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Organisation générale du mémoire de These

Dans l'introduction, je commencerai par décrire le systeme auditif depuis le systeme auditif
périphérique et les relais sous-corticaux, pour terminer avec le cortex auditif. Je détaillerai
ensuite le cortex auditif, la structure principale étudiée dans ma thése, en décrivant les
différentes aires, les couches du cortex auditif ainsi que les propriétés fonctionnelles des
neurones de cette structure. J’aborderai ensuite les réponses aux signaux de communication
acoustique au niveau du cortex auditif et au-dela (dans des aires préfrontales). En troisieme
partie d’introduction, j'évoquerai I'action des neuromodulateurs dans le cortex auditif en
décrivant les systémes et les actions de quatre principaux neuromodulateurs : a. La
noradrénaline ; b. L'acétylcholine ; c. La dopamine ; d. la sérotonine. Je parlerai ensuite d’'une
neurohormone qui nous intéresse particulierement dans cette these, I'Ocytocine et ses roles
au niveau central, périphérique, ainsi que ses mécanismes d’action notamment dans le
comportement maternel. Enfin j'aborderai deux situations ou des défauts de libération d’OT
ou des problémes de comportements sociaux ont été observé a la suite d’'un déréglement de
la signalisation calcique intracellulaire : Je commencerai par décrire le lien entre la protéine
CD38 et la sécrétion d’OT puis je finirai cette partie sur les connaissances actuelles du canal
endolysosomal « Two-Pore Channel » (TPC) et les études réalisées par mon équipe avant mon
stage de Master 2.

Les résultats de ma these sont divisés en trois parties, chacune étant présentée sous forme
d’article :

- Le premier article compare les réponses du cortex auditif primaire a des sons purs et a
des signaux de communication entre des souris vierges WT et des souris vierges KO TPC pour
établir des différences potentiellement déja existantes chez les souris vierges, avant d’étudier
les souris méres. Dans cette étude, j’ai utilisé deux techniques pour étudier les réponses des
neurones du cortex auditif : I'électrophysiologie extracellulaire sur souris anesthésiée et
I'imagerie calcique sur souris vigile.

- Le deuxieme article, publié¢ en 2021 (Royer et al., Neuroscience 2021), étudie les
réponses corticales a des sons purs et a des signaux de communication entre des souris vierges
WT et meres WT en électrophysiologie pour déterminer les changements qui s’opéerent lors
du passage vierge a mere. Cette étude sert de socle pour décrire les modifications corticales
liées a la maternité chez la souris WT (de font génétique C57BL/6) qui a été définie pendant
ma thése comme la situation controle.

- Le troisieme article, écrit en francais, compare dans un premier temps les différences
de réponses corticales aux signaux de communication observées en électrophysiologie chez
les souris WT lors du passage vierge a méres avec celles observée lors de ce passage vierge-
mere des souris KO TPC. Dans un deuxieme temps, cette étude évalue les réponses
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comportementales et corticales de méres KO TPC qui ont recu de I'OT ou du sérum
physiologique par injection intranasale, ce de fagcon chronique (durant 9-10 jours post-
partum).

Dans la discussion générale, apres une synthese des résultats majeurs détaillés dans les 3
articles (a. Différences entre les souris vierges WT et KO TPC ; b. Différence entre les souris
WT vierges et mere ; c. Différences entre les souris WT et KO TPC lors du passage vierge a
mére ; d. L'administration d’OT chez les souris méres KO TPC), j'aborderai successivement la
guestion des parameétres quantifiés pour analyser au mieux la capacité des neurones corticaux
a traiter des signaux de communication acoustiques, puis je tenterai de proposer des liens
possibles entre les résultats comportementaux observés et les résultats enregistrés dans le
cortex auditif en électrophysiologie. Je discuterai ensuite de ce que mes résultats permettent
de conclure sur le role du canal TPC dans le traitement cortical des signaux de communication,
et enfin, j’évaluerai dans quelle mesure la souris KO TPC pourrait étre un nouveau modeéle
murin des TSA dans la recherche translationnelle.
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I. Description du systéme auditif

a. Le systeme auditif périphérique

Lorsqu’elle atteint I'oreille, 'onde sonore passe ensuite par le conduit auditif et va faire vibrer
la membrane tympanique reliée aux trois osselets (marteau, enclume et étrier). Le signal
acoustique se transforme alors en signal mécanique. L’étrier, qui est en contact avec la fenétre
ovale de I'oreille interne, va transmettre la vibration mécanique a la périlymphe qui remplit la
cochlée (Figure 1A).

La cochlée est la structure auditive qui permet la transduction auditive, c'est-a-dire la
transformation des ondes mécaniques en des signaux électriques. Reliée au vestibule, la
cochlée est reconnaissable par sa forme en colimacon. Elle est constituée de trois canalicules,
enroulés en spirale autour d’un axe osseux : la rampe tympanique et la rampe vestibulaire
(contenant la périlymphe et communicant par I’hélicotreme), et le canal cochléaire (contenant
I’endolymphe) situé entre les deux rampes (Figure 1B).

Entre le canal cochléaire et la rampe tympanique se situe I'organe de Corti (Figure 1C). Il
repose sur la membrane basilaire et est formé de cellules sensorielles (les cellules ciliées de
Corti) et de cellules de soutien. La membrane basilaire est flexible et est cing fois plus large et
moins rigide a son apex qu'a sa base. Ce sont ces caractéristiques biomécaniques qui vont
déterminer les fréquences préférées qui font rentrer en résonnance la membrane basilaire le
long de la cochlée, et qui sont a I'origine de la tonotopie cochléaire. Cette propriété sera
préservée a chaque étage du systéeme auditif, depuis la cochlée jusqu’au cortex auditif.
Lorsqu’une onde sonore arrive dans le canal cochléaire, elle provoque une vibration de Ia
membrane basilaire et se propage dans I’'endolymphe de la base vers I'apex de la membrane.
En un point précis, la membrane basilaire entre en résonnance a la fréquence du son : Si la
fréquence du son est élevée, le point de résonnance se situe a la base de la membrane
basilaire, si la fréquence est basse, ce point se situe a I'apex.

Les cellules ciliées (ou cellules de Corti) sont insérées entre la membrane basilaire et la lame
réticulaire. Elles possédent des stéréocils (de 30 a quelques centaines) a leur surface apicale
qui sont en contact avec la membrane tectoriale. Il existe deux catégories de cellules ciliées :
- Les cellules ciliées internes (CCl), avec un corps cellulaire en forme de poire et trois rangées
de stéréocils (rangés par ordre de taille) a leur extrémité apicale. Disposées en une seule
rangée du coté interne du tunnel de Corti, elles constituent les cellules réceptrices sensorielles
et sont donc connectées aux neurones du nerf auditif (neurones de type | qui codent pour les
fréquences sonores). Ce sont elles qui assurent la transduction du signal auditif.

- Les cellules ciliées externes (CCE), avec un corps cellulaire de forme cylindrique et des
stéréocils arrangés en W. Plus nombreuses que les CCl, elles sont disposées en 3 a 5 rangées
du coté externe du tunnel de Corti, et ne semblent transmettre que trés peu d’information
sur le codage du stimulus sonore aux structures centrales. Elles ont plutét un réle moteur :
par un mécanisme actif de transduction inverse elles amplifient les déplacements de la
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membrane basilaire lors de faibles oscillations au point qu’on parle parfois de I'amplificateur
cochléaire pour désigner leur réle.

Les cellules ciliées recoivent aussi des projections des voies olivo-cochléaires : médiane pour
les CCE, latérale pour les CCI. En réalité, ces fibres efférentes (ou projections descendantes)
contactent principalement les CCE (en se terminant sur le soma des CCE) et seulement a 5%
les CCI (en se terminant sur les terminaisons afférentes). Il est donc vraisemblable que ces
terminaisons efférentes contrélent principalement le niveau de polarisation des CCE, alors
gu’elles ne pourraient controler que faiblement le niveau de polarisation des terminaisons des
fibres afférentes.

Sur leurs membranes plasmiques, les stéréocils possédent des canaux potassiques,
mécanosensibles. Lorsque I'onde sonore fait vibrer la périlymphe, celle-ci fait bouger la
membrane basilaire de haut en bas, ce qui provoque l'inclinaison des stéréocils des cellules
ciliées. C'est ce déplacement des stéréocils qui va ouvrir les canaux potassiques et faire rentrer
du potassium dans la cellule. Cette entrée massive de potassium (qui provoque normalement
une hyperpolarisation dans un neurone) va dépolariser la cellule ciliée et provoquer I'entrée
de calcium. Cette dépolarisation provoque une libération de glutamate, qui va stimuler les
fibres afférentes du nerf auditif.
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Figure 1 : Le systéme auditif périphérique

A : L’oreille divisée en trois parties : 'oreille externe, I'oreille moyenne composée des trois osselets et
du tympan, et l'oreille interne composée du vestibule, de la cochlée et des nerfs facial et auditif.

B : La coupe transversale de la cochlée constituée de trois canicules séparées par la rampe tympanique
et la rampe vestibulaire, avec au centre le canal cochléaire qui contient I'organe de Corti.

C: L’organe de Corti avec la membrane basilaire a la base et la membrane tectoriale a I'apex. Entre les
deux membranes se situent les cellules ciliées internes et externes.

Images de « Neurosciences a la découverte du cerveau » par Bear M., Connors B., Paradiso M.




b. Les relais sous-corticaux

Les voies auditives ont une organisation complexe. Transmettant l'information auditive a
partir de la cochlée, elles sont constituées par les neurones de différentes structures sous-
corticales avant d'atteindre le cortex auditif. Il existe des voies auditives ascendantes (de la
cochlée vers le cortex auditif) et des voies descendantes (du cortex au thalamus auditif et au
colliculus inférieur mais aussi du tronc cérébral auditif vers la cochlée). Nous nous
intéresserons uniqguement a la voie auditive principale ascendante. Elle se divise en cinq relais
avant d’arriver au cortex auditif : les noyaux cochléaires, le complexe olivaire supérieur (situés
dans le tronc cérébral), le lemnisque latéral, le colliculus inférieur (situés dans le
mésencéphale), et le corps genouillé médian du thalamus (situé dans le diencéphale). Tous
ces relais sont organisés, au moins partiellement, de maniére tonotopique jusqu’au cortex
auditif primaire (Figure 2).

Les neurones auditifs (de type |) qui partent de la cochlée, dont le corps cellulaire est situé au
niveau du ganglion spiral (et dont les axones constituent le nerf auditif) vont innerver les
Noyaux Cochléaires (NC). Ce premier relais est divisé en deux parties, le noyau cochléaire
ventral (NCV) et le noyau cochléaire dorsal (NCD). Le NCV est lui-méme divisé en deux noyaux :
le noyau cochléaire antéroventral (NCAV) et le noyau cochléaire postéroventral (NCPV). Les
neurones de chaque noyau sont disposés selon un axe tonotopique (plan d’isofréquence) et
présentent une grande diversité dans leur mode de décharge, leur morphologie et leurs types
de champs récepteurs. Apres ce premier relais, la projection des neurones a chaque structure
est bilatérale, avec cependant une dominance controlatérale.

L’'ensemble des neurones du NC projettent vers le Complexe Olivaire Supérieur (COS). Ce
deuxieéme relai est lui aussi divisé en trois noyaux principaux : le noyau olivaire supérieur
latéral (OSL), le noyau olivaire supérieur médian (OSM) et le noyau médian du corps
trapézoide (NMCT). Une partie des axones du NC vont projeter vers le complexe olivaire
médian ipsilatéral, et une autre partie va projeter vers le complexe olivaire médian
controlatéral, soit directement soit indirectement via un relais par les neurones inhibiteurs du
corps trapézoide. Ce sont les interactions entre les complexes ipsi- et controlatéraux qui
fournissent les indices binauraux nécessaires a la localisation des sources sonores.

