serait donc nécessaire a 1’activation insulaire,
suggérant une action et activation en amont de I’Al. Nos résultats chez le rat sont en accord

avec cette proposition d’une temporalité différente de ces régions chez I’humain.

II. MODELE THEORIQUE

En résumé nos travaux ont montré que :

- Notre tache de rCBT élicitait chez nos rats des comportements et interactions de nature
sociale

- L’exclusion sociale au cours du rCBT entraine un retrait social ainsi qu’une
augmentation des niveaux de résignation

- L’OT permet de favoriser un comportement pro-social aprés exclusion sociale

- A25 est nécessaire a la détection des signaux d’exclusion sociale (Fig. 33A)

- L’insula est impliquée dans la régulation comportementale via une action de I’OT (Fig.
33B)

- A25 agirait en amont de 1’insula
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Figure 33. Résultats expérimentaux. A) En ['absence de A25, les rats présentent un comportement de
résignation réduit apres exclusion sociale. B) L'exclusion sociale active A25 et induit une réduction de
I'activation de I'insula et retrait social temporaire, qui sont réduits par I'administration d'OT.
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Nous pouvons donc a partir de nos résultats proposer un modeéle de régulation des signaux
d’exclusion sociale avec une action différentielle du CCAsg et de 1’Al répondant en partie a
notre hypothése de départ. Les signaux d’exclusion sociale seraient dans un premier temps
détectés par le CCAsg, avant régulation émotionnelle et comportementale au niveau de I’insula.
L’administration d’OT exogene et périphérique modulerait 1’activation insulaire en 1’activant

et favoriserait les comportements d’approche sociale (Fig. 34).

ocytocine
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Exclusion sociale : CCAsg antérieure ! Réponse pro-sociale
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Figure 34. Modeéle théorique de la régulation socio-émotionnelle aprés exclusion sociale. La
détection des signaux d'exclusion sociale passerait par une activation du CCAsg. Dans un second
temps, la régulation de ces signaux mettrait en jeu une activation de I'insula via une action du systéeme
ocytocinergique, favorisant les comportements d'approche et d'affiliation.

III. PERSPECTIVES

Nos résultats ouvrent aussi de nombreuses questions et perspectives qui permettraient
d’améliorer la compréhension des mécanismes d’intégration et de régulation des signaux

d’exclusion sociale, que nous avons listées ci-dessous.
Au niveau comportemental :

- L’effet de I’exclusion sociale dans le rCBT pourrait étre potentialisé en utilisant des
modeles de dépression ou de stress social chez le rongeur (induction d’inflammation
chronique (David et al., 2009), exposition a un stress chronique modéré) qui seraient
compares a un groupe de rats sains.

- L’utilisation de techniques d’optogénétique ou de DREADDs (Designer Receptor
Exclusively Activated by Designer Drugs) permettrait d’activer ou inactiver de maniere
temporaire nos régions d’intérét, et ainsi de les moduler au cours du rCBT et de nos

tests comportementaux.
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Dans la perspective des 3R (replacement, reduction, refinement : substitution, réduction,
amélioration), ces points permettraient de réduire le nombre d’animaux utilisés en réduisant
la variabilité interindividuelle ainsi que la répétition d’expérience par une approche

réversible.

AU niveau des mécanismes neuronaux :

- Le CCAsg et I’insula sont connectés au niveau fonctionnel et sont modulés par des
structures communes. Existe-t-il une communication directe entre ces deux régions au
cours de I’exclusion sociale ou passe-t-elle par des structures intermédiaires (CPF,

amygdale) ?

Ce dernier point impliquerait aussi d’étudier les corrélats neuronaux de 1’exclusion
sociale au-dela du CCAsg et de I’ Al En effet comme décrit en introduction, le cerveau humain
est organisé en larges réseaux cérébraux interagissant entre eux. Dans le cadre pathologique
comme la dépression, une hyperconnectivité entre le CCAsg et une région du DMN, le CPF
ventromédian, serait a 1’origine des processus de rumination (Connolly et al., 2013; Hamilton
et al., 2012). Cette hyperconnectivité déséquilibrerait la balance entre le CEN et le DMN en
faveur de ce dernier et donc des processus de référence a soi. Le CCAsg contribuerait a intégrer
des informations émotionnelles de valence négative, favorisant le biais négatif présent dans la
rumination (Hamilton et al., 2015). Etant donné que I’exclusion sociale constitue un facteur de
risque d’apparition de symptomes dépressifs, I’étude de la connectivité fonctionnelle entre le
DMN, le CCAsg, et I’insula chez des sujets a risque de dépression pourrait apporter plus
d’information sur la réponse neuronale a l’échelle des réseaux cérébraux et permettrait

I’identification de biomarqueurs du risque dépressif.

IV. CONCLUSION

En conclusion, nous avons développé une nouvelle tiche comportementale permettant
d’¢étudier les corrélats des interactions sociales et en particulier ceux de 1’exclusion sociale chez
le rat, le rCBT. Le développement de la tdche rCBT a permis de tester notre hypothése et de
mettre en évidence un role différentiel du CCAsg en tant que détecteur et de I’Al comme

potentiel régulateur de la réponse comportementale dans le traitement des informations et
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signaux d’exclusion sociale. L’exclusion sociale est une situation fréquente dans nos vies
quotidiennes. L’¢étude des processus de détection et de régulation de cette menace pourrait
apporter une meilleure compréhension des mécanismes de certaines pathologies affectives
comme la dépression, ou le rejet social constitue un facteur de risque établi dans I’apparition

de symptdmes dépressifs.
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Annexe 2 : CYBERBALL - 0 (utilisé seul)

\ Programme cyberball-0: habituation au dispositif
\ un seul rat toutes portes ouvertes

\ éclairage des mangeoires ON

\ durée de séance initialisée a 1200 secondes

\ comptage entrées mangeoire

DIMQ =10

DIMT =10 \ compteur temps
DIM V =50

DIM P = 12002

\ variables expérimentales: Q(N)
Adurseance =1\ Q(1) durée séance
Adurmang = 2 \ Q(2) durée allumage mangeoire

\ variables data: V(N)

AvisitFD = 24

AvisitFG = 25

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13 \ coupure faisceau de cage avant

AVisitLD = 15

AVisitLG = 16

\ outputs
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~feederlight = 10
~feeder = 9

\ inputs smartcontrol interface
Acellulefeeder = 3
AcellulecageD = 4
~cellulecageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9\ 9iéme input de la box
AcelluleLG = 10\ 10ieme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

S.S.1, \fixe la durée de la séance

S,
0.1": SET Q(~durseance) = 1200 ---> S2
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S2,
#START: ---> S2

S,

#START: SET Q(*durseance) = 900 ---> S2

S2,

0.01": ON ~feederlight ---> S3  \ allumage lumiére mangeoire

S3,

#R3: ADD V(“mangeoire1), J; SET P(J) = R+0.3, P(J+1) = -987.987 ---> SX \ incrémentation quand entrée
mangeoire

S.S.3, \ affichage des variables

S1,

#START: ---> S2

S2,

0.1 SHOW 1, Rep-mang, v(“mangeoirel), 2, Visit-FD, V(MvisitFD), 3, Visit-FG, V(~visitFG), 4, Prise-Pellet,
V(~mangeoirel), 5, Nav-CelluleAR, V(~navcelluleAR), 6, Nav-CelluleAV, V(*navcelluleAV), 7, Nav-LD, V(M visitLD), 8,
Nav-LG, V(~visitLG), 9, Chrono, S ---> SX

S.S.4, \ chronométre de séance

S1,

#START: ---> S2

S2,

1" ADD S; IF S > Q("~durseance) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

S.S.5, \incrémentation variables (coupures faisceaux laser)

S1,
#START: ---> S2

S2,
#R4: ADD V(”navcelluleAR), J; SET P(J) = U + 0.6, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(”~navcelluleAV), J; SET P(J) = U + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(*visitLD), J; SET P(J) = U + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(*visitLG), J; SET P(J) = U + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(*visitFD), J; SET P(J) = U + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(*visitFG), J; SET P(J) = U + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX

S.S.6, \ compteur temps pour l'incrémentation des variables

S1,

#START @ ---> S2
S2,

0.1": ADD U ---> SX
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Annexe 3 : CYBERBALL - 1 (utilisé avec MASTER-1rat-1box)

\ Programme Cyberball-1

\ 1 seul rat toutes portes ouvertes

\ Méme cage opérante pendant toute la séance (avec MASTER-1rat-1box)

\ Sortie des leviers de la cage opérante uniquement, en méme temps que l'allumage de la houselight

\ Pellet délivré dans cage receptrice homolaterale apres appui sur levier correspondant dans la box opérante
\ Suivi de I'extinction HL et rétracton des 2 leviers dans la cage opérante

\ Suivi du son correspondant a la cage opérante dans les 3 cages + allumage du mangeoire dans la box cible
\ Extinction de la feederlight dans cage cible des entrée mangeoire (consommation pellet)

\ Période interessai initialisée a 10 secondes dans le programme MASTER

\ Duree essai : illimité jusq'a appui sur levier

\ Duree son initialisée a 5 secondes

\ Comptage des coupures faisceaux dans les cages et des sorties fenetres D et G

\ Q() = Variables Expérimentales (Control Processus) avec valeurs définies par défaut :

Var_Alias Duree Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 60 sec
Var_Alias Duree Son (sec) = Q(4) \ Defaut = 3 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(6) \ Defaut = 750 sec
Var_Alias Nombre Essais = Q(7) \ Defaut =120
Var_Alias Duree Leviers (sec) = Q(8) \ Defaut = 30 sec

LISTH = 1,2 \ liste pour tri 1/2 (D ou G)

\ Affectation - Dimensionnement des variables
DIM A = 20 \ numéro box cible pour envoi a droite
DIM B = 20 \ numéro box cible pour envoi a gauche
DIM C = 20 \ box cible
\ D : non utilisé
DIM E = 10 \ box source
DIM F = 10\ stockage valeur box émettrice
\ G : non utilisé
\ H : non utilisé
\I: index pour test RANDD
\J : non utilisé
\ K : signal K envoyé aux box cibles
\ L : non utilisé
DIM M = 20 \ numéro box émettrice venant de la gauche
DIM N = 20 \ numéro box émettrice venant de la droite
\ O: non utilisé
DIM P = 5000 \ stockage timing évenements
DIMQ =50
\ R : non utilisé
\ S : compteur secondes
DIMT = 10 \ compteur temps
\U: non utilisé
DIM V = 100 \ variables data
DIM W = 10 \ codes pour signal K pulse fin essai
DIM X = 10 \ codes pour signal box cible envoi a droite
DIMY = 10 \ codes pour signal box cible envoi a gauche
DIM Z = 10 \ codes pour signal K pulse fin phase

\ variables expérimentales : Q(N) Contrdle processus

Aduressai =1\ Q(1) durée essai (initialisé 60 sec)

ADurstim =3\ Q(3) durée stimulus (stimulus A utilisé) (initialisé 5 sec)
ADurson = 4 \ Q(4) durée son (initialisé 5 sec)