Les neurones du tronc cérébral (des deux NC et du COS) vont arriver au niveau du
mésencéphale, soit en passant par le noyau du lemnisque latéral, soit en contactant
directement les neurones du colliculus inférieur. Le lemnisque Latéral (LL) est constitué d’un
noyau dorsal (DLL), d’un noyau ventral (VLL), tous les deux tonotopiques, séparés par un
noyau intermédiaire (ILL). Le DLL recoit des projections du COS tandis que le VLL recoit les
projections du NC et du corps trapézoide (NMCT, voir Bajo et al., 1998, 1999 ; Malmierca et
al., 1998).

Toutes les voies auditives afférentes convergent ensuite vers le quatrieme relai auditif : le
colliculus inférieur (Cl) qui est considéré comme un « hub » obligatoire du systéme auditif
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(Malmierca, 2003 ; Malmierca et Ruygo, 2011). Il est divisé en trois régions : le noyau central,
le cortex dorsal et le cortex latéral (ces deux derniers étant regroupés sous le terme de noyau
externe). Le noyau externe est organisé en couches de neurones, sans distribution
tonotopique précise, et il recoit des projections corticales issues du cortex auditif ipsi- et
controlatéral (Malmierca, 2004). Le noyau central est, lui, organisé de facon tonotopique. Il
recgoit principalement les projections du COS et du LL et semble donc jouer un réle essentiel
dans la localisation du son (différences interaurales), le codage des fréquences et de I'intensité
sonore.

Le dernier relai, situé dans le diencéphale, est le corps genouillé médian (CGM) ou thalamus
auditif. Comme en vision et somesthésie, c’est la structure cérébrale qui centralise les entrées
vers le cortex sensoriel. Elle comprend trois zones principales (Edeline, 2011):

- La partie ventrale (ou lemniscale) qui est purement auditive. C'est dans cette zone que
projettent les fibres venant du noyau central du colliculus inférieur et que les neurones sont
disposés de facon tonotopique : les basses fréquences dans les couches superficielles
(ventrale), les hautes fréquences dans les couches profonde (dorsale). Cette partie projette
principalement vers la couche IV du cortex auditif primaire (Al) et, chez certaines especes, le
bas de la couche .

- La partie médiane, magnocellulaire (ainsi dénommée du fait de la taille de soma des
neurones). Elle regoit des afférences du colliculus inférieur, mais aussi d'autres systemes
sensoriels et projette essentiellement dans les couches superficielles de toutes les aires
auditives corticales (Linke & Schwegler, 2000 ; Steriade et al., 2007).

- La partie dorsale, qui n’a pas de structure laminaire ni d'organisation tonotopique. Ses
neurones ont des projections vers les aires auditives secondaires.

Les deux parties médiane et dorsale du CGM, appelées aussi « non-lemniscales », recoivent
des fibres du cortex dorsal et externe du Cl. Ce sont des zones de convergence multisensorielle
qui integrent des informations d’autres modalités sensorielles (somatosensoriel, visuel,
vestibulaire). Ces neurones pourraient donc jouer un réle dans l'intégration sensorielle
multimodale. Du fait de leurs projections anatomiques vers des structures limbiques comme
I’'amygdale latérale (Doron & Ledoux, 1999, 2000) ces parties non-lemniscales feraient parties
du circuit neuronal impliqué dans les réponses émotionnelles conditionnées a des stimuli
auditifs lors des apprentissages aversifs.

Au niveau des voies efférentes atteignant le thalamus auditif, le cortex auditif envoie des
fibres descendantes sur le corps genouillé médian a partir des neurones de la couche VI du
cortex Al pour former des boucles thalamo-corticales auditives.
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Figure 2 : Voie auditive principale afférente

Les neurones de type | du ganglion spiral (nerf VIlIl) vont
projeter vers premier relai du tronc cérébral : les noyaux
cochléaires (NC). Le deuxieme relai part du NC pour arriver
au niveau du complexe olivaire supérieur (SOC). Les
neurones du SOC vont ensuite arriver au troisieme relai, le
colliculus inférieur (situé dans le mésencéphale). Le dernier
relai est le corps genouillé médian du thalamus (situé dans
le diencéphale) avant d’arriver au niveau du cortex auditif
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Il. Le cortex auditif de la souris

Chez toutes les especes, le cortex auditif est composé de plusieurs aires primaires
tonotopiques et de plusieurs aires secondaires non-tonotopiques dont le nombre et
I’agencement spatial varie d’'une espéce a une autre (Figure 3). Comme, il existe d'importantes
différences en termes de nombre et d’organisation des aires auditives corticales entre les
espéces de mammiféres, nous allons nous intéresser uniguement au cortex auditif de la

souris.

Le cortex auditif (ACx) de la souris possede une organisation assez similaire aux autres
mammiféres. Au moins cing aires différentes peuvent étre distinguées généralement par leur
type de réponses dans tous les aires qui ont été cartographiés chez la souris. Notons que,
comme chez la plupart des autres especes, ces aires ont été nommées selon la nomenclature
utilisée pour le chat (Andersen et al., 1980). Comme chez toutes les autres espéces, les
premieres caractérisations des différentes aires auditives corticales ont été faite par
électrophysiologie, la plupart du temps en collectant les réponses multi-unitaires en un grand
nombre de site corticaux. Depuis quelques années d’autres techniques sont également
utilisées pour mettre en évidence (ou pas) I'organisation tonotopique des aires auditives chez
la souris : c’est le cas de I'imagerie calcique (Bandyopadhyay et al., 2010 ; Rothschild et al.,
2010) et de I'imagerie par fluorescence des flavoprotéines (Tsukano et al., 2015).
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a. Caractérisation du cortex auditif par électrophysiologie de Stiebler et al. (1997)

La premiere description par électrophysiologie des aires du cortex auditif de la souris a été
faite par le laboratoire de Glinter Ehret sur des souris NMRI anesthésiées au mélange
Kétamine-Rompun ou au pentobarbital (Stiebler et al., 1997). Ces auteurs ont, entre autres,
décrit I'aire auditive primaire (Al) qui est positionnée dans la partie caudale de I'ACx de Ila
souris. En général, chez toutes les especes on appelle « aire auditive primaire » la zone
corticale qui recoit des projections directes de la partie ventrale, tonotopique, du thalamus
auditif. Elle possede donc une tonotopie arrangée de facon ordonnée avec les basses
fréquences situées caudalement et les plus hautes dans sa partie dorsorostrale (gamme de
fréquence entre 2 et 40 kHz). Les neurones de |'aire Al ont une fréquence caractéristique
(fréquence qui donne une réponse au seuil le plus bas) facilement identifiable et des champs
récepteurs étroits (Figure 3).

La deuxiéme aire, situé rostralement de Al, est I'aire auditive antérieure (AAF), qui possede
elle aussi une représentation tonotopique réguliére des fréquences. Cependant la position des
fréquences dans AAF est inversée, en miroir de Al, c'est-a-dire que les fréquences les plus
basses représentées sont situés rostro-ventralement et les plus hautes dans la partie dorso-
caudale. Dans la région ou les fréguences des neurones sont les plus élevées (entre 30 et
40kHz), les deux aires Al et AAF fusionnent comme chez la plupart des espéces. La gamme de
fréquences des neurones et leurs propriétés dans AAF sont trés proche de Al.

La souris est capable d’entendre des sons de fréquences pouvant aller jusqu’a 80-90 kHz
(Ehret, 2006 chapitre 4 : Common Rules of Communication Sound Perception). Ces fréquences
ultrasoniques élevées, généralement au-dessus de 45 kHz, sont représentées dans l'aire
ultrasonique (UF), située dans la région dorsorostrale de I'AC. Cette aire ne semble pas
posséder un arrangement tonotopique régulier, c’est pour cela que cette zone ne fait pas
partie de l'aire Al ou AAF mais qu’elle est considérée comme une aire a part entiére. Les
fréquences préférées des neurones de l'aire UF sont souvent difficiles a déterminer a cause -
en particulier dans sa partie rostrale - de leur préférence a répondre en priorité aux sons
modulées en fréquence. D’apreés Stiebler et al., les fréquences préférées des neurones qui ont
été enregistrées dans I'aire UF peuvent aller 30 kHz a 72 kHz.

Dorso-caudalement a Al, une autre aire qui ne possede pas d’arrangement tonotopique, a été
identifiée et dénommée aire dorso-postérieure (DP). Dans cette aire, les fréquences préférées
des neurones sont difficiles a déterminer car leur gamme de fréquence est généralement
large, avec une forte activité spontanée pulsée. lls répondent aussi mieux aux modulations de
fréquence qu’aux sons de fréquence constante. Dans cette aire, les fréquences enregistrées
peuvent aller de 10 kHz a des fréquences ultrasonores élevées (jusqu’a 60 kHz).

Enfin, ventrale a l'aire AAF, se trouve l'aire auditive secondaire (All). Les fréquences
enregistrées représentent toute la gamme de fréquence perceptible chez la souris, y compris
les fréquences élevée (de 2 a 60 kHz). Il n’existe pas d'ordre tonotopique évident mais une
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tendance a ce que les fréquences élevées soient représentées au centre du champ avec une
diminution des fréquences a la fois dans la direction caudale et rostrale. De facon générale,
les neurones de All ont une latence de réponse plus longue que ceux des cortex primaires.

Figure 3 : Comparaison de I'organisation générale des aires corticales auditives de quatre mammiféeres
(souris, macaque, chat, gerbille, rat et cobaye)

Les aires auditives primaire (Al) et antérieure (AAF) sont présentes chez toutes les espéeces avec une
représentation tonotopique réguliére des fréquences. Ce sont cependant les autres aires non primaires
ou secondaires qui différent en nombre et en position par rapport a Al chez les différentes espéces.
D’apres Stiebler et al. (1997 : souris, macaque, chat et gerbille), Rutkowski et al. (2003 : rat), et Grimsley
etal., (2012 : cobaye).

Cette description initiale de Stiebler et al., a été discutée et contestée, a la fois en termes
d’organisation spatiale des différentes aires (Guo et al., 2012 ; Tsukano et al., 2015) ou
d’orientation de I'axe tonotopique (Issa et al., 2014) (Figure 4), mais aussi en termes
d’existence méme d’une tonotopie des aires Al et AAF (Bandyopadhyay et al., 2010;
Rothschild et al., 2010).

13



Map of the auditory cortex Map of the auditory cortex Figure 4: Cartes SChématiques du cortex GUditif
revealed by Stiebler etal. (1997) revealed by Guo etal. (2012)  de souris dans différentes études

A: carte du cortex auditif de Stiebler et al., 1997.
B: carte du cortex auditif de Guo et al., 2012.
AAF et Al ont des bandes ultrasoniques
supérieures a 50 kHz. UF a été interprété
comme étant une sous-partie dans les zones a
haute fréquence de I'AAF et de I'|A, mais pas une
région distincte. A et B: ces cartes ont été
dessinées en fonction de résultats obtenus par
enregistrement unitaire.

C: carte du cortex auditif de Issa et al., 2014,
~ montrant deux gradients de fréquence a
* G 'intérieur de Al. L’axe tonotopique de AAF est

tracé selon un axe ventro-caudal, d’aprés les

C Map of the auditory cortex D Map of the auditory cortex
revealed in Issaetal. (2014) revealed in the present study.

@ données rapportées par Horie et al. (2013).
—_ D: carte du cortex auditif de Tsukano et al.,
Low NN M High L—rRrostrai 2015. Une aire  dorsomédiale  (DM)

nouvellement délimitée permet de séparer les deux gradients de fréquences de Al chez Issa et al.
D’apres Tsukano et al., 2015.

En 2010, deux papiers d’imagerie calcique biphotonique publiés cote-a-c6te dans Nature
Neuroscience ont remis en cause I'organisation tonotopique de I'aire auditive primaire chez
la souris. Dans le premier, Rothschild, Nelken et Mizrahi affirment que des neurones tres
proches I'un de I'autre (<100um de distance) peuvent avoir des fréquences préférées (BF) tres
différentes, ainsi qu’une aire de réponse aux fréquences en fonction de l'intensité (FRA) trés
différentes. Par exemple des neurones a moins de 100um les uns des autres peuvent avoir
des BF qui différent de plus de 4 octaves. De ce fait, sur une dizaine de souris, ils affirment ne
pas avoir de gradient tonotopique, c’est a dire ne pas avoir de corrélation entre la position
d’un neurone selon I'axe rostro-caudal et la valeur de sa BF. Mais sur un animal ou deux sites
d’injection de la sonde calcique ont été étudiés, permettant ainsi de couvrir un territoire
beaucoup plus vaste, un gradient tonotopique clair et significatif a été observé. Cela suggere
gue malgré cette apparente désorganisation locale, une organisation a plus large échelle
(>250um) semble exister dans I’aire auditive primaire de la souris. Les conclusions du second
papier (Bandyopadhyay, Shamma et Kanold) a partir de données obtenues sous anesthésie a
I'isoflurane chez des souris de moins de 1mois sont essentiellement les mémes : la tonotopie
semble ne pas étre présente a I’échelle locale (<100um) mais existe a une échelle beaucoup
plus large. Enfin, Tischbirek et al., en 2019, ont aussi conclu a une hétérogénéité locale de la
fréquence préférée des neurones malgré une tonotopie globale préservée dans chaque
couche (II/IIl a V1) grace a des micro-colonnes de neurones présentant la méme fréquence a
travers toutes les couches. Cette microarchitecture de représentation fréquentielle observée
en imagerie calcique permettrait donc de maintenir la tonotopie dans chaque couche du
cortex auditif.
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Les deux études électrophysiologiques publiées en 2011 et 2012 par le laboratoire de Dan
Polley ont amené des réponses a ces critiques, sur la tonotopie chez la souris. Elles ont été
faites sur la souris C57BL/6 anesthésiée au pentobarbital (Hackett et al., 2011) et chez la souris
CBA/Cal anesthésié au pentobarbital ou au mélange Kétamine/Xylazine (Guo et al., 2012).
Dans les deux cas, les auteurs ont enregistré I’activité neuronale en multi-unitaire, c’est-a-dire
en enregistrant un petit groupe de neurones localisés sous chaque électrode
d’enregistrement. Dans les deux articles un gradient tonotopique extrémement lisse et
progressif a été observé. Hackett et al.,, 2011 affirment méme pouvoir détecter une
topographie des connexions des tranches thalamo-corticales maintenues in vitro. Les auteurs
y proposent un schéma de synthese pour expliquer les conditions permettant de détecter plus
ou moins bien la tonotopie (Figure 5) et nous expliquent les différences entre chaque
méthodologie pour évaluer la tonotopie.

Figure 5 : schéma de synthése pour détecter
une_tonotopie dans le cortex auditif de la
Al AAF Belt Parabelt/Multimodal/Associational souris, selon Hackett et al., (2011)

La précision du signal de cartographie
tonotopique dépend de l'endroit ol les
enregistrements sont effectués dans le cortex
auditif, du niveau sonore utilisé pour
caractériser la fréquence préférée (BF), de
I'état de vigilance de la souris, de la résolution
spatiale de la mesure, et de la couche
corticale dans laquelle les enregistrements
sont effectués (de haut en bas).
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Dans leur étude de 2012, ce laboratoire va méme jusqu’a simuler des données calciques
biphotonique pour reproduire une hétérogénéité locale et montrer que cette explication
d’une « désorganisation locale vs organisation globale » n’est pas apte a réconcilier données
électrophysiologiques et données d’imagerie calcique biphotonique (Guo et al., 2012). Selon
eux, trois facteurs sont responsables des divergences de résultats : (1) I'imagerie calcique,
notamment dans cette étude, échantillonne les couches II/1ll et non pas la couche IV, (2)
I'imagerie calcique n’est pas uniquement sensible aux potentiels d’action mais aussi aux
événements sous-laminaires, et (3) les réponses en imagerie calcique ont un décours temporel
de plusieurs centaines de millisecondes (ms), alors que les analyses électrophysiologiques sont
basées sur des réponses évoquées survenant dans une fenétre de 50 ms apres le début des
stimuli. L'intégration d’une activité neuronale sur plusieurs centaines de ms revient a bruiter
les cartes tonotopiques avec 'activité spontanée.

Une tentative pour réconcilier les données électrophysiologiques et les données d’imagerie
calcigue biphotonique a été faite par Issa et al. en 2014. Ces auteurs ont utilisé une souris
transgénique ou I'expression neuronale de la sonde calcique GCaMP3 est contrblée par le
systeme Cre-Lox (Tian et al., 2009 ; Zariwala et al., 2012). Cela permet de faire de I'imagerie
calcique transcranienne a tres large échelle sans avoir a faire des injections intracorticales, et
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permet ensuite de faire de I'imagerie biphotonique a I’échelle du neurone. Avec I'utilisation
de cette technique chez des souris non anesthésiées, les données d’imagerie calcique
biphotonique de neurones individuels confortent I'organisation tonotopique dans le cortex
auditif primaire de la souris, a la fois a I'échelle locale (<100 um) et globale (a travers
I'ensemble de Al). Mis a part la différence entre la tonotopie des couches IV et II/11l (qui a déja
été remarqué dans I'étude de Winkowski & Kanold, 2013), Issa et al. suggerent que les
injections de certaines sondes calciques fluorescentes effectuées dans le cortex qui peuvent
a la fois marquer les neurones et les astrocytes rendent les données d’imagerie moins précises
de l'activité neuronale. De plus, le marquage indifférencié des cellules pyramidales et des
interneurones GABAergiques par la sonde calcique, alors que les interneurones ne sont que
peu ou pas échantillonnés dans les cartographies électrophysiologiques, peut étre une
explication des différences entre les travaux électrophysiologiques (Stiebler et al., 1997 ;
Hackett et al., 2011 ; Guo et al., 2012 ; Joachimsthaler et al., 2014) et les travaux d’imagerie
calcique biphotonique (Bandyopadhyay et al., 2010 ; Rothschild et al., 2010). Plus récemment,
une étude a évalué si les gradients tonotopiques testés par imagerie biphotonique étaient
fondamentalement différents chez la souris et une autre espéce, le furet (Gaucher et al, 2020).
Ces auteurs ont rapporté que chez ces deux espéces il y a une certaine hétérogénéité locale
des BF des neurones, mais une organisation tonotopique tout a fait comparable avec un
gradient tonotopique plus rapide chez la souris (4.9 octave/mm) que chez le furet (2.9
octave/mm), du fait de la taille relative des cortex primaires de ces deux espéces. Selon ces
auteurs, la prise en compte en imagerie biphotonique de neurones ayant des champs
récepteurs dits « complexes » (en opposition aux champs récepteurs dits simple-pic ou
double-pics, c’est-a-dire avec une réponse claire a une fréquence ou deux fréquences
distinctes) tendrait a « brouiller » la tonotopie corticale alors qu’elle serait bien plus précise
avec les neurones ayant des champs récepteurs simples. Dans cette étude, les données
électrophysiologiques révelent une proportion beaucoup plus importante de neurones
simple-pic ce qui conduit a un gradient tonotopique plus facile a observer chez les 2 especes.

Une autre technique d’imagerie a remis en cause |’organisation des différentes aires du cortex
auditif chez la souris C57BL/6. Elle repose sur la fluorescence endogene dérivée des
flavoprotéines mitochondriales qui reflete le métabolisme énergétique aérobie dépendant de
I'activité cellulaire (Chance et al., 1962 ; Shuttleworth et al., 2003 ; Shibuki et al., 2007). Cette
fluorescence endogene a été appliquée a l'imagerie corticale in vivo par le groupe de Katsuei
Shibuki depuis plus d’'une dizaine d’années (Takahashi et al, 2006), et elle a I'avantage de
pouvoir étudier les réponses du cortex auditif a travers la boite cranienne. En utilisant cette
technique ils proposent que |'aire dorsale haute fréguence soit indépendante de I'aire Al mais
gu’elle ne soit pas une aire traitant uniquement les ultrasons. lls avancent donc I'idée que
chez la souris C57BL/6 I'aire UF n’existerait pas et serait remplacée par une aire tonotopique
présentant le méme gradient que Al (Figure 4, Tsukano et al., 2015).

En réalité, cette proposition fait sens puisqu’a cause d'une perte auditive liée a I'age
particulierement rapide chez la C57BL/6 (a partir de 3-5 mois), I'aire UF n’a pas été vraiment
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caractérisée chez cette souris a I’age adulte et la gamme de fréquence dans Al y est aussi plus
restreinte. Il a été montré par des tests comportementaux (conditionnement opérant) que les
seuils auditifs des souris C57BL/6 augmentaient rapidement avec I’age (Mikaelian et al., 1974).
Cela a été confirmé par des études quantifiant les seuils du nerf auditif qui augmentent avec
I’age chez la C57BL/6 (Henry & Chole, 1980). Une étude a aussi montré une absence de
fréquence caractéristique supérieure a 30 kHz au niveau du nerf auditif de souris C57BL/6
agées de 3-4 mois (Taberner & Liberman, 2005). Enfin, Stamataki et al., en 2006, ont vu que
I’augmentation du seuil auditif chez des souris C57BL/6 agées (8-12 mois) s’accompagne d’une
perte partielle des cellules cillées externes (CCE) et d’'une diminution du nombre de
connexions afférentes synapses — CCl.

b. Différentes couches du cortex auditif

Comme tout cortex sensoriel et pour toutes les espéces de mammiféres, le cortex auditif de
la souris est organisé en six couches composées de types cellulaires différents et avec
afférences et efférences propres a chaque couche. Ces couches ont été décrite tres
précisément chez le chat par Winer JA. (Winer, 1984, 1985 ; Huang & Winer, 2000), le rat
(Beyerl, 1978 ; Games & Winer, 1988 ; Doucet et al., 2003), ou la souris (Anderson et al., 2009 ;
Petrof et al., 2012 ; Ji et al., 2016 ; Chang & Kawai, 2018) :

- La couche |, qui est une couche superficielle trés fine, a la plus faible densité cellulaire avec
une quasi-absence de neurones pyramidaux et une majorité de neurones GABAergiques, dont
les dendrites sont orientées parallélement a la surface. Elle est surtout composée d’un grand
nombre de fibres afférentes de neurones provenant des autres couches corticales et de divers
systémes neuromodulateurs. Il a été montré que ces neurones inhibiteurs recoivent en partie
des innervations thalamocorticales (Chang & Kawai, 2018). Cette couche recoit des afférences
de la partie médiale, non-tonotopique du thalamus auditif (Linke & Schwegler 2000 ; Edeline
2011).

- La couche ll, dite granulaire externe, possede des neurones pyramidaux plus petits que ceux
observés en couches inférieures et une majorité de neurones (en grain) granulaires. Elle recoit
des afférences d’autres aires corticales environnantes ainsi que de la couche | et ses neurones
communiquent avec ceux des couches Il a IV sur une méme colonne corticale. Les couches Il
et lll peuvent facilement étre divisées en plusieurs sous-couches, en fonction de leurs
connectivités intra-corticales et leur profondeur dans la couche. Par exemple, les neurones
situés au niveau de la couche Il superficielle (L2a) ont des connexions plus colonnaires, que
les neurones de la couche L3 profonde (Meng et al., 2017).