ADurmang =5 \ Q(5) durée allumage mangeoire (initialisé 20 sec)
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Adurseance = 6 \ Q(6) durée de la séance (initialisé 1200 sec)
ANessais = 7 \ Q(7) nombre d'essais par séance (initialisé 90)
Adurleviers = 8\ Q(8) durée maximale de sortie de leviers opérants

\ outputs
Aevierdroit = 1
~eviergauche = 2
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~feeder = 9
~feederlight = 10
Ahouselight = 11

Asonl =12
Ason2 = 13
Ason3 = 14
Asond = 15

\ inputs smartcontrol interface
Aevierdroit = 1

~eviergauche = 2
Acellulefeeder = 3
AcelluleCageD = 4
AcelluleCageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9 \ 9iéme imput de la box
AcelluleLG = 10\ 10ieme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

\ connections des inputs TTL sur l'interface

\ box 2 et 6:
\input9 =1
\input 10 =2
\input 11 =3
\input 12 = 4
\ box 3 et7:
\input9 =5
\input 10 =6
\input 11 =7
\input 12 = 8
\ box 4 et 8:
\input9=9
\input 10 =10
\input 11 = 11
\input 12 = 12

\ Z pulses - K pulses
~debutphaseop = 1
Adebutphaserec = 2
Adebutson = 3
AMinson = 4
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Aomission = 5
Adebutstim = 6
AMfinstim = 7

\ K'signal fin phase : = 97 pour box 2 a 4 et 98 pour box 6 a 8 (stocké dans variable z(box))
\ Ksignal fin essai : = 90 pour box 2 a 4 et 91 pour box 6 a 8 (stocké dans variable w(box))

\variables data V(N)

~essai = 1 \ nombre d'essais

AOmiRep = 2 \ omission appui leviers

AOmiPellet = 3\ omission prise pellet

Arepdroit =4\ appui levier droit

Arepgauche = 5\ appui levier gauche

Areptotal = 6 \ total appuis leviers

ARenfdroit = 7

ARenfgauche = 8

ARenftotal = 9 \ total pellets récupérées

ALatrep = 10

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13\ coupure faisceau de cage avant
ALatmangeoire = 14

AVisitLD = 15
AVisitlG = 16
AVisitLtotal = 17
ANavext = 21
ANavessai = 22
AVisitFD = 24
AVisitFG = 25
AVisitFtotal = 26
ANoper = 30
ANrecep = 31

\ X = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui droit (pour chaque box)
\'Y = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui gauche (pour chaque box)
\ K = VALEUR DU SIGNAL K pulse envoyé si appui (selon X ou Y pour chaque box)

\ K(K) = K pulse envoyé a la cage cible, avec K = X(BOX) si appui droit OU Y(BOX) si appui gauche

\ variables identification

\ A(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a droite

\ B(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a gauche

\ C(BOX) = cage cible quand appui

\ M(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la gauche

\ N(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la droite

\ E(BOX) = Box Source : numero de la box émettrice quand le pellet est délivré

\ Z(0) = F(BOX) : stockage de la valeur de la box émettrice (pour le traitement de la fonction GETVAL)

\ R = numéro du rat qui émet la réponse (par lecture de la variable W ( = subject number) via la fonction GETVAL
de la cage émettrice F(BOX)

\ variables process P(N)

AREP =1 \ P(1) = 1 si réponse levier droit et P(1) = 2 si réponse levier gauche



S.S.1,

S1,
0.1": SET X(2) = 12, X(3) = 10, X(4) = 11, Y(2) = 19, Y(3) = 20, Y(4) = 18,
M(2) = 3, M(3) = 4, M(4) = 2, N(2) =4, N(3) = 2, N(4) = 3,
A(2) =4,B(2) =3,A(3) =2,B3) =4, A4) =3,B4) =2,
X(6) = 16, X(7) = 14, X(8) = 15, Y(6) = 23, Y(7) = 24, Y(8) =
M(6) = 7, M(7) = 8, M(8) = 6, N(6) = 8, N(7) = 6, N(8) = 7,
A(6) = 8,B(6) =7,A(7) = 6,B(7) =8, A(8) = 7, B(8) = 6,
Z(2) = 97,Z(3) = 97, Z(4)= 97, \signal fin de phase pour box 2,3,4
Z(6) = 98, Z(7) = 98, Z(8)= 98, \ signal fi de phase pour box 6,7,8
w(2) = 90, w(3) = 90, w(4) = 90, \signal fin essai pour box 2,3,4
w(6) = 91, w(7) = 91, w(8) = 91, \ signal fin essai pour box 6,7,8
g(Mdurstim) = 3, g(*durson) = 3, g(*durseance) = 750, q(*Nessais) = 120, q(durleviers) = 30 ---> S2

S2,
#START: ---> S3

S3, \ ATTENTE DEMARRAGE CYCLE TEST (Box opérante ou Box réceptrice)
#K(BOX): ADD V(”~essai), V(*Noper); ZAdebutphaseop ---> S3 \ attente reception signal K de la box master

pour cage opérante
#K(78+BOX): ADD V(”essai), V(*Nrecep); ZAdebutphaserec ---> S3  \ attente réception signal K de la box
MASTER pour cage réceptrice

22,

\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
S.S.2,  \ cycle phase opérante, si K(BOX) recu
S,
#START: ---> S2
S2,

#Z/debutphaseop: ADD J; SET P(J) = R + 0.1, P(J+1) = -987.987; ON ~houselight ---> S3 \ attente signal z
pulse pour phase opérante
S3,
0.01": ADD J; SET P(J) = R + 0.2, P(J+1)= -987.987; ON “levierdroit, Aleviergauche ---> S4 \ ON leviers, lumiére
cage, fixe durée essai (illimitée)
S4,
#R1: ADD V(~repdroit),V(~reptotal), J; \ attente réponse droite et comptage réponses droites totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight;  \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier
Z~debutson; ON AstimdroitA; \ envoi signal début son, allumage stimulus
SET K = X(BOX), C(BOX)= A(BOX), P(J) = R + 0.21, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX)) ---> S5 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

#R2: ADD V(~repgauche), V(*reptotal), J; \ attente réponse gauche et comptage réponses gauches totales

OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight; \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier

Z~debutson; Z~debutstim; ON ~stimgaucheA; \ envoi signal début son, allumage stimulus

SET K = Y(BOX), C(BOX) = B(BOX), P(J) = R + 0.22, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX))---> S5 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

S5,
0.01 ": SET T(1) = q(~durstim) * 1" ---> S6 \ fixe durée stimulus light
S6,
T(N#T: OFF AstimdroitA, AstimgaucheA ---> S2 \ fin allumage stimulus light, retour S2

\=S========================================================================
S.S.3,  \cycle phase réceptrice
ST,
#START : ---> S2
S2,
#Z"debutphaserec: ---> S3
S3,
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#K(BOX+6+10): ADD V(~renfdroit), V(*renftotal); SET F(BOX) = N(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight --->
S4 \ réception de box droite, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,

#K(BOX+3+5): ADD V(~renfgauche), V(~renftotal); SET F(BOX) = M(BOX), Z(0) = F(BOX); ON Afeederlight --->
S4  \ réception de box gauche, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
#K(Z(BOX)): ---> S2

S4,

0.1": ON Afeeder ---> S5 \ renforcement
S5,

0.1": OFF ~Meeder ---> S6 \ fin renforcement
S6,

#R3: ADD V(“mangeoirel), J; SET P(J) = R + 0.3, P(J+1) = -987.987; OFF ~feederlight; K(W(BOX)) ---> S2
\ attente et comptage entrées mangeoires, extinction lumiére mangeoire, envoi signal fin essai, nouvel essai

S.S.4,\ envoi du son approprié dans la box opérante
S,
#Zdebutson: ---> S2 \ attente signal début son
S2,
0.01" if BOX = 2 [@T,@F] \ teste si box 2
@T: ON “~son1, Ason2, Ason3 ---> S7
@F: ---> S3
S3,
0.01"if BOX = 3 [@T,@F] \ teste si box 3
@T: ON “~sont ---> S7
@F: ---> S4
S4,
0.01": if BOX = 4 [@T,@F] \ teste si box 4
@T: ON ~son3 ---> S7
@F: ---> S5
S5,
0.01":if BOX = 6 [@T,@F] \ teste si box 6
@T: ON ~sont, Ason2 ---> S7
@F: ---> S6
S6,
0.01™ if BOX = 7 [@T,@F] \ teste si box 7
@T: ON “son1, Ason3 ---> S7
@F: ON ~Ason2, Ason3 ---> S7 \ box 8
S7,
0.01": SET T(2) = gq(~durson) * 1" ---> S8 \ fixe durée son

S8,
T(2)#T: OFF ~Ason1, Ason2, Ason3, Ason4 ---> S1 \ éteint le son

S.S.5,
S1,

#START : ---> S2
S2,

0.1": SHOW 1, N-Essais, V(*essai), 2, RepD, V(~repdroit), 3, RepG, V(*repgauche), 4, TotRep, V(~reptotal), 5,
RenfTot, V(~renftotal), 6, Prise-Pellet, V(*mangeoire1), 7, OMI-REP, V(*omirep), 8, BOX-EMET, z(0), 9, BOX-CIBLE,
C(BOX), 10, OPER, V(“Noper), 11, RECEP, V(~Nrecep), 12, Nav-CelluleAR, V(*navcelluleAR), 13, Nav-CelluleAV,
V(~navcelluleAV), 14, VISIT-FD, V(AvisitFD), 15, VISIT-FG, V(A visitFG), 16, Nav-LD, V(AvisitLD), 17, Nav-LG, V(A visitLG),
18, Chrono, S ---> SX



S.S.6,

S1,
#START: ---> S2

S2,
#R4: ADD V(”*navcelluleAR), J; SET PUJ) = R + 0.6, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(*navcelluleAV), J; SET P(J) = R + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(~visitLD), J; SET P(J) = R + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(MvisitLG), J; SET PUJ) = R + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(~visitFD), J; SET P(J) = R + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(AvisitFG), J; SET P(J) = R + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX

S.S.7, \ compteur temps écoulé et test fin de séance (sur base temps et Nbre essais)
S1,
#START : ---> S2
S2,
1": ADD S; if S > Q(~durseance) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: if V(Messai) > Q(*Nessais) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

S1,

#START : ---> S2

S2,

0.01": ADD R ---> SX
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Annexe 4 : CYBERBALL - 2 (utilisé avec MASTER-1rat-aleatoire)

\ Programme Cyberball-2

\ 1 seul rat toutes portes ouvertes

\ Tirage aléatoire de la cage opérante (avec MASTER-1rat-aleatoire)

\ Sortie des leviers de la cage opérante uniquement, en méme temps que l'allumage de la houselight

\ Pellet délivré dans cage receptrice homolaterale apres appui sur levier correspondant dans la box opérante
\ Suivi de I'extinction HL et rétracton des 2 leviers dans la cage opérante

\ Suivi du son correspondant a la cage opérante dans les 3 cages + allumage du mangeoire dans la box cible
\ Extinction de la feederlight dans cage cible des entrée mangeoire (consommation pellet)