- La couche lll posséde une grande diversité de types cellulaires. Les cellules pyramidales,
présentes en majorité, peuvent avoir des tailles trés diverses et ont des tiges dendritiques plus
complexes que les cellules de la couche Il (Winer, 1984 ; Ojima et al., 1991). L'arbre
dendritique des cellules les plus grandes peut aller de la couche | au niveau apical a la couche
IV au niveau basal. Les neurones de la couche lll peuvent projetter vers des aires corticales
associatives ou environnantes. Comme pour la couche Il, une étude a montré qu’une

17



population de cellules situés sur la partie profonde de la couche Ill (L3b) recevait plutoét les
entrées de la couche IV alors que les autres neurones de la couche II/Ill, qui regoivent une plus
petite fraction d’entrée de la couche 1V, sont dominés par des entrées intercorticales (Chen et
al., 2011).

- La couche 1V, dite granulaire interne, se distingue nettement des couches lll et V car elle
possede peu de neurones pyramidaux mais beaucoup d’autres types cellulaires différents. Les
fibres du corps genouillé médian (CGM) forment des terminaisons au niveau des neurones de
la couche IV qui vont ensuite communiquer avec la couche lll ou V. Il est généralement admis
gue les axones thalamocorticaux primaires projettent vers la couche profonde Il mais surtout
vers la couche IV (Romanski & LeDoux 1993 ; Huang and Winer 2000 ; Llano and Sherman
2008 ; Smith et al. 2012) Les neurones de la couche IV relaient ensuite les informations vers
les couches supragranulaires (lI/lll) qui redescendront ensuite vers les couches
infragranulaires (V/VI1)(Gilbert & Wiesel, 1979 ; Feldmeyer, 2012). Notons qu’au contraire du
cortex visuel, la majorité des neurones qui recoivent les informations du thalamus auditif ne
sont pas des cellules étoilées (« stellate cells ») mais sont des « spiny cells » (non-étoilées)
et/ou des cellules pyramidales (Winer, 1984 ; Smith & Populin 2001).

- Dans la couche V, couche la plus épaisse (Chang & Kawai, 2018), on y retrouve un plus grand
nombre de neurones pyramidaux (de différentes tailles) mais aussi d’autres types cellulaires
non-pyramidaux. Certains neurones pyramidaux de trés grande taille ont un arbre dendritique
complexe qui peut s’étendre jusque dans la couche | et se terminer par une touffe de
dendrites, courbées parallelement a la surface corticale. Les neurones pyramidaux de la
couche V ont des fibres efférentes particulierement dirigées vers les structures sous-
corticales, notamment la partie MGd du thalamus (Llano & Sherman, 2008).

- Enfin, la couche VI possede aussi une trés grande diversité de types cellulaires. Les neurones
pyramidaux de cette couche ont souvent des arbres dendritiques plus simples que ceux des
couches lll et V et ne communiquent qu’avec la couche IV ou V. Les autres types cellulaires
ont des prolongements neuronaux efférents qui peuvent aller vers d’autres structures dont le
thalamus auditif. Etant donné que la couche 6 contient a la fois des neurones
corticothalamiques et corticocorticaux, I'identification de ces différentes types cellulaires
dans cette couche a ainsi permis d’identifier la frontiére entre les couches V et VI (Kelly &
Wong, 1981 ; Imig et al., 1982 ; Code & Winer, 1986 ; Riittgers et al., 1990 ; Llano & Sherman,
2008 ; Petrof et al. 2012). La majorité des neurones projetant vers la partie MGv (centrale) du
thalamus sont répartis dans la couche VI (Llano & Sherman, 2008 ; Smith et al., 2012).

c. Quelques propriétés fonctionnelles des neurones du cortex auditif

Les neurones du cortex auditif ont tout d’abord une sélectivité aux fréquences sonores. Cette
sélectivité est visible au niveau cortical dans Al et AAF grace au gradient tonotopique présent
des la cochlée et préservée a tous les étages du systéme auditif : Les projections anatomiques
vont déterminer ce a quoi un neurone va répondre. Classiquement, on quantifie la sélectivité
d’un neurone cortical a une fréquence (ou plutot une bande de fréquences) en mesurant son
champ récepteur. Pour cela, a une intensité donnée, des sons purs (dont la fréquence ne varie
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pas au cours du temps) sont présentés dans les fréquences audibles pour la souris (souvent
de 2 a 80 kHz). Le champ récepteur correspond a la bande de fréquences entre la fréquence
la plus basse et la fréquence la plus élevée auquel le neurone répond (avec une activité
évoquée supérieure a l'activité spontanée). On détermine aussi la fréquence préférée du
neurone (BF), c’est-a-dire la fréquence a laquelle il répond le plus fortement (taux de décharge
du neurone le plus élevé) a cette intensité donnée.

Les neurones corticaux sont aussi, bien sdr, sensibles a I'intensité sonore. Elle est importante
pour connaitre la localisation des sources sonores. En plus de s’appuyer sur la latence d’arrivée
d’un son entre les deux oreilles, le calcul de la localisation d’un son se fait aussi sur la
différence d’intensité sonore entre les deux oreilles. Ce calcul se fait au niveau du COS grace
a l'arrivée des informations ipsi- et contra-latérales provenant des deux noyaux cochléaires.
Au niveau cortical, chaque neurone a une sensibilité a l'intensité sonore, qui peut étre
déterminée en quantifiant de la fréquence caractéristique (CF) du neurone. La CF d’un
neurone est la fréquence pour laquelle le neurone répond avec le seuil d’intensité acoustique
le plus bas.

Les neurones du cortex auditif sont également sélectifs a la modulation de fréquence (FM)
d’un son. Cette propriété semble émerger au niveau du Cl : les neurones de cette structure
seraient sélectifs a la vitesse de modulation de fréquence, aux sons de modulations
ascendantes ou descendantes grace a I'organisation temporelle des entrées excitatrices et
inhibitrices qui arrivent au niveau du Cl. Au niveau du cortex auditif du chat, il a été montré
gue la majorité des neurones de Al avaient une sélectivité pour les FM descendantes avec une
vitesse de modulation assez rapide (0.4-0.8 kHz/ms; Mendelson & Cynader, 1985). Une
topographie de la sélectivité a la FM dans Al a méme été suggéré, avec des neurones a
sélectivité en FM descendante dans la partie centrale et des neurones a sélectivité en FM
ascendante en périphérie dans les régions plus dorsales et ventrales de Al (Mendelson et al.,
1993). Cette sélectivité a bien été retrouvée dans le cortex auditif de la souris C57BL/6
(GCaMP3-Cre ; Issa et al., 2014), mais elle semble assez altérée chez des animaux de 6-8 mois
(Trujillo & Razak, 2013) et méme parfois chez des animaux de 4 mois en utilisant la technique
d’imagerie par fluorescence de la Flavoprotéine (Tsukano et al., 2013).

Enfin, les neurones du cortex auditif sont sensibles a la modulation d’amplitude (AM) d’un
son. On définit la sensibilité a ’'AM par la capacité d’'un neurone discriminer la plus petite
modification d’amplitude un son (de quelques Hz a plusieurs dizaines de Hz). Cette sélectivité
a aussi été décrite a tous les étages du systeme auditif, en mesurant le seuil de détection d'AM
(ou fonction de transfert de modulation, MTF) des neurones de chaque relai auditif, lors de la
présentation de stimuli a une cadence donnée et dont I'amplitude est modulée (Joris et al.,
2004).
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d. Réponses aux sighaux de communication acoustigues

Les sighaux de communication acoustiques sont, bien sdr, les stimuli les plus importants que
le systeme auditif doit traiter pour qu’un sujet interagisse avec son environnement, que ce
soit des signaux de communication provenant de congénéres (communication entre fratrie,
cris de cour, cris de défense de territoire) ou provenant d’autres especes (les proies ou les
prédateurs).

Chez la souris, les cris de communication acoustique s’étendent sur toute la gamme de
fréquence audible chez la souris (de 1 a 100 kHz).
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Figure 6 : Comparaison entre "audiogramme comportemental (trait épais, d’aprés Ehret, 1974) et la
fréguence/intensité des cris émis par les souris

Les lignes horizontales montrent les principales gammes de fréquences couvertes par les vocalisations
indiquées de la souris (Ehret, 1975 ; Haack et al., 1983 ; Whitney & Nyby, 1983). Les vocalisations des
adultes (partie supérieure) sont séparées par une ligne pointillée des vocalisations des nourrissons et
des juvéniles (partie inférieure). D’aprés Ehret (2006), chapitre 4 : « Common rules on communication
sound perception ».

Ces cris de communication contiennent énormément d’informations qui doivent toutes étre
prises en compte par le systéme nerveux central pour élaborer la réponse comportementale
la plus adaptée. Chacun de ces cris semble émis dans des situations particulieres : par exemple
les « Wriggling calls » sont émis quand que le nouveau-né cherche a s’allaiter, le « Distress
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call » quand I'animal est en danger ou apeuré, les « pup USV » lorsque le nouveau-né est en
hypothermie. Ensuite, ils sont émis dans une gamme de fréquence plus ou moins restreinte
(fréquences basses, moyennes ou trés hautes) et a différentes intensités. Enfin ces cris sont
complexes c’est a dire ils sont émis a un rythme particulier, contiennent plusieurs
composantes qui possedent des variations spectrales, qui peuvent étre répétés plusieurs fois,
en série. Toutes ces caractéristiques spectrales, temporelles, rythmiques permettent au
systéme auditif central d’analyser précisément le cri de communication et de déterminer
grace aux connexions avec le reste du systéme nerveux central s’il a été entendu auparavant.

Un exemple particulier chez les animaux, et chez les humains, sur I'importance de I'analyse
des cris de communication acoustique est celui de la réponse des meéres aux cris de nouveau-
nés. Ces cris émis par les nouveau-nés pour des raisons souvent vitales ont une incidence
comportementale chez la mere qui a été étudié chez les animaux et notamment chez la souris
(mus musculus). Un test trés connu (Noirot, 1972), appelé test de comportement maternel,
consiste a sortir un nouveau-né du nid (construit par lameére, d’ou les petits ne sont pas censés
sortir avant qu’ils ne soient autonomes) et de le placer assez loin du nid. La mere va
instinctivement rechercher son petit qui émettra des vocalisations ultra-haute fréquence
(USVs, car il est en hypothermie) et lorsqu’il sera retrouvé grace, entre autres, aux USVs émis,
la mére le rameénera directement au nid. Ces USVs sont donc importants pour la meére, dont
le but est de s’occuper de ses petits jusqu’a ce qu’ils soient autonomes. Mais qu’en est-il pour
des souris vierges, qui n’ont jamais eu de nouveau-nés, ou des souris males (I’'animal est connu
pour étre solitaire et polygame). Sont-ils aussi sensibles aux cris de nouveau-nés que les souris
meres ?

En 1987, lors d’un test binaire effectué dans un labyrinthe en T, Ehret a montré que la souris
mere a une préférence a se diriger dans le couloir ou le stimulus artificiel de haute fréquence
(son pur de 50kHz ou bruit passe-bande entre 40 et 60 kHz) est présenté par rapport a un son
pur de 20 kHz. Selon lui, I'hémisphére gauche semble plus impliqué dans la reconnaissance
des USVs que I'hémisphere droit chez la souris mére (meilleurs résultats lorsque I'oreille
gauche est bouchée que lorsque c’'est la droite), mais pas chez la souris vierge,
inexpérimentée. Dans les tests de choix binaire, des souris meres se dirigent donc
préférentiellement vers des ultrasons de type « nouveau-né » par rapport a un son neutre, et
peuvent méme discriminer les ultrasons en fonction de la fréquence, de la durée et de Ia
bande de fréquence (Ehret & Haack, 1981 ; Smith, 1976). Ces appels ont donc une signification
comportementale pour les méres, qui ne sont pas reconnus par des souris vierges (qui n’ont
pas de préférence).

Qu’en est-il au niveau cortical ? A-t-on détecté des différences dans I'activité des neurones du
cortex auditif en réponses aux cris de communication acoustique, et notamment aux USVs,
entre les souris vierges et les souris méres ?

Les premieres études corticales chez la souris ont été faites par Fichtel & Ehret en 1999, puis
par Geissler & Ehret en 2004, en utilisant la technique de I'immunocytochimie c-Fos. Fichtel
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et Ehret en 1999 ont déterminé si un son haute fréquence (de fréquence de 50 kHz, d’'une
durée de 70 ms, et un intervalle inter-stimuli de 270 ms), qui peut correspondre a un USV,
induisait un marquage c-fos dans la zone UF décrite par Stiebler (1997). Geissler et Ehret ont
ensuite regardé au niveau du cortex auditif, les zones activées lorsqu’on présentait des
pseudo-cris (bandes de sons de 4, 8 et 11 kHz) qui peuvent correspondre a des « wriggling
calls » naturels (Geissler & Ehret, PNAS 2002). Ills ont observé des marquages c-fos dans les
aires Al, AAF, et BF et aussi dans All, mais n’ont pas observé de discrimination entre les sons.

La premiére étude électrophysiologique sur I'analyse des réponses aux vocalisations de souris
nouveau-nés au niveau du cortex auditif a été réalisé en 2006 par Liu et collegues, chez la
souris (de souche CBA/Cal). lls n’ont pas observé de différence entre les vierges et les meéres
en termes de réponse aux sons purs de hautes fréquences (>60 kHz), ni de différence de
réponse entre un son pur de 64kHz et une vocalisation de 64kHz a la fois chez les vierges et
les meéres. En calculant le rapport entre la réponse au son pur et celle a la vocalisation, le
cortex auditif de souris ne semble pas, en moyenne, sensible a aux faibles modulations de
fréquence contenues des vocalisations de nouveau-nés. Par contre, la capacité des neurones
a suivre la cadence des cris répétés de nouveau-nés montre de meilleurs résultats chez les
souris meres par rapport aux souris vierges: Comparé aux femelles naives, les neurones des
souris meres sont capables de répondre a des stimuli répétés allant jusqu'a la cadence
naturelle de répétition des appels de petits (5Hz), et sont moins sensible aux variations
naturelles significatives des vocalisations. Chez les souris vierges, les neurones suivent des
stimuli répétés a des cadences de répétition plus lentes, et sont plus sensibles a la variabilité
naturelle des cris des nouveau-nés. En conclusion, les résultats montrent que les neurones
des souris meres ont développé un meilleur suivi temporel pour la cadence naturelle des
vocalisations. Ce meilleur suivi pourrait s’expliquer, d’ailleurs, par [I'action de
neuromodulateurs dans le cortex auditif. Par exemple, I'activation réguliere du systéme
cholinergique peut aussi induire un meilleur suivi temporel a des cadences plus élevées
(Kilgard & Merzenich, 1998).

Une analyse plus détaillée des capacités de codage des neurones corticaux est proposée dans
I'article de Liu et Schreiner (2007). Ils montrent la diversité des réponses évoquées a la fois en
multi-unitaire et unitaire dans le cortex auditif des méres et des vierges et quantifient
I'information portée par les décharges neuronales pour détecter et discriminer les cris des
nouveau-nés. L’étude des réponses évoquées de ces neurones commence d’abord par
I’'analyse du nombre de potentiels d’actions (PA) émis par chague neurone en réponse a une
vocalisation, ou le taux de décharge (potentiels d’actions par seconde) de chaque neurone,
mais aussi par I'analyse du « timing » précis d’apparition du ou des PA a chaque présentation
de la vocalisation. On va donc quantifier la latence de la réponse, sa durée, ainsi que la
reproductibilité temporelle de la réponse au stimulus auditif. Ce « timing » peut étre quantifié
par un index qui mesure la précision du neurone a émettre un PA exactement au méme
moment pour chaque essai, appelé le coefficient de reproductibilité temporelle (CorrCoef ;
Gaucher et al.,, 2013). Pour Liu et Schreiner, ces deux parametres de réponse neuronale
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semblent avoir un aspect crucial dans le codage neuronal des cris de communication. Une
guestion importante posée dans I’article de Liu & Schreiner consiste a déterminer les capacités
de codage des neurones corticaux en quantifiant I'information portée par les neurones sur
I'identité des différentes vocalisations. En 2006, Schnupp et al. ont développé une méthode
qui permet de quantifier, grace a I'analyse de I'ensemble de la réponse, la capacité d’un
neurone a discriminer des vocalisations selon les motifs temporels des réponses évoquées :
I'information Mutuelle (MI) est alors calculée non plus sur la base du taux de décharge mais
sur la base de motifs temporels. Plus les motifs de réponse sont différents entre plusieurs
stimuli, plus il y a d’information dans les réponses, et donc plus le neurone est capable de
discriminer chacun des différents stimuli (Schnupp et al., 2006). Dans I'étude de Liu &
Schreiner (2007), les réponses des neurones chez souris les méres portent plus d'informations
pour détecter et discriminer les cris des nouveau-nés, en particulier pendant les 20 premiéres
millisecondes de réponse. Notons qu’il n’y a pas de relation entre la valeur de fréquence
caractéristique des neurones et la quantité d’information porté par les neurones.
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B : Répartition des taux de répétition des cris des petits (1 /période de répétition). Les cris sont le plus
souvent émis a une fréquence d'environ 5 Hz.

C: Graphique de contour de la fenétre de fréquence et de durée médianes des vocalisations de nouveau-
nés. Ces vocalisations ont formé deux groupes autour de 67 kHz/59 ms et 94 kHz/30 ms. Les chiffres
(1,2,3) indiquent I'emplacement des exemples de cris utilisés pour tester les réponses neuronales.

D : Fréquence et enveloppes d'amplitude de 3 vocalisations (1,2,3 figure C) de nouveau-nés en fonction
du temps. Globalement, ces cris présentaient une grande variété de modulations d'amplitude et de
subtiles modulations de fréquence.
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Cette étude de Liu & Schreiner (2007) n’a pas indiqué de différence entre les souris méres et
vierges sur le taux de décharge des réponses aux vocalisations de nouveau-nés, mais
uniguement des différences sur la latence de réponse. Cependant, Shepard et al., en 2015,
ont étudié plus précisément deux catégories de neurones du cortex auditif primaire, en les
distinguant par la forme de leurs potentiels d’actions (d’aprés I'article de Lin & Liu, 2010 : les
thin-spiking cells (potentiels interneurones) et les thick-spiking cells (potentiels neurones
pyramidaux). lls ont remarqué que seuls les neurones pyramidaux potentiels chez les souris
meéres ont montré un rapport signal sur bruit (SNR calculé par la valeur du taux de décharge
Evoqué/Spontané) plus grand en réponse aux vocalisations de nouveau-nés par rapport aux
vocalisations de males d'adultes, différence que I'on ne voit pas chez les souris vierges. Pour
les neurones pyramidaux potentiels, la discrimination entre les vocalisations de nouveau-nés
et d’adultes serait donc meilleure qu'entre les vocalisations d’adultes eux-mémes. Puisque les
USVs de nouveau-nés et d’adultes sont spectralement similaires mais sémantiquement
différents (les vocalisations de souris adultes sont plus riches « phonétiquement »), la
plasticité du contenu spectral seule ne peut pas suffire a différencier ces appels. Ces résultats
renforcent |'hypothése selon laquelle Al aurait plutét un réle dans le codage des
caractéristiques d'ordre élevé du stimulus auditif, plutét que de son contenu spectral. Ainsi,
la plasticité liée a la maternité de Al pourrait affecter des processus concernant I'analyse fine
des caractéristiques de stimulus d'ordre élevé plutot que de simples changements dans le
contenu spectral des champs récepteurs. D’ailleurs, dans toutes ces études, la maternité ne
semble pas induire de changements dans la représentation tonotopique. Une étude multi-
unitaire (Shepard et al., 2016) a révélé que les souris avec une expérience maternelle ne
montrent aucune expansion de I'aire corticale de haute fréquence (UF) mais uniguement une
suppression plus importante des réponses USVs dans les zones corticales de basse fréquence
(Al et AAF).
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Figure 8 : Représentation des ultrasons dans la carte corticale de souris anesthésiées
A : Exemple de réponse neuronale a des sons purs sur une électrode multi-unitaire d’une souris mére.
En abscisse les fréquences présentées, en ordonnée l'intensité du son pur présenté. La couleur
représente le taux de décharge enregistré.
B : Exemple de la carte corticale des BF des neurones enregistrés d'une souris non maternelle. Les
polygones représentent la BF moyenne des sites d'enregistrement individuels dans ACx. La zone UF est
encadrée en noir. Les zones hachurées représentent les sites ol les neurones répondent aux USVs (les
croix représentent les sites non auditifs).

C: Taille (en pourcentage) de I'aire UF chez les souris vierges et meéres. Elle ne semble pas différente
entre les deux groupes.

D : Pourcentage de I'aire de chaque gamme de fréquences chez les souris méres et vierges. Il ne semble
pas y avoir de différence entre les souris vierges et meéres de I’aire des neurones ayant une BF entre 47
et 80 kHz (encadrés en rouge).

E : Pourcentage de I'aire corticale des neurones qui répondent aux USVs chez les souris vierges et méres.
Il ne semble pas y avoir de différence entre les souris vierges et meres. D’aprés Shepard et al., 2015.

Ces 10 derniéres années, des études du laboratoire d’Adi Mizrahi sont venues compléter ces
données. Dans une premiére expérience effectuée en imagerie calcique bi-photonique,
Rothschild et collegues en 2013 ont montré une augmentation des corrélations d’activité
(Noise Correlation) des neurones chez les souris NMRI meéres par rapport aux vierges, alors
gu’il n’y a pas de différences en termes de réponse des neurones individuellement en imagerie
calcique biphotonique. Cela signifierait que le passage de vierge a meére induirait plutét des

changements globaux de I’activité du réseau cortical que des changements localisés a I'échelle
du neurone.
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L’ensemble de ces études ont été réalisées chez la souris CBA/Cal ou la souris NMRI, ou il a
été possible d’enregistrer des neurones avec des fréquences préférées élevées (<40 kHz) et
ol une aire UF a été caractérisée. Chez la C57BL/6, Cohen et Mizrahi en 2015 ont enregistré
des neurones avec des BF entre 10 et 20 kHz, a la fois chez les souris meres et vierges. lls ont
montré qu’il n'y avait aucune différence de taux de décharge aux sons purs entre les méres
allaitantes et les vierges naives a la fois pour les cellules pyramidales et pour les cellules
positives a la parvalbumine (des interneurones inhibiteurs) en réponse a ces sons purs, méme
si l'activité spontané est augmentée au niveau des neurones pyramidaux des souris meres. De
facon surprenante, lorsqu’ils ont présenté des USVs aux souris naives et allaitantes, trés peu
de cellules ont répondu aux appels des petits : 0/77 cellules chez les vierges naives et 3/70
chez les méres allaitantes. En fait, le principal résultat de cette étude est de montrer que lors
du passage de vierge a mére, les effets au niveau du cortex auditif peuvent étre une synergie
entre plusieurs (ici deux) modalités sensorielles comme I'association son + odeur. Plus
récemment, une étude réalisée chez des souris C57BL/6, utilisant une nouvelle souche de
souris génétiqguement modifiée qui cible spécifiquement les neurones activés par des sons
naturels, a montré le recrutement transitoire de neurones sensibles aux USVs (Tasaka et al.,
2018). Ici aussi, il est important de noter que la grande majorité des neurones répondant aux
USVs ont une BF inférieure ou égale a 20 kHz.