\ Période interessai initialisée a 10 secondes dans le programme MASTER

\ Duree essai determinee dans les variables

\ Comptage des coupures faisceaux dans les cages et des sorties fenetres D et G

\ Q() = Variables Expérimentales (Control Processus) avec valeurs définies par défaut :

Var_Alias Duree Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 60 sec
Var_Alias Duree Son (sec) = Q(4) \ Defaut = 3 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(6) \ Defaut = 750 sec
Var_Alias Nombre Essais = Q(7) \ Defaut =120
Var_Alias Duree Leviers (sec) = Q(8) \ Defaut = 30 sec

LISTH = 1,2 \ liste pour tri 1/2 (D ou G)

\ Affectation - Dimensionnement des variables
DIM A = 20 \ numéro box cible pour envoi a droite
DIM B = 20 \ numéro box cible pour envoi a gauche
DIM C = 20 \ box cible
\ D : non utilisé
DIM E = 10 \ box source
DIM F = 10\ stockage valeur box émettrice
\ G : non utilisé
\ H : non utilisé
\I: index pour test RANDD
\J : non utilisé
\ K : signal K envoyé aux box cibles
\ L : non utilisé
DIM M = 20 \ numéro box émettrice venant de la gauche
DIM N = 20 \ numéro box émettrice venant de la droite
\ O: non utilisé
DIM P = 5000 \ stockage timing evenements
DIMQ =50
\ R : non utilisé
\ S : compteur secondes
DIMT = 10 \ compteur temps
\U: non utilisé
DIM V = 100 \ variables data
DIM W = 10 \ codes pour signal K pulse fin essai
DIM X = 10 \ codes pour signal box cible envoi a droite
DIMY = 10 \ codes pour signal box cible envoi a gauche
DIM Z = 10 \ codes pour signal K pulse fin phase

\ variables expérimentales : Q(N) Contrdle processus

Aduressai =1\ Q(1) durée essai (initialisé 60 sec)

ADurstim =3\ Q(3) durée stimulus (stimulus A utilisé) (initialisé 5 sec)
ADurson =4  \ Q(4) durée son (intialisé 5 sec)

ADurmang =5 \ Q(5) durée allumage mangeoire (initialisé 20 sec)
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Adurseance = 6 \ Q(6) durée de la séance (initialisé 1200 sec)
ANessais =7\ Q(7) nombre d'essais par séance (initialisé 90)
Adurleviers = 8 \ Q(8) durée maximale de sortie de leviers opérants

\ outputs
Aevierdroit = 1
~eviergauche = 2
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~feeder = 9
~feederlight = 10
Ahouselight = 11

Asonl =12
Ason2 = 13
Ason3 = 14
Asond = 15

\ inputs smartcontrol interface
Aevierdroit = 1

~eviergauche = 2
Acellulefeeder = 3
AcelluleCageD = 4
AcelluleCageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9 \ 9iéme input de la box
AcelluleLG = 10\ 10ieme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

\ connections des inputs TTL sur l'interface

\ box2et6
\input9 =1
\input 10 =2
\input 11 =3
\input 12 = 4
\ box 3 et7
\input9 =5
\input 10 =6
\input 11 =7
\input 12 = 8
\ box 4 et 8
\input9=9
\input 10 =10
\input 11 = 11
\input 12 = 12

\ Z pulses \ K pulses
Adebutphaseop = 1
Adebutphaserec = 2
Adebutson = 3
Ainson = 4
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Aomission = 5
Adebutstim = 6
AMfinstim = 7

\ K'signal fin phase : = 97 pour box 2 a 4 et 98 pour box 6 a 8 (stocké dans variable z(box))
\ K signal fin essai: = 90 pour box 2 a 4 et 91 pour box 6 a 8 (stocké dans variable w(box))

\variables data V(N)

~essai = 1 \ nombre d'essais

AOmiRep = 2 \ omission appui leviers

AOmiPellet = 3\ omission prise pellet

Arepdroit =4\ appui levier droit

Arepgauche = 5\ appui levier gauche

Areptotal = 6 \ total appuis leviers

ARenfdroit = 7

ARenfgauche = 8

ARenftotal = 9 \ total pellets récupérées

ALatrep = 10

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13\ coupure faisceau de cage avant
ALatmangeoire = 14

AVisitLD = 15
AVisitlG = 16
AVisitLtotal = 17
ANavext = 21
ANavessai = 22
AVisitFD = 24
AVisitFG = 25
AVisitFtotal = 26
ANoper = 30
ANrecep = 31

\ X = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui droit (pour chaque box)
\'Y = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui gauche (pour chaque box)
\ K = VALEUR DU SIGNAL K pulse envoyé si appui (selon X ou Y pour chaque box)

\ K(K) = K pulse envoyé a la cage cible, avec K = X(BOX) si appui droit OU Y(BOX) si appui gauche

\ variables identification

\ A(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a droite

\ B(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a gauche

\ C(BOX) = cage cible quand appui

\ M(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la gauche

\ N(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la droite

\ E(BOX) = Box Source : numero de la box émettrice quand le pellet est délivré

\ Z(0) = F(BOX) : stockage de la valeur de la box émettrice (pour le traitement de la fonction GETVAL)

\ R = numéro du rat qui émet la réponse (par lecture de la variable W (= subject number) via la fonction GETVAL
de la cage émettrice F(BOX)

\ variables process P(N)

AREP =1 \ P(1) = 1 si réponse levier droit et P(1) = 2 si réponse levier gauche



S.S.1,

S1,
0.1": SET X(2) = 12, X(3) = 10, X(4) = 11, Y(2) = 19, Y(3) = 20, Y(4) = 18,
M(2) = 3, M(3) = 4, M(4) = 2, N(2) =4, N(3) = 2, N(4) = 3,
A(2) =4,B(2) =3,A(3) =2,B3) =4, A4) =3,B4) =2,
X(6) = 16, X(7) = 14, X(8) = 15, Y(6) = 23, Y(7) = 24, Y(8) =
M(6) = 7, M(7) = 8, M(8) = 6, N(6) = 8, N(7) =6, N(8) = 7,
A(6) = 8,B(6) =7,A(7) = 6,B(7) =8, A(8) = 7, B(8) = 6,
Z(2) = 97, Z(3) = 97, Z(4)= 97, \signal fin de phase pour box 2,3,4
Z(6) = 98, Z(7) = 98, Z(8)= 98, \ signal fi de phase pour box 6,7,8
w(2) = 90, w(3) = 90, w(4) = 90, \signal fin essai pour box 2,3,4
w(6) = 91, w(7) = 91, w(8) = 91, \ signal fin essai pour box 6,7,8
g(Mdurstim) = 3, g(*durson) = 3, g(*durseance) = 750, q(*Nessais) = 120, gq(*durleviers) = 30 ---> S2

S2,
#START: ---> S3

S3, \ ATTENTE DEMARRAGE CYCLE TEST (Box opérante ou Box réceptrice)
#K(BOX): ADD V(”~essai), V(*Noper); ZAdebutphaseop ---> S3 \ attente reception signal K de la box master

pour cage opérante
#K(78+BOX): ADD V(*essai), V(*Nrecep); ZAdebutphaserec ---> S3 \ attente réception signal K de la box
MASTER pour cage réceptrice

22,

\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
S.S.2,  \cycle phase opérante, si K(BOX) recu
S,
#START: ---> S2
S2,

#Z/debutphaseop: ADD J; SET P(J) = R + 0.1, P(J+1) = -987.987; ON ~houselight ---> S3 \ attente signal z
pulse pour phase opérante
S3,
0.01": ADD J; SET P(J) = R + 0.2, P(J+1) = -987.987; ON ~*levierdroit, Mleviergauche ---> S4 \ ON leviers, lumiére
cage, fixe durée essai (illimitée)
S4,
#R1: ADD V(~repdroit),V(~reptotal), J; \ attente réponse droite et comptage réponses droites totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, Ahouselight;  \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier
Z~debutson; ON AstimdroitA; \ envoi signal début son, allumage stimulus
SET K = X(BOX), C(BOX)= A(BOX), P(J) = R + 0.21, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX)) ---> S5 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

#R2: ADD V(“repgauche), V(*reptotal), J; \ attente réponse gauche et comptage réponses gauches totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight; \ rétraction leviers et houselight apres réponse levier

Z~debutson; Z~debutstim; ON ~stimgaucheA; \ envoi signal début son, allumage stimulus

SET K = Y(BOX), C(BOX) = B(BOX), P(J) = R + 0.22, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX))---> S5 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

T(4#T: ADD V(~omiRep); OFF ~houselight, ~evierdroit, ~leviergauche; K(Z(BOX)); K(W(BOX)) ---> S2
\ si pas d’appui sur leviers, fin du délai d'attente réponse, comptage omission, retour S2

S5,
0.01 ": SET T(1) = q(~durstim) * 1" ---> S6 \ fixe durée stimulus light
S6,
T(1)#T: OFF AstimdroitA, AstimgaucheA ---> S2 \ fin allumage stimulus light, retour S2

S.S.3,  \cycle phase réceptrice
s1,
#START : ---> S2
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S2,
#Z/debutphaserec: ---> S3
S3,
#K(BOX+6+10): ADD V(~renfdroit), V(~renftotal); SET F(BOX) = N(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight --->
S4 \ réception de box droite, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,

#K(BOX+3+5): ADD V(~renfgauche), V(*renftotal); SET F(BOX) = M(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight --->
S4  \réception de box gauche, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
#K(Z(BOX)): ---> S2

S4,

0.1": ON ~feeder ---> S5 \ renforcement
S5,

0.1": OFF ~Meeder ---> S6 \ fin renforcement
S6,

#R3: ADD V(“mangeoire1), J; SET P(J) = R + 0.3, P(J+1) = -987.987; OFF ~feederlight; K(W(BOX)) ---> S2
\ attente et comptage entrées mangeoires, extinction lumiére mangeoire, envoi signal fin essai, nouvel essai

S.S.4,\ envoi du son approprié dans la box opérante
S,
#Z"debutson: ---> S2 \ attente signal début son
S2,
0.01":if BOX = 2 [@T,@F] \ teste si box 2
@T: ON “son1, Ason2, Ason3 ---> S7
@F: ---> S3
S3,
0.01": if BOX = 3 [@T,@F] \ teste si box 3
@T: ON “~sont ---> S7
@F: ---> S4
S4,
0.01":if BOX = 4 [@T,@F] \ teste si box 4
@T: ON Ason3 ---> S7
@F: ---> S5
S5,
0.01": if BOX = 6 [@T,@F] \ teste si box 6
@T: ON ~son1, Ason2 ---> S7
@F: ---> S6
S6,
0.01"if BOX = 7 [@T,@F] \ teste si box 7
@T: ON ~sont, Ason3 ---> S7
@F: ON ~Ason2, Ason3 ---> S7 \ box 8
S7,
0.01": SET T(2) = gq(~durson) * 1" ---> S8 \ fixe durée son

S8,
T(2)#T: OFF ~son1, Ason2, Ason3, "son4 ---> S1 \ éteint le son

S1,
#START : ---> S2
S2,
0.1 ": SHOW 1, N-Essais, V(*essai), 2, RepD, V(*repdroit), 3, RepG, V(*repgauche), 4, TotRep, V(*reptotal), 5,
RenfTot, V(~renftotal), 6, Prise-Pellet, V(Amangeoire1), 7, OMI-REP, V(*omirep), 8, BOX-EMET, z(0), 9, BOX-CIBLE,
C(BOX), 10, OPER, V(“Noper), 11, RECEP, V(~Nrecep), 12, Nav-CelluleAR, V(~navcelluleAR), 13, Nav-CelluleAV,
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V(~navcelluleAV), 14, VISIT-FD, V(2 visitFD), 15, VISIT-FG, V(2 visitFG), 16, Nav-LD, V(2 visitLD), 17, Nav-LG, V(*visitLG),
18, Chrono, S ---> SX

\=========================================================================
S.S.6,
ST,
#START: ---> S2
S2,
#R4: ADD V(”navcelluleAR), J; SET P(J) = R + 0.6, PU+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(”*navcelluleAV), J; SET P(J) = R + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(AvisitLD), J; SET P(J) = R + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(7 visitLG), J; SET P(J) = R + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(7 visitFD), J; SET P(J) = R + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(MvisitFG), J; SET P(J) = R + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX
\=========================================================================
S.S.7, \ compteur temps écoulé et test fin de séance (sur base temps et Nbre essais)
S1,
#START : ---> S2
S2,

1": ADD S; if S > Q(*durseance) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: if V(Messai) > Q(*Nessais) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

S,

#START : ---> S2

S2,

0.01": ADD R ---> SX
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Annexe 5 : CYBERBALL - 3 (utilisé avec MASTER-1rat-aleatoire)

\ Programme Cyberball-3

\ 1 seul rat toutes portes ouvertes

\ Tirage aléatoire de la cage opérante (MASTER-1rat-aleatoire)

\ Sortie des leviers de la cage opérante uniquement, en méme temps que l'allumage de la houselight

\ Pellet délivré dans cage receptrice homolaterale apres appui sur levier correspondant dans la box opérante
\ Suivi de I'extinction HL et rétracton des 2 leviers dans la cage opérante

\ Suivi du son correspondant a la cage opérante dans les 3 cages + allumage du mangeoire dans la box cible
\ Extinction de la feederlight dans cage cible des entrée mangeoire (consommation pellet) ou apres delai defini
\ Période interessai définie dans le programme MASTER

\ Duree essai determinee dans les variables

\ Comptage des coupures faisceaux dans les cages et des sorties fenetres D et G

\ Q() = Variables Expérimentales (Control Processus) avec valeurs définies par défaut :

Var_Alias Duree Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 30 sec, faire varier selon programme 3a, 3b, 3c
Var_Alias Duree Son (sec) = Q(4) \ Defaut = 3 sec

Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(6) \ Defaut = 750 sec

Var_Alias Nombre Essais = Q(7) \ Defaut = 120

Q
Var_Alias Duree Leviers (sec) = Q(8) \ Defaut = 15 sec, faire varier selon programme 3a, 3b, 3c
LISTH = 1,2 \ liste pour tri 1/2 (D ou G)

\ Affectation - Dimensionnement des variables
DIM A = 20 \ numéro box cible pour envoi a droite
DIM B = 20 \ numéro box cible pour envoi a gauche
DIM C = 20 \ box cible
\ D : non utilisé
DIM E = 10 \ box source
DIM F = 10\ stockage valeur box émettrice
\ G : non utilisé
\ H: non utilisé
\I: index pour test RANDD
\J : non utilisé
\ K : signal K envoyé aux box cibles
\ L: non utilisé
DIM M = 20 \ numéro box émettrice venant de la gauche
DIM N = 20 \ numéro box émettrice venant de la droite
\ O: non utilisé
DIM P = 5000 \ stockage timing événements
DIMQ =50
\ R : non utilisé
\ S : compteur secondes
DIMT = 10 \ compteur temps
\U: non utilisé
DIM V = 100 \ variables data
DIM W = 10 \ codes pour signal K pulse fin essai
DIM X = 10 \ codes pour signal box cible envoi a droite
DIMY = 10 \ codes pour signal box cible envoi a gauche
DIM Z = 10 \ codes pour signal K pulse fin phase

\ variables expérimentales : Q(N) Controle processus

Aduressai =1\ Q(1) durée essai (initialisé 60 sec)

ADurstim =3\ Q(3) durée stimulus (stimulus A utilisé) (initialisé 5 sec)
ADurson =4\ Q(4) durée son (intialisé 5 sec)

ADurmang =5 \ Q(5) durée allumage mangeoire (initialisé 20 sec)
Adurseance = 6 \ Q(6) durée de la séance (initialisé 1200 sec)
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ANessais =7\ Q(7) nombre d'essais par séance (initialisé 90)
Adurleviers = 8 \ Q(8) durée maximale de sortie de leviers opérants

\ outputs
Aevierdroit = 1
~eviergauche = 2
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~eeder = 9
~feederlight = 10
Ahouselight = 11

Asonl =12
Ason2 = 13
Ason3 = 14
Asond = 15

\ inputs smartcontrol interface
Mevierdroit = 1

~eviergauche = 2
Acellulefeeder = 3
AcelluleCageD = 4
AcelluleCageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9 \ 9iéme input de la box
AcelluleLG = 10\ 10iéme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

\ connections des inputs TTL sur l'interface

\ box2et6
\input9 =1
\input 10 =2
\input 11 =3
\input 12 = 4
\ box 3 et7
\input9 =5
\input 10 =6
\input 11 =7
\input 12 = 8
\ box 4 et 8
\input9=9
\input 10 =10
\input 11 = 11
\input 12 = 12

\ Z pulses \ K pulses
Adebutphaseop = 1
Adebutphaserec = 2
Adebutson = 3
Ainson = 4
Aomission = 5
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Adebutstim = 6
AMfinstim = 7

\ K'signal fin phase : = 97 pour box 2 a 4 et 98 pour box 6 a 8 (stocké dans variable z(box))
\ Ksignal fin essai: = 90 pour box 2 a 4 et 91 pour box 6 a 8 (stocké dans variable w(box))

\variables data V(N)

~essai = 1 \ nombre d'essais

AOmiRep = 2 \ omission appui leviers

AOmiPellet = 3\ omission prise pellet

Arepdroit =4\ appui levier droit

Arepgauche = 5\ appui levier gauche

Areptotal = 6 \ total appuis leviers

ARenfdroit = 7

ARenfgauche = 8

ARenftotal = 9 \ total pellets récupérées

Alatrep = 10

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13\ coupure faisceau de cage avant
ALatmangeoire = 14

AVisitLD = 15
AVisitlG = 16
AVisitLtotal = 17
ANavext = 21
ANavessai = 22
AVisitFD = 24
AVisitFG = 25
AVisitFtotal = 26
“Noper = 30
ANrecep = 31

\ X = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui droit (pour chaque box)
\'Y = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui gauche (pour chaque box)
\ K = VALEUR DU SIGNAL K pulse envoyé si appui (selon X ou Y pour chaque box)

\ K(K) = K pulse envoyé a la cage cible, avec K = X(BOX) si appui droit OU Y(BOX) si appui gauche

\ variables identification

\ A(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a droite

\ B(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a gauche

\ C(BOX) = cage cible quand appui

\ M(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la gauche

\ N(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la droite

\ E(BOX) = Box Source : numero de la box émettrice quand le pellet est délivré

\ Z(0) = F(BOX) : stockage de la valeur de la box émettrice (pour le traitement de la fonction GETVAL)

\ R = numéro du rat qui émet la réponse (par lecture de la variable W ( = subject number) via la fonction GETVAL
de la cage émettrice F(BOX)

\ variables process P(N)

AREP =1 \ P(1) = 1 si réponse levier droit et P(1) = 2 si réponse levier gauche
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S1,
0.1": SET X(2) = 12, X(3) = 10, X(4) = 11, Y(2) = 19, Y(3) = 20, Y(4) = 18,
M(2) = 3, M(3) = 4, M(4) = 2, N(2) =4, N(3) = 2, N(4) = 3,
A(2) =4,B(2) =3,A(3) =2,B3) =4, A4) =3,B4) =2,
X(6) = 16, X(7) = 14, X(8) = 15, Y(6) = 23, Y(7) = 24, Y(8) = 22,
M(6) = 7, M(7) = 8, M(8) = 6, N(6) = 8, N(7) =6, N(8) = 7,
A(6) = 8,B(6) =7,A(7) =6,B(7) =8, A(8) = 7, B(8) = 6,
Z(2) = 97,Z(3) = 97, Z(4)= 97, \signal fin de phase pour box 2,3,4
Z(6) = 98, Z(7) = 98, Z(8)= 98, \ signal fi de phase pour box 6,7,8
w(2) = 90, w(3) = 90, w(4) = 90, \signal fin essai pour box 2,3,4
w(6) = 91, w(7) = 91, w(8) = 91, \ signal fin essai pour box 6,7,8
g(Mdurstim) = 3, g(*durson) = 3, q(*durmang)= 15, q(*durseance) = 750, q(*Nessais) = 120, gq(*durleviers) =
25 --->S2
S2,
#START: ---> S3
S3, \ ATTENTE DEMARRAGE CYCLE TEST (Box opérante ou Box réceptrice)
#K(BOX): ADD V(”~essai), V(*Noper); ZAdebutphaseop ---> S3 \ attente reception signal K de la box master
pour cage opérante
#K(78+BOX): ADD V(*essai), V(*Nrecep); ZAdebutphaserec ---> S3 \ attente réception signal K de la box
MASTER pour cage réceptrice

\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
S.S.2,  \cycle phase opérante, si K(BOX) recu
S,
#START: ---> S2
S2,

#Z/debutphaseop: ADD J; SET P(J) = R + 0.1, P(J+1) = -987.987; ON ~houselight ---> S3 \ attente signal z
pulse pour phase opérante
S3,
0.01": ADD J; SET P(J) = R + 0.2, P(J+1)= -987.987; ON “levierdroit, Aleviergauche ---> S4\ ON leviers, lumiére
cage, fixe durée essai (illimitée)
S4,
#R1: ADD V(~repdroit),V(~reptotal), J; \ attente réponse droite et comptage réponses droites totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, Ahouselight;  \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier
Z~debutson; ON AstimdroitA; \ envoi signal début son, allumage stimulus
SET K = X(BOX), C(BOX)= A(BOX), P(J) = R + 0.21, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX)) ---> S2 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

#R2: ADD V(“repgauche), V(*reptotal), J; \ attente réponse gauche et comptage réponses gauches totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight; \ rétraction leviers et houselight apres réponse levier

Z~debutson; Z~debutstim; ON ~stimgaucheA; \ envoi signal début son, allumage stimulus

SET K = Y(BOX), C(BOX) = B(BOX), P(J) = R + 0.22, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX))---> S2 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