Toutes ces études corticales sur la C57BL/6, ou I’étude Shepard et al. (2016) qui montre que
les neurones de I'aire Al et AAF avec des fréquences préférées moyennes (entre 8 et 20 kHz)
répondent aussi aux USVs, confirment que les neurones du cortex auditif primaire ne seraient
pas uniquement sensibles au contenu spectral des vocalisations quand ils y répondent. Cela a
d’ailleurs été montré chez d’autres espéres (Chez le rat et la souris : Sahani & Linden, 2003 ;
Machens et al., 2004 ; chez I'ciseau : Woolley et al., 2006 ; chez le cobaye : Laudanski et al.,
2012).

En fait, on peut se poser la question de savoir siles réponses du cortex auditif aux vocalisations
de souris sont représentatives des traitements du signal acoustique fait par I'ensemble du
systéeme auditif. En étudiant les réponses des fibres du nerf auditif, et I'activité multi-unitaire
dans le noyau cochléaire et le colliculus inférieur trois étages sous-corticaux, I'équipe de
Robert Liu a évalué si des changements dans les réponses aux sons purs et aux vocalisations
se produisait aux différents étages sous-corticaux (Garcia-Lazaro et al., 2015). Leurs données
suggerent qu’il y a un pourcentage de neurones répondant au sons purs >40kHz et aux
vocalisations bien plus important dans le colliculus inférieur (Cl) que dans le noyau cochléaire
et dans le nerf auditif. Ce résultat fait écho a ceux publiés par I'équipe de C. Portfors en 2009,
qui a observé que selon leur fréquence caractéristique (basse, moyenne ou haute) entre 60 et
90% des neurones du Cl répondaient aux vocalisations de souris de type USV (Portfors et al.,
2009). En revanche, I’équipe de Portfors ne confirme pas la surreprésentation des neurones
du Cl répondant aux sons purs >40kHz. Dans cette étude, les neurones du Cl répondent aux
USV alors qu’ils ne répondent pas a des sons purs dans cette gamme de fréquence. Selon eux,
les neurones répondraient a la composante cubique ou quadratique de la distorsion produite
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dans la cochlée par ces vocalisations. Les neurones dans le Cl des souris répondent fortement
aux vocalisations conspécifiques méme si I'énergie dans les vocalisations est au-dessus des
courbes d'accord de fréquence des neurones. Il en résulte une surreprésentation des
vocalisations spécifiques a I'espéce dans le Cl.

e. Au-dela du cortex auditif primaire

Le traitement des signaux de communication acoustique ne s’arréte pas au cortex auditif
primaire. Des réponses trés robustes aux vocalisations conspécifiques ont été observées dans
toutes les aires auditives secondaires chez le cobaye (Grimsley et al., 2012), ainsi que chez le
rat (Carruthers et al., 2015) dans le cortex suprarhinal (SRAF), une aire ventrale ol projette
entre autres Al. Chez la souris, une aire auditive qui pourrait correspondre a SRAF chez le rat,
le cortex temporal associatif (TeA), a été étudié par Tasaka et collegues en 2020. Ils ont montré
gue cette aire associative, adjacent a Al, était activé lorsqu’on présentait des vocalisations de
nouveau-nés grace a de robustes connections fonctionnelles avec Al. Chez les souris meres,
les neurones de cette aire TeA répondent d’ailleurs préférentiellement aux vocalisations de
nouveau-nés par rapport a d’autres stimuli auditifs, ce qui montrerait une implication
importante de cette aire dans la plasticité liée a la maternité et au comportement maternel
(Tasaka et al., 2020). Enfin, I’équipe de Robert Liu en 2020, a montré que les neurones du
cortex auditif secondaire (All) étaient sensibles aux paramétres FM des vocalisations de souris
(ce qui générerait des réponses Off), et que cette sensibilité était différente chez les souris
meéres par rapport a des souris naives (Chong et al., 2020). Chez le primate, des réponses aux
vocalisations conspécifiques ont été enregistrées dans de nombreuses aires non primaires
(Rauschecker et al., 1995 ; Tian et al., 2001 ; Ghazanfar et al., 2008). Toujours, chez le primate
des réponses aux vocalisations ont été aussi trés étudiées dans des sous-régions du cortex
préfrontal (les aires 12 et 45 du primate) appelée globalement le cortex Préfrontal ventro-
latéral (VLPCF : Romanski et al., 2005 ; Romanski & Averbeck, 2009). Cela suggére que tous les
traitements réalisés par les aires primaires et non primaires du cortex auditif se poursuivent
et s’affinent, peut-étre pour former des représentations multimodales ou des représentations
moins dépendantes des bruits environnementaux (Romanski & Averbeck, 2009).

lll. Modulation de I'activité du cortex auditif primaire

Différents types de modulations peuvent s’exercer sur les aires auditives corticales. On peut
distinguer (1) les informations venant d’autres modalités sensorielles (2) des interactions top-
down avec des aires corticales non-sensorielles comme le cortex préfrontal (3) des
phénoménes de plasticité a court terme ou a long terme lorsque des animaux vigiles sont
engagés dans des taches d’apprentissage ou d’attention.

27



(1) Les études anatomiques ont décrit des afférences non auditives venant d’autres modalités
sensorielles. Cela a été montré soit par des projections directes d’autres aires corticales
(Cappe & Barone, 2005 ; Bizley et al., 2007) ou des projections indirectes venant du thalamus
(Henschke et al., 2015 ; Kimura, 2020). Ces projections sont suffisamment importantes pour
moduler les réponses auditives, voire méme pour générer des réponses visuelles dans les aires
auditives primaires (Bizley et al., 2007) ou des réponses somesthésiques dans les aires
auditives (Brosch et al., 2005).

(2) Les aires auditives primaires regoivent des informations des cortex associatifs notamment
du cortex préfrontal. Chez la souris des projections issues du cortex orbitofrontal (OFC) sont
capables de moduler I'activité du cortex auditif primaire (Winkowski et al., 2013). L’activation
optogénétique des terminaisons issues de I'OFC dans le cortex auditif primaire, évoque des
réponses a la fois dans les cellules pyramidales et les interneurones de Al (Winkowski et al.,
2018). Ces données indiquent que le cortex auditif, comme probablement les autres cortex
sensoriels primaires sont soumis a I'influence des cortex non-sensoriels, notamment lorsqu’un
animal est engagé dans une tache cognitive.

(3) Dans le cortex auditif, il a été décrit des phénomenes de plasticité assez différents au cours
du développement et chez I'adulte. Au cours du développement, lorsqu’un stimulus auditif
est présenté de maniere continue pendant la période critique des réorganisations massives
de la carte tonotopique ont été observées (Zhang et al., 2001, Chang & Merzenich, 2003). Les
mécanismes cellulaires et moléculaires de cette plasticité développementale commencent a
étre disséqués (Barkat et al., 2011, Takesian et al., 2018) et I'implication des systémes
neuromodulateurs dans cette plasticité est souvent envisagée (Takesian et al., 2018).

Chez I’'animal adulte, des taches de conditionnement classique ou de discrimination peuvent
induire une plasticité du codage fréquentiel (Weinberger, 2004 ; Fritz et al., 2005, 2007a). Des
taches attentionnelles (Otazu et al.,, 2009 ; Jaramillo & Zador, 2011) entrainent aussi des
modulations considérables des réponses neuronales dans les aires auditives primaires (Fritz
et al., 2007b). Que ce soit dans des taches de conditionnement classique, de discrimination et
d’attention, le role exercé par les systémes neuromodulateurs est souvent invoqué pour
expliquer tout ou partie des effets observés dans le cortex auditif (Weinberger, 2004 ; Edeline
2003, 2012).

Les neuromodulateurs (modulateurs des réponses neuronales)

La neuromodulation est le processus par lequel des systemes neuromodulateurs bien définis
régulent de vastes populations de neurones. Dans le cerveau, ces systémes ont une
organisation anatomique précise (figure 9) : ce sont des noyaux composés d’un petit nombre
de neurones qui possedent des ramifications (axones) parfois trés longues pour pouvoir agir
simultanément sur un grand nombre de structures. Ce sont donc des neurones différents de
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ceux qui liberent les neurotransmetteurs classiques soit excitateurs (Glutamate) soit
inhibiteurs (GABA et Glycine) qui eux représentent la majorité des neurones du cerveau.

De fagon générale, la neuromodulation, a la différence de la neurotransmission, modifie
localement les propriétés cellulaires ou synaptiques de certains neurones pour que leur
excitabilité et/ou la neurotransmission entre eux soit changée : ils influencent ainsi la
libération, la dégradation ou la recapture des neurotransmetteurs. Les neuromodulateurs et
les neurotransmetteurs agissent chacun sur différents types de récepteurs, mais tandis que
les neurotransmetteurs ne visent que les récepteurs ionotropes a action rapide, qui controlent
I’émission des potentiels d’actions, les neuromodulateurs visent aussi les récepteurs (parfois
extra-synaptiques) métabotropes a protéine-G, a action plus lente et prolongée. De plus, si les
neurotransmetteurs sont directement libérés dans la fente synaptique pour se lier aux
récepteurs post-synaptiques du neurone visé, la libération des neuromodulateurs peut aussi
se produire de facon diffuse pour agir sur certaines structures, parfois tres éloignées, voire le
cerveau entier.

ACh: systéme acétylcholinergique; DA : systéme dopaminergique; NA: systéme noradrenergique; SHT : systéme
sérotoninergique, '

BO‘: bulbe olfa_ctif; CX: cortex cérébral; CV: cervelet; FMT: faisceau meédian du télencéphale; FR : formation réti-
cul,eeA; HIP: hippocampe; HYP: hypothalamus: LC: locus ceeruleus; limb: stuctures limbiques; ME: moelle
épiniere; NMB : noyau médio-basal de Meynert; NR : noyau du raphé; préf: aire préfrontale; S: septum; SN : subs-
tance noire; str: striatum; TH : thalamus. . .

Figure 9 : Schéma des principaux systemes neuromodulateurs sur systéme nerveux central
(Coupe sagittale du cerveau du rat) A : Systéme acétylcholinergique (ACh), B : systeme dopaminergique
(DA), C : systeme noradrénergique (NA), D : systéme sérotoninergique (5-HT)

Dans les paragraphes qui suivent, je décrierai l'action de quatre grands systémes
neuromodulateurs (Noradrénergique, Cholinergique, Dopaminergique et Sérotoninergique)
au niveau des cortex sensoriels et en particulier du cortex auditif.
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a. Noradrénaline (systeme noradrénergique)

La noradrénaline (NA) est principalement synthétisée par les neurones noradrénergiques du
locus coruleus (LC). Ce petit noyau situé dans le tronc cérébral est composé d’un faible nombre
de neurones (environ 1500 chez le rat, entre 10000 et 15000 chez 'Homme (Berridge &
Waterhouse, 2003)) qui ont la particularité de posséder des axones extrémement ramifiés
pour pouvoir projeter dans un nombre considérable de régions du cerveau : la voie ascendante
dorsale projette vers les noyaux du raphé, le thalamus, 'amygdale, I'hypothalamus, le
néocortex, I'hippocampe et le cervelet ; la voie descendante innerve plutét les neurones
préganglionnaires sympathiques. Au niveau du systéme auditif, des études ont montré que
les projections du LC atteignent le noyau cochléaire, le colliculus inférieur (Klepper & Herbert,
1991), le corps genouillé médian (Jones, 1991) et le cortex auditif (Papadopoulos &
Parnavelas, 1991). Les axones du LC projettent au niveau sous-cortical et cortical, en général
au niveau de la couche IV et lll et aussi au niveau de la couche | du cortex. Au vu des structures
gu’elle vise, la noradrénaline est connue pour jouer au niveau central un réle sur I'attention,
les émotions, le sommeil, et I'apprentissage entre autres.