T(4#T: ADD V(~omiRep); OFF ~houselight, ~evierdroit, ~leviergauche; K(Z(BOX)); K(W(BOX)) ---> S2
\ si pas d’appui sur leviers, fin du délai d'attente réponse, comptage omission, retour S2

\S========================================================================
S.S.3,  \cycle phase réceptrice
ST,
#START : ---> S2
S2,
#Z"debutphaserec: ---> S3
S3,

#K(BOX+6+10): ADD V(~renfdroit), V(”renftotal); SET F(BOX) = N(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight ; Z9 --
-> S4 \réception de box droite, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
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#K(BOX+3+5): ADD V(~renfgauche), V(*renftotal); SET F(BOX) = M(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight ; Z9
--->S4  \ réception de box gauche, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
#K(Z(BOX)): Z9 ---> S2

S4,

0.1": SET T(0) = g(~durmang) * 1"; ON ~feeder ---> S5 \ renforcement
S5,

0.1": OFF ~Meeder ---> S6\ fin renforcement
S6,

#R3: ADD V(“mangeoirel), J; SET P(J) = R + 0.3, P(J+1) = -987.987; OFF ~feederlight; K(W(BOX)) ---> S2
\ attente et comptage entrées mangeoires, extinction lumiére mangeoire, envoi signal fin essai, nouvel essai
T(0)#T : ADD V(~omipellet) ; OFF ~feederlight ; K(W(BOX)) ---> S2

S.S.4,\ envoi du son approprié dans la box opérante
S1,
#Zdebutson: ---> S2 \ attente signal début son
S2,
0.01" if BOX = 2 [@T,@F] \ teste si box 2
@T: ON “~son1, Ason2, Ason3 ---> S7
@F: ---> S3
S3,
0.01"if BOX = 3 [@T,@F] \ teste si box 3
@T: ON “~son1 ---> S7
@F: ---> S4
S4,
0.01": if BOX = 4 [@T,@F] \ teste si box 4
@T: ON ~son3 ---> S7
@F: ---> S5
S5,
0.01":if BOX = 6 [@T,@F] \ teste si box 6
@T: ON ~sont, Ason2 ---> S7
@F: ---> S6
S6,
0.01™ if BOX = 7 [@T,@F] \ teste si box 7
@T: ON “son1, Ason3 ---> S7
@F: ON ~son2, Ason3 ---> S7 \ box 8
S7,
0.01": SET T(2) = gq(~durson) * 1" ---> S8 \ fixe durée son

S8,
T(2)#T: OFF ~Ason1, Ason2, Ason3, Ason4 ---> S1 \ éteint le son

S.S.5,
S1,

#START : ---> S2
S2,

0.1": SHOW 1, N-Essais, V(*essai), 2, RepD, V(~repdroit), 3, RepG, V(*repgauche), 4, TotRep, V(~reptotal), 5,
RenfTot, V(~renftotal), 6, Prise-Pellet, V(*mangeoire1), 7, OMI-REP, V(*omirep), 8, BOX-EMET, z(0), 9, BOX-CIBLE,
C(BOX), 10, OPER, V(“Noper), 11, RECEP, V(~Nrecep), 12, Nav-CelluleAR, V(*navcelluleAR), 13, Nav-CelluleAV,
V(~navcelluleAV), 14, VISIT-FD, V(AvisitFD), 15, VISIT-FG, V(~visitFG), 16, Nav-LD, V(2 visitLD), 17, Nav-LG, V(A visitLG),
18, Chrono, S ---> SX
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S1,
#START: ---> S2

S2,
#R4: ADD V(”*navcelluleAR), J; SET PUJ) = R + 0.6, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(”*navcelluleAV), J; SET P(J) = R + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(~visitLD), J; SET P(J) = R + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(MvisitLG), J; SET PUJ) = R + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(~visitFD), J; SET P(J) = R + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(MvisitFG), J; SET P(J) = R + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX

S.S.7, \ compteur temps écoulé et test fin de séance (sur base temps et Nbre essais)
s1,
#START : ---> S2
S2,
1": ADD S; if S > Q(~durseance) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: if V(Messai) > Q(*Nessais) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

ST,

#START @ ---> S2

S2,

0.01": ADD R ---> SX
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Annexe 6 : CYBERBALL-TEST-INCLUSION (utilisé avec MASTER-1rat-aleatoire)

\ Programme Cyberball-test-inclusion

\ 3 rats, chacun dans une cage fermée

\ Tirage aléatoire de la cage opérante (MASTER-1rat-aleatoire)

\ Sortie des leviers de la cage opérante uniquement, en méme temps que l'allumage de la houselight

\ Pellet délivré dans cage receptrice homolaterale apres appui sur levier correspondant dans la box opérante
\ Suivi de I'extinction HL et rétracton des 2 leviers dans la cage opérante

\ Suivi du son correspondant a la cage opérante dans les 3 cages + allumage du mangeoire dans la box cible
\ Extinction de la feederlight dans cage cible des entrée mangeoire (consommation pellet) ou apres delai defini
\ Période interessai définie dans le programme MASTER

\ Duree essai determinee dans les variables

\ Comptage des coupures faisceaux dans les cages et des sorties fenetres D et G

\ Q() = Variables Expérimentales (Control Processus) avec valeurs définies par défaut :

Var_Alias Duree Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 30 sec
Var_Alias Duree Son (sec) = Q(4) \ Defaut = 3 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(6) \ Defaut = 900 sec
Var_Alias Nombre Essais = Q(7) \ Defaut = 30

Var_Alias Duree Leviers (sec) = Q(8) \ Defaut = 11 sec
LISTH = 1,2 \ liste pour tri 1/2 (D ou G)

\ Affectation - Dimensionnement des variables
DIM A = 20 \ numéro box cible pour envoi a droite
DIM B = 20 \ numéro box cible pour envoi a gauche
DIM C = 20 \ box cible
\ D : non utilisé
DIM E = 10 \ box source
DIM F = 10\ stockage valeur box émettrice
\ G : non utilisé
\ H: non utilisé
\I: index pour test RANDD
\J : non utilisé
\ K : signal K envoyé aux box cibles
\ L: non utilisé
DIM M = 20 \ numéro box émettrice venant de la gauche
DIM N = 20 \ numéro box émettrice venant de la droite
\ O: non utilisé
DIM P = 5000 \ stockage timing événements
DIM Q =50
\ R : non utilisé
\ S : compteur secondes
DIMT = 10 \ compteur temps
\ U: non utilisé
DIM V = 100 \ variables data
DIM W = 10 \ codes pour signal K pulse fin essai
DIM X = 10 \ codes pour signal box cible envoi a droite
DIMY = 10 \ codes pour signal box cible envoi a gauche
DIM Z = 10 \ codes pour signal K pulse fin phase

\ variables expérimentales : Q(N) Controle processus

Aduressai =1\ Q(1) durée essai (initialisé 60 sec)

ADurstim =3\ Q(3) durée stimulus (stimulus A utilisé) (initialisé 5 sec)
ADurson =4 \ Q(4) durée son (initialisé 5 sec)

ADurmang =5 \ Q(5) durée allumage mangeoire (initialisé 20 sec)
Adurseance = 6 \ Q(6) durée de la séance (initialisé 1200 sec)
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ANessais =7 \ Q(7) nombre d'essais par séance (initialisé 90)
Adurleviers = 8 \ Q(8) durée maximale de sortie de leviers opérants

\ outputs
Aevierdroit = 1
~eviergauche = 2
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~eeder = 9
~feederlight = 10
Ahouselight = 11

Asonl =12
Ason2 = 13
Ason3 = 14
Asond = 15

\ inputs smartcontrol interface
Mevierdroit = 1

~eviergauche = 2
Acellulefeeder = 3
AcelluleCageD = 4
AcelluleCageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9 \ 9iéme input de la box
AcelluleLG = 10\ 10iéme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

\ connections des inputs TTL sur l'interface

\ box2et6
\input9 =1
\input 10 =2
\input 11 =3
\input 12 = 4
\ box 3 et7
\input9 =5
\input 10 =6
\input 11 =7
\input 12 = 8
\ box 4 et 8
\input9=9
\input 10 =10
\input 11 = 11
\input 12 = 12

\ Z pulses \ K pulses
Adebutphaseop = 1
Adebutphaserec = 2
Adebutson = 3
Ainson = 4
Aomission = 5
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Adebutstim = 6
AMfinstim = 7

\ K'signal fin phase : = 97 pour box 2 a 4 et 98 pour box 6 a 8 (stocké dans variable z(box))
\ Ksignal fin essai: = 90 pour box 2 a 4 et 91 pour box 6 a 8 (stocké dans variable w(box))

\variables data V(N)

~essai = 1 \ nombre d'essais

AOmiRep = 2 \ omission appui leviers

AOmiPellet = 3\ omission prise pellet

Arepdroit =4\ appui levier droit

Arepgauche = 5\ appui levier gauche

Areptotal = 6 \ total appuis leviers

ARenfdroit = 7

ARenfgauche = 8

ARenftotal = 9 \ total pellets récupérées

Alatrep = 10

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13\ coupure faisceau de cage avant
ALatmangeoire = 14

AVisitLD = 15
AVisitlG = 16
AVisitLtotal = 17
ANavext = 21
ANavessai = 22
AVisitFD = 24
AVisitFG = 25
AVisitFtotal = 26
“Noper = 30
ANrecep = 31

\ X = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui droit (pour chaque box)
\'Y = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui gauche (pour chaque box)
\ K = VALEUR DU SIGNAL K pulse envoyé si appui (selon X ou Y pour chaque box)

\ K(K) = K pulse envoyé a la cage cible, avec K = X(BOX) si appui droit OU Y(BOX) si appui gauche

\ variables identification

\ A(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a droite

\ B(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a gauche

\ C(BOX) = cage cible quand appui

\ M(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la gauche

\ N(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la droite

\ E(BOX) = Box Source : numero de la box émettrice quand le pellet est délivré

\ Z(0) = F(BOX) : stockage de la valeur de la box émettrice (pour le traitement de la fonction GETVAL)

\ R = numéro du rat qui émet la réponse (par lecture de la variable W ( = subject number) via la fonction GETVAL
de la cage émettrice F(BOX)

\ variables process P(N)

AREP =1 \ P(1) = 1 si réponse levier droit et P(1) = 2 si réponse levier gauche
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S1,
0.1": SET X(2) = 12, X(3) = 10, X(4) = 11, Y(2) = 19, Y(3) = 20, Y(4) = 18,
M(2) = 3, M(3) = 4, M(4) = 2, N(2) = 4, N(3) = 2, N(4) = 3,
A(2) =4,B(2) =3,A(3) =2,B3) =4, A4) =3,B4) =2,
X(6) = 16, X(7) = 14, X(8) = 15, Y(6) = 23, Y(7) = 24, Y(8) = 22,
M(6) = 7, M(7) = 8, M(8) = 6, N(6) = 8, N(7) =6, N(8) = 7,
A(6) = 8,B(6) =7,A(7) =6,B(7) =8, A(8) = 7, B(8) = 6,
Z(2) = 97,Z(3) = 97, Z(4)= 97, \signal fin de phase pour box 2,3,4
Z(6) = 98, Z(7) = 98, Z(8)= 98, \ signal fi de phase pour box 6,7,8
w(2) = 90, w(3) = 90, w(4) = 90, \signal fin essai pour box 2,3,4
w(6) = 91, w(7) = 91, w(8) = 91, \ signal fin essai pour box 6,7,8
g(Mdurstim) = 3, g(Adurson) = 3, g(Adurmang)= 10, q(*durseance) = 900, q(*Nessais) = 30, q(*durleviers) =
11 --->S2
S2,
#START: ---> S3
S3, \ ATTENTE DEMARRAGE CYCLE TEST (Box opérante ou Box réceptrice)
#K(BOX): ADD V(”~essai), V(*Noper); ZAdebutphaseop ---> S3 \ attente reception signal K de la box master
pour cage opérante
#K(78+BOX): ADD V(”essai), V(*Nrecep); ZAdebutphaserec ---> S3 \ attente réception signal K de la box
MASTER pour cage réceptrice

\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
S.S.2,  \cycle phase opérante, si K(BOX) recu
S,
#START: ---> S2
S2,

#Z/debutphaseop: ADD J; SET P(J) = R + 0.1, P(J+1) = -987.987; ON ~houselight ---> S3 \ attente signal z
pulse pour phase opérante
S3,
0.01": ADD J; SET P(J) = R + 0.2, SET T(4) = Q("durleviers) * 1"? P(J+1)= -987.987; ON *levierdroit,
~eviergauche ---> S4\ ON leviers, lumiére cage, fixe durée essai (illimitée)
S4,
#R1: ADD V(~repdroit),V(~reptotal), J; \ attente réponse droite et comptage réponses droites totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, Ahouselight;  \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier
Z~debutson; \ envoi signal début son
SET K = X(BOX), C(BOX)= A(BOX), P(J) = R + 0.21, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX)) ---> S2 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

#R2: ADD V(“repgauche), V(*reptotal), J; \ attente réponse gauche et comptage réponses gauches totales

OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight; \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier

Z debutson; ZAdebutstim; \ envoi signal début son

SET K = Y(BOX), C(BOX) = B(BOX), P(J) = R + 0.22, P(J+1) = -987.987; K(K); K(Z(BOX))---> S2 \ détermine cible,
envoi K pulse cible, signal fin essai

T(4#T: ADD V(~omiRep); OFF ~houselight, ~levierdroit, ~leviergauche; K(Z(BOX)); K(W(BOX)) ---> S2
\ si pas d’appui sur leviers, fin du délai d'attente réponse, comptage omission, retour S2

\S========================================================================
S.S.3,  \cycle phase réceptrice
ST,
#START : ---> S2
S2,
#Z"debutphaserec: ---> S3
S3,

#K(BOX+6+10): ADD V(~renfdroit), V(”renftotal); SET F(BOX) = N(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight ; Z9 --
-> S4 \réception de box droite, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
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#K(BOX+3+5): ADD V(~renfgauche), V(*renftotal); SET F(BOX) = M(BOX), Z(0) = F(BOX); ON ~feederlight ; Z9
--->S4  \ réception de box gauche, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle,
#K(Z(BOX)): Z9 ---> S2

S4,

0.1": SET T(0) = g(~durmang) * 1"; ON ~feeder ---> S5 \ renforcement
S5,

0.1": OFF ~Meeder ---> S6\ fin renforcement
S6,

#R3: ADD V(“mangeoirel), J; SET P(J) = R + 0.3, P(J+1) = -987.987; OFF ~feederlight; K(W(BOX)) ---> S2
\ attente et comptage entrées mangeoires, extinction lumiére mangeoire, envoi signal fin essai, nouvel essai
T(0)#T : ADD V(~omipellet) ; OFF ~feederlight ; K(W(BOX)) ---> S2

S.S.4,\ envoi du son approprié dans la box opérante
S1,
#Zdebutson: ---> S2 \ attente signal début son
S2,
0.01" if BOX = 2 [@T,@F] \ teste si box 2
@T: ON “~son1, Ason2, Ason3 ---> S7
@F: ---> S3
S3,
0.01"if BOX = 3 [@T,@F] \ teste si box 3
@T: ON “~son1 ---> S7
@F: ---> S4
S4,
0.01": if BOX = 4 [@T,@F] \ teste si box 4
@T: ON ~son3 ---> S7
@F: ---> S5
S5,
0.01":if BOX = 6 [@T,@F] \ teste si box 6
@T: ON ~sont, Ason2 ---> S7
@F: ---> S6
S6,
0.01™ if BOX = 7 [@T,@F] \ teste si box 7
@T: ON “son1, Ason3 ---> S7
@F: ON Ason2, Ason3 ---> S7 \ box 8
S7,
0.01": SET T(2) = gq(~durson) * 1" ---> S8 \ fixe durée son

S8,
T(2)#T: OFF ~Ason1, Ason2, Ason3, Ason4 ---> S1 \ éteint le son

S.S.5,
S1,

#START : ---> S2
S2,

0.1": SHOW 1, N-Essais, V(*essai), 2, RepD, V(~repdroit), 3, RepG, V(*repgauche), 4, TotRep, V(~reptotal), 5,
RenfTot, V(~renftotal), 6, Prise-Pellet, V(*mangeoire1), 7, OMI-REP, V(*omirep), 8, BOX-EMET, z(0), 9, BOX-CIBLE,
C(BOX), 10, OPER, V(“Noper), 11, RECEP, V(~Nrecep), 12, Nav-CelluleAR, V(*navcelluleAR), 13, Nav-CelluleAV,
V(~navcelluleAV), 14, VISIT-FD, V(AvisitFD), 15, VISIT-FG, V(~visitFG), 16, Nav-LD, V(2 visitLD), 17, Nav-LG, V(A visitLG),
18, Chrono, S ---> SX



S.S.6,

S1,
#START: ---> S2

S2,
#R4: ADD V(”*navcelluleAR), J; SET PUJ) = R + 0.6, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(”~navcelluleAV), J; SET P(J) = R + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(~visitLD), J; SET P(J) = R + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(MvisitLG), J; SET PUJ) = R + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(~visitFD), J; SET P(J) = R + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(AvisitFG), J; SET P(J) = R + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX

S.S.7, \ compteur temps écoulé et test fin de séance (sur base temps et Nbre essais)
S1,
#START : ---> S2
S2,
1": ADD S; if V(" essai) > Q(*Nessais) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

ST,

#START @ ---> S2

S2,

0.01": ADD R ---> SX
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Annexe 7 : CYBERBALL-TEST-EXCLUSION (utilisé avec MASTER-1rat-aleatoire)

\ Programme Cyberball-test-exclusion

\ 3 rats, chacun dans une cage fermée

\ Tirage aléatoire de la cage opérante (MASTER-1rat-aleatoire)

\ Sortie des leviers de la cage opérante uniquement, en méme temps que l'allumage de la houselight

\ Pellet délivré dans cage receptrice homolaterale apres appui sur levier correspondant dans la box opérante
\ Suivi de I'extinction HL et rétracton des 2 leviers dans la cage opérante

\ Suivi du son correspondant a la cage opérante dans les 3 cages + allumage du mangeoire dans la box cible
\ Extinction de la feederlight dans cage cible dés entrée mangeoire (consommation pellet) ou apres delai defini
\ Période interessai définie dans le programme MASTER

\ Duree essai determinee dans les variables

\ Comptage des coupures faisceaux dans les cages et des sorties fenetres D et G

\ Q() = Variables Expérimentales (Control Processus) avec valeurs définies par défaut :

Var_Alias Duree Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 30 sec
Var_Alias Duree Son (sec) = Q(4) \ Defaut = 3 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(6) \ Defaut = 1800 sec
Var_Alias Nombre Essais = Q(7) \ Defaut = 33

Var_Alias Duree Leviers (sec) = Q(8) \ Defaut = 11 sec

LISTH = 1,2 \ liste pour tri 1/2 (D ou G)
LISTL = 1,2,3,4,5,6,7,89,10 \ liste pour tri 1/10 (1 renforcement sur 10 par coté choisi

\ Affectation - Dimensionnement des variables
DIM A = 20 \ numéro box cible pour envoi a droite
DIM B = 20 \ numéro box cible pour envoi a gauche
DIM C = 20 \ box cible
\ D : non utilisé
DIM E = 10 \ box source
DIM F = 10\ stockage valeur box émettrice
\ G : non utilisé
\ H: non utilisé
\I: index pour test RANDD
\J : non utilisé
\ K : signal K envoyé aux box cibles
\ L : non utilisé
DIM M = 20 \ numéro box émettrice venant de la gauche
DIM N = 20 \ numéro box émettrice venant de la droite
\ O: non utilisé
DIM P = 5000 \ stockage timing événements
DIMQ =50
\ R : non utilisé
\ S : compteur secondes
DIMT = 10 \ compteur temps
\U: non utilisé
DIM V = 100 \ variables data
DIM W = 10 \ codes pour signal K pulse fin essai
DIM X = 10 \ codes pour signal box cible envoi a droite
DIMY = 10 \ codes pour signal box cible envoi a gauche
DIM Z = 10 \ codes pour signal K pulse fin phase

\ variables expérimentales : Q(N) Contrdle processus

Aduressai =1\ Q(1) durée essai (initialisé 60 sec)

ADurstim =3\ Q(3) durée stimulus (stimulus A utilisé) (initialisé 5 sec)
ADurson =4\ Q(4) durée son (initialisé 5 sec)

ADurmang =5 \ Q(5) durée allumage mangeoire (initialisé 20 sec)
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Adurseance = 6 \ Q(6) durée de la séance (initialisé 1200 sec)
ANessais =7\ Q(7) nombre d'essais par séance (initialisé 90)
Adurleviers = 8 \ Q(8) durée maximale de sortie de leviers opérants

\ outputs
Aevierdroit = 1
~eviergauche = 2
AstimdroitA = 3
AstimdroitB = 4
AstimdroitC = 5
AstimgaucheA = 6
AstimgaucheB = 7
AstimgaucheC = 8
~feeder = 9
~feederlight = 10
Ahouselight = 11

Asonl =12
Ason2 = 13
Ason3 = 14
Asond = 15

\ inputs smartcontrol interface
Aevierdroit = 1

~eviergauche = 2
Acellulefeeder = 3
AcelluleCageD = 4
AcelluleCageG = 5

\ inputs TTL interface

AcelluleLD = 9 \ 9iéme input de la box
AcelluleLG = 10\ 10ieme input de la box
AcelluleFD = 11\ 11iéme input de la box
AcelluleFG = 12\ 12ieme input de la box

\ connections des inputs TTL sur l'interface

\ box2et6
\input9 =1
\input 10 =2
\input 11 =3
\input 12 = 4
\ box 3 et7
\input9 =5
\input 10 =6
\input 11 =7
\input 12 = 8
\ box 4 et 8
\input9=9
\input 10 =10
\input 11 = 11
\input 12 = 12

\ Z pulses \ K pulses
Adebutphaseop = 1
Adebutphaserec = 2
Adebutson = 3
Ainson = 4
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Aomission = 5
Adebutstim = 6
AMinstim = 7