La noradrénaline agit sur de nombreux récepteurs, divisés en deux familles, a et B, du fait de
leurs affinités relatives a différents agents pharmacologiques (Minneman, 1988 ; Minneman
et al.,, 1981). Quatre sous-types ont été caractérisés : les récepteurs al, a2, B1 et B2. Ces
récepteurs noradrénergiques sont tous métabotropes (associés a une protéine G) et sont
divisés en deux familles, a et B, du fait de leurs affinités relatives a différents agents
pharmacologiques (Minneman, 1988 ; Minneman et al., 1981). Ces récepteurs peuvent étre a
la fois post- et pré-synaptiques. Seul le récepteur Bl est considéré comme un récepteur
neuronal classique, le récepteur 32 étant considéré comme un récepteur lié aux cellules gliales
(Aoki et al., 1994 ; Minneman et al., 1981).

Les récepteurs al sont couplés a une protéine Gq qui régule la phospholipase C. Au niveau du
cortex auditif, I'activation seule de ces récepteurs diminue la réponse évoquée des neurones
(Manuta and Edeline, 1997). Ils sont capables de réguler la transmission glutamatergique
(thalamo-corticale ou cortico-corticale) en agissant au niveau pré-synaptique. lls peuvent
aussi controler I'excitabilité des interneurones inhibiteurs au niveau de la couche | du cortex
auditif (Salgado et al., 2011).

Les récepteurs a2 sont couplés a une protéine Gi qui inhibent I'adénylate cyclase. Leur
activation au niveau post-synaptique conduit a une hyperpolarisation des neurones du LC, et
a une diminution de la synthése et de la libération de NA (Esteban et al., 1996 ; Sarazan et al.,
1989). Au niveau du cortex auditif, ces récepteurs sont également présents sur interneurones
inhibiteurs au niveau de la couche I/l et augmentent leur excitabilité (Salgado et al., 2011).

Les récepteurs B (1 et 2) sont couplés a une protéine Gs qui stimule I'adénylate cyclase. Au
niveau du cortex auditif, ces récepteurs, une fois activé, ont montré gu’ils facilitaient la
réponse évoquée des cellules corticales au niveau post-synaptique (Manuta & Edeline, 1997).
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Les effets opposés des récepteurs al et B permettrait ainsi une régulation fine de I’excitabilité
des neurones corticaux qui permettrait in fine de diminuer la réponse globale évoquée des
neurones du cortex auditif.

Du point de vue fonctionnel, il a été montré que I'application iontophorétique de NA a
proximité des neurones du cortex auditif augmente la sélectivité aux fréquences et le seuil
acoustique des neurones, a la fois chez les animaux anesthésiés et vigiles. (Manunta & Edeline,
1997, 1999). Cependant, un protocole d’appariement entre un son pur et une stimulation
électrique du LC a montré autant de facilitation que de diminutions des réponses évoquées
corticale (Edeline et al., 2011), alors qu’une majorité de diminutions avait été observé lors
d’un appariement entre un son et un bref pulse de NA (Manunta & Edeline, 2004). Ces effets
différents au niveau cortical entre I'application de NA et la stimulation du LC pourrait étre
expliqués par le fait que la stimulation du LC active aussi d’autres systemes neuromodulateurs
ce qui peut entrainer la libération d’autres neuromodulateurs que la NA au niveau cortical.

Il est connu depuis longtemps (Klepper & Herbert 1991, Behrens et al., 2002) que les premiers
étages du systeme auditif recoivent une innervation noradrénergique, mais fort peu de
travaux ont décrits les effets physiologiques de cette innervation. L’étude de Kdssl et Vater
1990 a clairement montré que I'application iontophorétique de NA induit des diminutions de
réponses évoquées dans le noyau cochléaire antéro-ventral, souvent accompagnées d’un
raccourcissement des latences des réponses générées par une réduction de la variabilité de la
latence du ler PA évoqué (Kossl & Vater, 1990). Du fait de ces actions combinées, les réponses
évoquées deviennent plus phasiques en présence de la NA.

b. Acétylcholine (systéme cholinergique)

Chez les mammiféres, 'acétylcholine (ACh) est synthétisée par des neurones localisés
principalement dans deux régions du cerveau (Mesulam et al., 1983a, 1983b, 1984a, 1984b).
La premiére région, située dans le prosencéphale basal, est composée du noyau septal médian
et de la bande diagonale, qui projettent respectivement vers I’hippocampe (Amaral and Kurz,
1985) et le bulbe olfactif (Senut et al., 1989), ainsi que du noyau magnocellulaire basal (NBM)
qui projette vers le néocortex et I'amygdale (Wenk et al., 1980 ; Mesulam and Geula, 1988 ;
Mesulam et al., 1983b). La seconde région, se trouve dans le mésencéphale rostral, plus
précisément au niveau du noyau tegmental pedunculopontin (PPT) et du noyau tegmental
latérodorsal (LDT), qui projettent vers le thalamus (Parent et al., 1988 ; Mesulam et al., 19843,
1984b, 1983b), I'aire tegmentale ventrale, la substance noire, la formation réticulée et le
prosencéphale basal (Bolam et al., 1991 ; Gould et al., 1989 ; Woolf, 1991). Du fait du nombre
important de structures synthétisant I'’ACh présents dans le prosencéphale et le
mésencéphale, les projections des neurones cholinergiques sont plus courtes et moins
nombreuses. Il a été montré que la libération d’ACh au niveau cortical peut se faire a la fois
de facon diffuse, « non synaptique », mais aussi par les synapses cholinergiques (Houser et al.,
1985). Au niveau central, I'acétylcholine est surtout connue pour jouer un role sur la
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mémorisation, I'apprentissage, les états de vigilance et la réponse au stress.

L’acétylcholine agit principalement sur deux types de récepteurs: nicotiniques (nAChR) et
muscariniques (MAChR). Les récepteurs nicotiniques (N1 et N2) sont des canaux ioniques
ligand-dépendants, perméables au Ca?*. D’aprés I'étude de Disney et al. en 2007, ces
récepteurs peuvent réguler la transmission thalamo-corticale au niveau pré-synaptique, et
augmenter |’excitabilité d’interneurones GABAergiques au niveau post-synaptique.

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs métabotropes, couplés a une protéine G,
qui peuvent induire des réponses excitatrices (M1, M3 et M5) ou inhibitrices (M2 et M4). Les
récepteurs muscariniques M1, M3 et M4 sont exprimés au niveau cortical, principalement
dans les couches II, 11l et VI (Buckley et al., 1988). Ils sont présents a la fois au niveau pré- et
post-synaptique et sont impliqués dans un certain nombre de processus cognitif (Barak, 2009).
L'activation des récepteurs muscarinique semble augmenter la réponse évoquée des
neurones corticaux en inhibant la libération de GABA des interneurones de la couche Il
(Salgado et al., 2007) et V (Kruglikov & Rudy, 2008).

Au niveau du cortex auditif, I'application iontophorétique d’ACh facilite la réponse des
neurones a leur fréquence préférée et les fréquences adjacentes (Ashe et al., 1989 ; McKenna
et al.,1989) et diminue le seuil acoustique des neurones (Metherate et al., 1990). Toujours
dans le cortex auditif, de nombreuses études ont montré |'effet facilitateur produit par
I'association d’un stimulus auditif avec l'activation du NBM au cours d’un protocole
d’appariement que ce soit chez un animal anesthésié ou vigile (Metherate & Ashe, 1991 ; Hars
et al., 1993 ; Edeline et al., 1994). Les réponses au stimulus présenté pendant I'appariement
se retrouvaient augmentées. Enfin, d’autres études ont montré que I'activation phasique du
NBM associé a la présentation d’un son induisait une réorganisation de la carte corticale
(Bakin & Weinberger, 1996 ; Bjordahl et al., 1998) avec une impressionnante sur-
représentation de la fréquence présentée lorsque des appariements sont réalisés sur des
durées prolongée, par exemple au-dela de 20-25 jours (Kilgard & Merzenich, 1998a), et une
facilitation des réponses pour la cadence sonore qui a été utilisée pendant I'appariement (5,
7 ou 15 Hz : Kilgard & Merzenich, 1998b).

Peu d’études se sont intéressées aux effets de I’ACh au niveau sous-cortical. Quelques études
ont cependant examiné les effets de I'ACh sur les réponses des cellules du colliculus inférieur
(CI) aux stimuli acoustiques, et ont observé une modification des réponses de la majorité (60
a 85%) des cellules IC aprés application iontophorétique d’agonistes de I’ACh (Farley et al.,
1983 ; Habbicht & Vater, 1996). Il a donc été suggéré que I'ACh améliore le rapport signal sur
bruit des réponses unitaires a des stimuli spécifiques et peut altérer de fagon transitoire
I'excitabilité post-synaptique des neurones du Cl en général ou en association avec des stimuli
particuliers (Miko & Sanes, 2009).
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c. Dopamine (systeme dopaminergique)

La dopamine (DA) est principalement synthétisée et libérée par une population de neurones
trés restreinte située dans la substance noire (SN) et dans |'aire tegmentale ventrale (ATV) qui
projettent selon trois grandes voies de projections ascendantes du mésencéphale :

- la voie nigro-striée : part de la substance noire vers le striatum (noyau caudé et putamen).
Cette voie est impliquée dans le contréle moteur.

- la voie mésolimbique : part de l'aire tegmentale ventrale vers plusieurs structures du
systeme limbique (hippocampe, amygdale, hypothalamus). Cette voie est principalement
impliqguée dans mémoire, la motivation et les émotions.

- la voie mésocorticale : part de I'aire tegmentale ventrale vers différentes aires corticales
(frontal, olfactif, auditif). Elle joue un réle dans la cognition (sociale entre autres) et les
fonctions exécutives (attention, mémoire de travail, contréle inhibiteur, etc.).

La dopamine agit sur des récepteurs métabotropes, classés suivant la nature de la protéine G
a laquelle ils sont couplés : D’abord la famille des récepteurs de type D1 (D1 et D5) couplés a
une protéine Gs qui stimule I'adénylate cyclase et induit souvent une augmentation de
I'excitabilité cellulaire. Ces récepteurs ont plutot une localisation somato-dendritique. Il existe
aussi la famille des récepteurs de type D2 (D2, D3, D4) couplés a une protéine Gi qui inhibent
I'adénylate cyclase et méne souvent a une hyperpolarisation au niveau postsynaptique, et
donc conduit a une baisse de I'excitabilité cellulaire puis a une diminution de la libération de
neurotransmetteurs au niveau présynaptique (ou une autorégulation de la libération de la
dopamine au niveau des neurones dopaminergiques) (Missale et al., 1998). Les deux familles
de récepteurs existent au niveau cortical.