\ K'signal fin phase : = 97 pour box 2 a 4 et 98 pour box 6 a 8 (stocké dans variable z(box))
\ K signal fin essai: = 90 pour box 2 a 4 et 91 pour box 6 a 8 (stocké dans variable w(box))

\variables data V(N)

~essai = 1 \ nombre d'essais

AOmiRep = 2 \ omission appui leviers

AOmiPellet = 3\ omission prise pellet

Arepdroit =4\ appui levier droit

Arepgauche = 5\ appui levier gauche

Areptotal = 6 \ total appuis leviers

ARenfdroit = 7

ARenfgauche = 8

ARenftotal = 9 \ total pellets récupérées

ALatrep = 10

AMangeoire1 = 11 \ entrées mangeoire box réceptrice (prise pellet)
~navcelluleAR = 12\ coupure faisceau de cage arriére
~navcelluleAV = 13\ coupure faisceau de cage avant
ALatmangeoire = 14

AVisitLD = 15
AVisitlG = 16
AVisitLtotal = 17
ANavext = 21
ANavessai = 22
AVisitFD = 24
AVisitFG = 25
AVisitFtotal = 26
ANoper = 30
ANrecep = 31

\ X = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui droit (pour chaque box)
\'Y = VALEUR SIGNAL K pulse envoyé correspondant a appui gauche (pour chaque box)
\ K = VALEUR DU SIGNAL K pulse envoyé si appui (selon X ou Y pour chaque box)

\ K(K) = K pulse envoyé a la cage cible, avec K = X(BOX) si appui droit OU Y(BOX) si appui gauche

\ variables identification

\ A(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a droite

\ B(BOX) = numero de la box cible correspondant a appui a gauche

\ C(BOX) = cage cible quand appui

\ M(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la gauche

\ N(BOX) = numero de la box émettrice qui envoie un pellet venant de la droite

\ E(BOX) = Box Source : numero de la box émettrice quand le pellet est délivré

\ Z(0) = F(BOX) : stockage de la valeur de la box émettrice (pour le traitement de la fonction GETVAL)

\ R = numéro du rat qui émet la réponse (par lecture de la variable W ( = subject number) via la fonction GETVAL
de la cage émettrice F(BOX)

\ variables process P(N)

AREP =1 \ P(1) = 1 si réponse levier droit et P(1) = 2 si réponse levier gauche



S.S.1,
S1,
0.1": SET X(2) = 12, X(3) = 10, X(4) = 11, Y(2) = 19, Y(3) = 20, Y(4) = 18,
M(2) = 3, M(3) = 4, M(4) = 2, N(2) =4, N(3) = 2, N(4) = 3,
A(2) =4,B(2) =3,A(3) =2,B3) =4,A4) =3,B4) =2,
X(6) = 16, X(7) = 14, X(8) = 15, Y(6) = 23, Y(7) = 24, Y(8) =
M(6) = 7, M(7) = 8, M(8) = 6, N(6) = 8, N(7) =6, N(8) = 7,
A(6) = 8,B(6) =7,A(7) = 6,B(7) =8, A(8) = 7, B(8) = 6,
Z(2) = 97,Z(3) = 97, Z(4)= 97, \signal fin de phase pour box 2,3,4
Z(6) = 98, Z(7) = 98, Z(8)= 98, \ signal fi de phase pour box 6,7,8
w(2) = 90, w(3) = 90, w(4) = 90, \signal fin essai pour box 2,3,4
w(6) = 91, w(7) = 91, w(8) = 91, \ signal fin essai pour box 6,7,8
g(Mdurstim) = 3, g(Adurson) = 3, g(*durmang)= 10, g(*durseance) = 1800, q(*Nessais) = 33, gq(*durleviers) =
11 --->S2
S2,
#START: ---> S3
S3, \ ATTENTE DEMARRAGE CYCLE TEST (Box opérante ou Box réceptrice)
#K(BOX): ADD V(*essai), V(*Noper); Z*debutphaseop ---> S3 \ attente reception signal K de la box master
pour cage opérante
#K(78+BOX): ADD V(*essai), V(*Nrecep); ZAdebutphaserec ---> S3 \ attente réception signal K de la box
MASTER pour cage réceptrice

22,

\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::
S.S.2,  \cycle phase opérante, si K(BOX) recu
S,
#START: ---> S2
S2,

#Z/debutphaseop: ADD G; SET P(G) = R + 0.1, P(G+1) = -987.987; ON ~houselight ---> S3 \ attente signal z
pulse pour phase opérante
S3,
0.01": ADD G; SET T(4) = Q(*durleviers) * 1", P(G) = R + 0.2, P(G+1)= -987.987; ON Alevierdroit, *leviergauche
---> S4\ ON leviers, lumiére cage, fixe durée essai (illimitée)
S4,
#R1: ADD V(”repdroit),V(~reptotal), G;  \ attente réponse droite et comptage réponses droites totales
OFF Alevierdroit, Aeviergauche, “houselight;  \ rétraction leviers et houselight aprés réponse levier
Z~debutson; \ envoi signal début son
SET P(G) = R + 0.21, P(G+1) = -987.987 ---> S5 \ détermine cible, envoi K pulse cible, signal fin essai

#R2: ADD V(“repgauche), V(~reptotal), G; \ attente réponse gauche et comptage réponses gauches totales
OFF ~levierdroit, Aleviergauche, ~houselight; \ rétraction leviers et houselight apres réponse levier

Z debutson; ZAdebutstim; \ envoi signal début son

SET P(G) = R + 0.22, P(G+1) = -987.987 ---> S5 \ détermine cible, envoi K pulse cible, signal fin essai

T(4#T: ADD V(~omiRep); OFF ~houselight, ~evierdroit, ~leviergauche; K(Z(BOX)); K(W(BOX)) ---> S2
\ si pas d'appui sur leviers, fin du délai d'attente réponse, comptage omission, retour S2

S5,
0.01": RANDD I = H(J); IF I = 1 [@vrai,@faux] \ sélectionne a 50 % envoi renforcement a box droite ou gauche
@vrai: ---> S6
@faux : ---> S7
S6,

0.01": SET K = X(BOX), C(BOX)= A(BOX); K(K); K(Z(BOX)) ---> S2 \ envoi box droite et signal fin de phase

0.01": SET K = Y(BOX), C(BOX) = B(BOX); K(K); K(Z(BOX)) ---> S2 \ envoi box gauche et signal fin de phase
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S.S.3,  \cycle phase réceptrice

s1,

#START : ---> S2
S2,

#Z"debutphaserec: ---> S3
S3,

#K(BOX+6+10): ADD V(~renfdroit), V(*renftotal); SET F(BOX) = N(BOX), Z(0) = F(BOX); Z9 ---> S4 \ réception
de box droite, comptage renforcements, allumage lumiere réceptacle, retraction leviers

#K(BOX+3+5): ADD V(~renfgauche), V(~renftotal); SET F(BOX) = M(BOX), Z(0) = F(BOX); Z9 ---> S4 \ réception
de box gauche, comptage renforcements, allumage lumiére réceptacle, retraction leviers

#K(Z(BOX)): Z9 ---> S2

S4,
0.01": SET T(0)= Q(~durmang) * 1" ---> S5
S5,
0.01": IF V(% essai) > 3 [@vrai,@faux] \ vérifie si Nbre essais > a 3
@vrai : ---> S6 \ passe au renforcement a hauteur de 1/10
@faux : ---> S7 \ garde le renforcement a chaque fois
S6,
0.01": RANDD I = L(O); if I = 1 [@vrai,@faux] \ cycle détermination du taux de renforcements 1/10
@vrai : ---> S7 \ va vers renforcement
@faux : K(W(BOX)) ---> S2 \ pas de renforcement, envoi signal fin essai
S7,

0.01": ON ~feederlight, ~feeder; ADD V(*renftotal) ---> S8 \ on feeder, additionne nbre de renf.

S8,
0.1": OFF ~feeder ---> S9 \ off feeder apres 0.1 sec

S9,
#R3: ADD V(*mangeoirel), G; SET P(G) = R + 0.3, P(G+1) = -987.987; OFF ~feederlight; K(W(BOX)) ---> S2  \
attente et comptage entrées mangeoire, extinction lumiére mangeoire, envoi signal fin essai
T(0)#T: ADD V(*omipellet); \ attente délai fin allumage mangeoire, additionne nbre
omissions de prise de pellets (pas de réponse mangeoire)
OFF 7 feederlight; K(W(BOX)) ---> S2 \ extinction lumiére mangeoire apres délai écoulé, envoi
signal fin essai

S.S.4,\ envoi du son approprié dans la box opérante
S1,
#Z/debutson: ---> S2 \ attente signal début son
S2,
0.01":if BOX = 2 [@T,@F] \ teste si box 2
@T: ON ~son1, Ason2, Ason3 ---> S7
@F: ---> S3
S3,
0.01™ if BOX = 3 [@T,@F] \ teste si box 3
@T: ON “~son1 ---> S7
@F: ---> S4
S4,
0.01"if BOX = 4 [@T,@F] \ teste si box 4
@T: ON ~Ason3 ---> S7
@F: ---> S5
S5,
0.01": if BOX = 6 [@T,@F] \ teste si box 6
@T: ON “son1, Ason2 ---> S7
@F: ---> S6
S6,
0.01"if BOX = 7 [@T,@F] \ teste si box 7
@T: ON ~sont, Ason3 ---> S7
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@F: ON Ason2, Ason3 ---> S7 \ box 8

S7,
0.01": SET T(2) = gq(~durson) * 1" ---> S8 \ fixe durée son
S8,
T(2)#T: OFF Ason1, Ason2, Ason3, Ason4 ---> S1 \ éteint le son
\::::::===================================================================
S.S.5,
S1,
#START : ---> S2
S2,

0.1": SHOW 1, N-Essais, V(*essai), 2, RepD, V(~repdroit), 3, RepG, V(*repgauche), 4, TotRep, V(~reptotal), 5,
Prise-Pellet, V(“mangeoire1), 6, OMI-REP, V(“omirep), 7, OMI-PELLET, V(“omipellet) 8, RepD-NonOP,
V(~LDnonop), 9, RepG-NonOp, V(*LGnonop), 10, BOX-EMET, z(0), 11, BOX-CIBLE, C(BOX),12, OPER, V(“Noper)? 13,
RECEP, V(“Nrecep), 14, Nav-CelluleAR, V(*navcelluleAR), 15, Nav-CelluleAV, V(~navcelluleAV), 16, VISIT-FD,
V(AvisitFD), 17, VISIT-FG, V(~visitFG), 18, Nav-LD, V(MvisitLD), 19, Nav-LG, V(AvisitLG), 20, Chrono, S ---> SX

\S========================================================================
S.S.6,
S1,
#START: ---> S2
S2,
#R4: ADD V(”*navcelluleAR), J; SET P(J) = R + 0.6, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R5: ADD V(~navcelluleAV), J; SET P(J) = R + 0.61, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R9: ADD V(AvisitLD), J; SET P(J) = R + 0.7, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R10: ADD V(AvisitLG), J; SET P(J) = R + 0.71, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R11: ADD V(~visitFD), J; SET P(J) = R + 0.8, P(J+1) = -987.987 ---> SX
#R12: ADD V(~visitFG), J; SET P(J) = R + 0.81, P(J+1) = -987.987 ---> SX
\S========================================================================
S.S.7, \ compteur temps écoulé et test fin de séance (sur base temps et Nbre essais)
S1,
#START : ---> S2
S2,

1" ADD §; if V(*essai) > Q(~Nessais) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2

S1,

#START @ ---> S2

S2,

0.01": ADD R ---> SX
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Annexe 8 : MASTER-1rat-1box

\ Programme Master pour Cyberball-1
\ spécifique a une cage (2/6, 3/7 ou 4/8)

\ Variables control process Q(N)
Var_Alias Duree Inter Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 10 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(2) \ Defaut = 1200 sec

Var_Alias Nombre Essais = Q(3) \ Defaut = 100

Adurinteressai=1
Adurseance = 2

Nessai = 3

LISTZ=1.23

DIMV =10

DIMQ=5

DIMT =2

DIMW =5
\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::

S.S.1, \ affectation des variables et contréle process
S1,

0.01": SET Q(~durseance) = 750, Q(*durinteressai) = 10, Q(*essai) = 100, \ fixe valeurs durée séance,
intervalle interessai, Nbre essais

W(1) = 90, W(5) = 91 ---> S2 \ variable pour tri box 2,3,4 ou box 6,7,9 (selon implantation prog master
dans box 1 ou 5)
S2,

#START: ---> S3
S3,

0.01": SET T(1) = Q(Mdurinteressai) * 1" ---> S4 \ transformation valeur secondes en bits résolution systeme
S4,

0.01": SETI=1; \ Choix box (I=1 pour box 2/6 ; I=2 pour box 3/7 ; I=3 pour box 4/8)
ADD K, V(BOX+I); \ additionne nbre essais (K) et Nbre essais par box opérante
SHOW 1, OPERATE, BOX+I --->S5 \ affiche la box opérante choisie
S5,
0.1": ON (BOX+I); \ affiche écran box choisie
K(BOX+I); \ envoi signal K pulse a box opérante (numéro de la box master + valeur

deI(1,2 0u3))
K(79+BOX); K(80+BOX); K(81+BOX) ---> S6 \ envoi signal K pulse approprié aux autres box (réceptrices)

S6,

#K(W(BOX)): OFF (BOX+I) ---> S7 \ attente signal fin essai recu des boites pilotées (K90 (w(1) si box
2,3,4 ou K91 (W(5) si box 6,7,8
S7,

T(N)#T: ---> S4 \ attente intervalle inter essais
\:::====================::::==============================================

S.S.2, \ affichage écran
S1,
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#START: ---> S2
S2,

0.1": SHOW 1, TOT-ESSAL K, 2, BOX-OPER, BOX+I, 3, ESSAI-BOX2, V(2), 4, ESSAI-BOX4, V(4), 5, ESSAI-BOXS5,
V(5),

6, ESSAI-BOX 7, V(7), 7, ESSAI-BOX8, V(8), 8, ESSAI-BOXS9, V(9), 9, TEMPS-Session, S ---> SX

S.S.3, \ contrdle temps et fin de séance (sur base temps et nombre essais)
s1,
#START : ---> S2
S2,
1": ADD S; IF K > Q(”essai) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2
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Annexe 9: MASTER-1rat-aleatoire

\ Programme master pour Cyberball-2 et Cyberball-3 et Cyberball-test
\ randomise le choix de la cage opérante

\ Variables controle process Q(N)

Var_Alias Duree Inter Essais (sec) = Q(1) \ Defaut = 5 sec
Var_Alias Duree Seance (sec) = Q(2) \ Defaut = 1200 sec
Var_Alias Nombre Essais = Q(3) \ Defaut =120

Adurinteressai=1
Adurseance = 2

Nessai = 3

LISTZ =1,2,3

DIMV =10

DIMQ =5

DIMT =2

DIMW =5
\:::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::

S.S.1, \ affectation des variables et contrdle process
S1,

0.01": SET Q(Mdurseance) = 750, Q(Mdurinteressai) = 5, Q(*essai) = 120, \ fixe valeurs durée séance, intervalle
interessai, Nbre essais (Q interessai = 10 pour Cyberball-2)

W(1) = 90, W(5) = 91 ---> S2 \ variable pour tri box 2,3,4 ou box 6,7,9 (selon
implantation prog master dans box 1 ou 5)
S2,

#START: ---> S3
S3,

0.01": SET T(1) = Q(Mdurinteressai) * 1" ---> S4 \ transformation valeur secondes en bits résoluation systéme
S4,

0.01": RANDD I= Z(H); \ choix aléatoire de la box opérante (1/3)

ADD K, V(BOX+I); \ additionne nbre essais (K) et Nbre essais par box opérante

SHOW 1, OPERATE, BOX+I --->S5 \ affiche la box opérante choisie
S5,

0.1": ON (BOX+I); \ affiche écran box choisie

K(BOX+I); \ envoi signal K pulse a box opérante (numéro de la box master + valeur
deI(1,2 0u3))

K(79+BOX); K(80+BOX); K(81+BOX) ---> S6 \ envoi signal K pulse approprié aux autres box (réceptrices)
S6,

#K(W(BOX)): OFF (BOX+I) ---> S7 \ attente signal fin essai recu des boites pilotées (K90 (w(1) si

box 2,3,4 ou K91 (W(5) si box 6,7,8

S7,
T(1)#T: ---> S4 \ attente intervalle inter essais

S.S.2, \ affichage écran
S1,
#START: ---> S2
S2,
0.1": SHOW 1, TOT-ESSAI, K, 2, BOX-OPER, BOX+I, 3, ESSAI-BOX2, V(2), 4, ESSAI-BOX4, V(4), 5, ESSAI-BOX5, V(5),
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6, ESSAI-BOX 7, V(7), 7, ESSAI-BOX8, V(8), 8, ESSAI-BOXS9, V(9), 9, TEMPS-Session, S ---> SX

S.S.3, \ contrdle temps et fin de séance (sur base temps et nombre essais)
s1,
#START : ---> S2
S2,
1":ADD S; IF S > Q(*durseance) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: IF K >= Q(”Messai) [@vrai,@faux]
@vrai: ---> stopabortflush
@faux: ---> S2
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ABSTRACT

Humans are motivated by a fundamental need to create and maintain strong and stable
relationships. Numerous studies using the Cyberball task, an online ball-tossing game, showed
that social exclusion threatens this need to belong and elicits feelings of distress. At the neuronal
level, imaging studies using social exclusion paradigms highlighted the involvement of the
subgenual anterior cingulate cortex (sgACC) and anterior insula (Al). Interestingly, these
regions are also involved in the physiopathology of major depressive disorder, where social

rejection constitutes a risk factor.

To this day, the role of the sgACC and Al in the integration and regulation of social exclusion
signals remains relatively unknown. The aim of this thesis project is to define the differential
roles of these regions using an animal model, the rat. In this work we wanted to a) study the
consequences of social exclusion on social interactions and affective behaviors, b) study the
impact of the administration of oxytocin (OT), a neuropeptide involved in affiliative and pro-
social behaviors, on social behaviors, and c) study the consequences of excitotoxic lesion on
A25 (rodent homologous of the sgACC) and the agranular insula (rodent homologous of the

Al) on affective behavior.

We first developed a new rodent task of social exclusion inspired by the Cyberball, the rat-
Cyberball (rCBT), that was used in our experimental work. We then showed that social
exclusion, as compared to social inclusion, elicited social withdrawal, which was corrected by
peripheral administration of OT. In parallel, the level of activation in the insula has been
reduced by social exclusion, and restored by the OT, which suggests that the Al is involved in
the behavioral regulation. Social exclusion also increased depressive-like behaviors in rats,
which was reduced by A25-lesions. At the neuronal level, social exclusion increased A25

activation, suggesting that A25 is involved in the detection of social exclusion signals.

In conclusion, our work showed that the rCBT is suited for the study of behavioral and neuronal
correlates of social exclusion in rats. Our results also highlighted a differential role of the
SgACC and the Al, as a detector and regulator of social exclusion signals, respectively. This
work gives us more insights on the mechanisms of detection and processing of social exclusion

signals.
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RESUME

Les humains sont motives par un besoin fondamental de maintenir des relations stables et durables.
De nombreuses études utilisant la tache du Cyberball, un jeu de lancer de balle en ligne, ont mis en
évidence que les situations d’exclusion sociale menagaient ce besoin d’appartenance et induisaient
des sentiments de détresse ¢levés comparé a I’inclusion sociale. Au niveau neuronal, 1’utilisation
de cette tache a mis en évidence I’implication de nombreuses régions dont deux en particulier, le
cortex cingulaire antérieur sous-génual (CCAsg) et I’insula antérieure (AI). De maniére intéressante,
ces deux régions sont aussi impliquées dans la physiopathologie de la dépression, ou le rejet social

constitue un facteur de risque établi.

A ce jour, le role du CCAsg et de I’Al dans les processus d’intégration et de régulation de
I’exclusion sociale restent inconnus. L’objectif de ce travail est de déterminer le role différentiel de
ces régions chez un modele animal, le rat, afin d’étudier a) les conséquences de 1’exclusion sociale
sur les interactions sociales et la réponse affective, b) les conséquences de I’administration
d’ocytocine (OT), un neuropeptide impliqué dans les comportements d’approche et affiliatifs, sur
les interactions sociales, et c) les conseéquences de lésions discrétes de A25 (cortex infralimbique,
homologue murin du CCAsg) et de I’insula agranulaire (homologue murin de 1’Al) sur la réponse

affective.

Nous avons dans un premier temps développé une nouvelle tache d’exclusion sociale inspirée du
Cyberball, le rat-Cyberball, qui a été utilisée dans nos travaux expérimentaux. Nous avons dans un
second temps montré que I’exclusion sociale, comparé a ’inclusion sociale, entrainait un retrait
social qui a été corrigé par I’administration périphérique d’OT. En parall¢le, le niveau d’activation
insulaire a été réduit par I’exclusion sociale et restauré par 1’administration d’OT, supposant que
I’AT soit impliquée dans la régulation comportementale. L’exclusion sociale a aussi augmenté les
niveaux de résignations des rats, qui ont été réduits par des lésions discretes au niveau de A25. Au
niveau neuronal, I’exclusion sociale a ¢€licité une augmentation de 1’activation de A25, suggérant

que A25 soit impliqué dans la détection des signaux d’exclusion sociale.

En conclusion, nous avons montré que notre tiche du rCBT était pertinente dans 1’étude des
corrélats neuronaux et comportementaux de I’exclusion sociale chez le rongeur. Nos données ont
aussi montré un role différentiel du CCAsg et de I’ Al en tant que détecteur et régulateur des signaux
d’exclusion sociale, respectivement. Ces données apportent de nouvelles informations sur les

mécanismes de 1’exclusion sociale.
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