Une étude a montré que dans le cortex auditif, tout comme avec la stimulation du NBM, la
stimulation de I’ATV couplé a la présentation d’un son pur augmente la sélectivité et I'activité
des neurones a la fréquence de ce stimulus, avec une diminution de la réponse aux fréquences
adjacentes (Bao et al., 2001, 2003) Cette méme équipe a aussi observé des réponses fortes
pour la fréquence du son apparié émergeant également dans une seconde aire corticale, alors
gue ce stimulus n'évoque au départ pas de réponses fortes et sélectives dans cette seconde
aire corticale chez des animaux naifs.

Par analyse des potentiels de champs locaux, I'équipe de Frank W. Ohl a aussi mis évidence
une augmentation des courants intra-corticaux (intra colonne corticale) suite a I'appariement
entre la présentation d’un son et I'activation de I’ATV chez la gerbille anesthésiée. Cette
augmentation de I'activité corticale persiste méme jusqu’a 50 ms apres la stimulation de I'ATV
et est plus importante dans la zone ou la fréquence préférée des neurones est celle du son
présenté. Cette modulation du traitement spectral par I'ATV a été observé au niveau des
couches infragranulaires Vb/Vla et relayées jusqu’aux couches supragranulaires I/Il du cortex
auditif (Brunk et al., 2019). Cette méme équipe a cherché a comprendre plus particulierement
I'effet d’un agoniste des récepteurs D1/D5 sur l'activité évoquée et spontanée du cortex
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auditif, toujours chez la gerbille. En appliquant cet agoniste puis un antagoniste des récepteurs
D1/D5, I'’étude a montré une augmentation de I'activité évoquée du cortex auditif au niveau
des couches II/IV en présence de I'agoniste, effet qui a été ensuite annulé par I'antagoniste.
L’équipe suppose que des changements dans la phase du potentiel de champ local (en
particulier dans la bande du haut-gamma) sont issues de la neuromodulation dopaminergique
des interactions thalamo-corticales (Deliano et al., 2020).

Deux études réalisées par I'’équipe de Christine V. Portfors, ont quantifiée les effets de Ila
dopamine au niveau du colliculus inférieur. Dans la premiére, I'application iontophorétique
de DA, a mis en évidence une diminution du taux de décharge évoqué et spontané ainsi qu’une
altération de la latence de réponse pour la majorité des neurones enregistrés. De plus, pour
11% des neurones, la DA a significativement altéré la probabilité de déclenchement de
décharge en bouffées de potentiels d’action (Gittleman et al., 2013). Dans la deuxieme étude,
I'activation par optogénétique de I’ATV produit également des changements hétérogénes des
réponses neuronales dans le Cl. Ces changements seraient ici modulés par des récepteurs de
type D2 et non par des récepteurs D1 (Hoyt et al., 2019).

d. Sérotonine (systéme sérotoninergique)

Au niveau du systéeme nerveux central, la sérotonine (5-HT) est principalement synthétisée
par un petit nombre de neurones situés dans les noyaux du raphé (dans le tronc cérébral) ou
ils projettent dans I'ensemble du cerveau et de la moelle épiniére. On peut distinguer trois
noyaux de neurones : les neurones sérotoninergiques du mésencéphale qui projettent
rostralement dans les hémisphéres cérébraux, ceux du pont qui se ramifient dans le tronc
cérébral et le cervelet ; et enfin ceux de la moelle épiniere qui projettent vers toute la moelle.
En plus de ses effets (principaux) au niveau périphérique, la sérotonine est connue pour jouer,
entre autres, un role dans le sommeil (permet la synthése de mélatonine), I’état émotionnel
(les troubles maniaco-dépressifs, la dépression), la mémoire (Buhot, 1997), le comportement
social (Keesom and Hurley, 2016).

Les récepteurs sérotoninergiques ont été répartis en sept groupes différents, notés 5-HT+1R a
5-HT5R, en fonction des analogies de structure entre les génes. Hormis le récepteur 5-HT3R qui
est un récepteur ionotrope, les autres groupes sont des récepteurs métabotropes : La famille
des récepteurs 5-HT1R et 5-HTsR est couplée a une protéine Gi qui inhibe I'adénylate cyclase.
Celle des récepteurs 5-HT4R, 5-HTe¢R, 5-HT7R est couplée a une protéine Gs qui active
I'adénylate cyclase. Et la famille 5-HT,R est couplée une protéine a Gq qui régule la
phospholipase C. Si tous les récepteurs sérotoninergiques dans le cerveau sont présents sur
les neurones post-synaptiques (Pytliak et al., 2011), les sous-types 5-HT1Ra et 5-HT1Rg/p sont
aussi localisés au niveau des corps cellulaires ou au niveau présynaptique des neurones
sérotoninergiques, et exercent donc un rétrocontrole inhibiteur sur I'activité électrique des
neurones sérotoninergiques, qui a pour conséquence de diminuer la synthese et la libération
de 5-HT dans les terminaisons neuronales (Pazos & Palacios, 1985 ; Pazos et al., 1985).
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De nombreuses études ont montré que la sérotonine agit a tous les niveaux du systéme
auditif, de la cochlée (Tadros et al., 2007 ; Thompson et al., 1994 ; Hall et al., 2011) au cortex
auditif : Une étude a montré que la sérotonine facilitait I'induction de la LTP au niveau des
synapses du cortex auditif de rats, particulierement lorsque ce sont les récepteurs 5-HT2R and
5-HT3R qui étaient activés (contrairement aux récepteurs 5-HTiR) (Lee et al., 2018). Enfin,
Garcia-Oscos et al, ont montré in vitro que I'application de 5HT réduisait I'amplitude des
courants post-synaptiques inhibiteurs (IPSCs) évoqués ainsi que I'amplitude et la fréquence
des courants spontanés et miniatures, ce qui permettrait de conclure que la 5-HT induit une
inhibition pré-synaptique et une réduction de la transmission GABAergique post-synaptique
médié par les récepteurs 5-HTiR et 5-HT;R au niveau de la couche II/lll du cortex auditif
(Garcia-Oscos et al., 2015).

Les effets sous-corticaux de la sérotonine ont été principalement décrit au niveau du colliculus
inférieur. L'application iontophoretique de sérotonine conduit la plupart du temps a des
diminutions de réponses évoquées par des sons purs (Hurley & Pollak, 1999, 2001) bien que
des effets facilitateurs aient aussi été observés (Hurley & Pollak 2001). Les réponses évoquées
par des « FM sweeps » sont aussi souvent diminuées, de méme que les réponses a des
vocalisations de chauve-souris (Hurley & Pollak 2001, 2005a). La latence des réponses
évoquées est souvent modifiée mais elle peut étre soit augmentée soit diminuée (Hurley &
Pollak, 2005b). L'effet de I'application iontophorétique de la sérotonine a aussi été étudié dans
les neurones du noyau cochléaire chez le rat (Ebert & Ostwald, 1992). La 5-HT a aussi produit
une diminution de l'activité spontanée dans la majorité des neurones enregistrés. Un effet
excitateur a également été observé, avec une latence plus longue que celle de l'inhibition,
dans 40% des neurones, et parfois les deux effets (inhibition pendant la phase d’application,
et excitation (supérieure a la phase controle) pendant la phase de récupération) sur un méme
neurone. Cela montre qu’au niveau du noyau cochléaire les neurones semblent avoir des
réactivités différentes a la 5-HT.

IV. L’Ocytocine (OT)

Un autre neuromodulateur qui est central par rapport au sujet de ma thése, est I'Ocytocine.
Principalement synthétisée et sécrétée par les noyaux paraventriculaire (PVN) et
supraoptique (SON) de I’'hypothalamus, elle est souvent appelée hormone post-hypophysaire
car elle est excrétée aussi par I’hypophyse postérieure (Lee et al., 2009), bien qu’elle agisse a
la fois au niveau central et périphérique, comme la plupart des neuromodulateur.
Classiquement, on appelle hormones les molécules sécrétées par des glandes endocrines
(hypophyse, glandes surrénales, pancréas, systemes reproducteurs, etc.) qui sont donc
libérées dans le sang pour agir dans tout le corps. Ces mémes molécules sont appelées
neuromodulateurs lorsqu’elles sont libérées par des (noyaux de) neurones pour agir sur le
systeme nerveux.
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Figure 10 : Projections du systéme ocytoninergique

A: Neurones de I’hypothalamus projetant (en rouge) vers différentes structures du cerveau (Tronc
cérébral, hippocampe, amygdale, noyau suprachiasmatique (SCN), noyau accubens (Nac), cortex
cingulaire antérieur (ACC), strie terminale (BNST))

B : Les neurones du noyau paraventriculaire (PVN) et du noyau supraoptique (SON) (en rose) projettent
vers I’hypophyse postérieur (neurones rouge) pour libérer I’'OT dans le réseau sanguin. Ces mémes
neurones libérent aussi I'OT de facon diffuse vers des structures plus éloignées. D’aprés Meyer-
Lindenberg et al., 2011

C: Schéma des structures cibles de I'OT représenté chez le rat apres observation d’expression de
récepteurs a ocytocine sur ces structures (« OXT release ») ou observation des prolongements
neuronaux du PVN par infection virale (« OTX projections ») D’aprés Jurek & Neumann, 2018

a. Role périphérique

Les effets de I'OT ont été observés pour la premiere fois par Henry Dale il y a plus de 100 ans
lors d’une étude sur son action dans la contraction utérine (Dale, 1906). Elle principalement
connue pour étre est libérée en grande quantité, apres la distension du col de l'utérus, au
niveau des muscles lisses de I'utérus pendant le travail pour faciliter la naissance du nouveau-
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né, mais aussi au niveau des glandes mammaires pour provoquer |'éjection de lait, apres
stimulation des mamelles. Une étude a montré qu’elle n’était cependant pas indispensable a
la réalisation d’un accouchement (Douglas et al., 2002), mais qu’elle pouvait jouer un role
dans la durée de I'accouchement et, chez le rat, du délai entre I'arrivée des nouveau-nés
(Antonijevic et al., 1995). Récemment, il a été montré que I'OT joue également un role dans
la douleur en favorisant les effets analgésiques survenant au niveau de la moelle épiniére
(Tracy et al., 2015). Des neurones parvocellulaires de I’"hypothalamus semblent agir sur les
neurones sensoriels de la moelle épiniére en inhibant les informations nociceptives remontant
vers celle-ci (Eliava et al., 2016). Par exemple, |'étude de Nishimura et collégues montre que
la ligature partielle du nerf sciatique induit une augmentation de la synthése d'OT dans
I'hypothalamus, et de son activité dans I'hypophyse postérieure et la moelle épiniére
(Nishimura et al., 2019).

b. Réle central

L'Ocytocine est synthétisée dans les neurones de I’"hypothalamus avec la vasopressine (AVP).
Ces deux peptides composés de 9 acides aminés sont trés proches puisqu’ils ont 7 acides
aminés en commun (Gimpl & Fahrenholz, 2001). Aprés leur synthese, ils sont stockés dans de
grandes vésicules a noyau dense (LDCV) répartis dans le soma, les dendrites et les axones des
neurones PVN et SON libérant soit I'OT soit I’AVP. Ces grandes vésicules a coeur dense (LDCV)
d’OT ou d’AVP sont exocytées en réponse a des concentrations fortes de Ca%* intracellulaire
(Stoop, 2012). Dans le PVN, deux populations de neurones ont été identifiées : les neurones
magnocellulaires qui projettent surtout vers I'hypophyse postérieure et les neurones
parvocellulaires qui innervent plutot le SNC. Cependant, il a été montré que des neurones
magnocellulaires chez les poissons, les oiseaux et les mammiféres projettent également vers
des cibles du cerveau antérieur.

Dans le cerveau, les neurones OT projettent dans de nombreuses régions différentes. La
cartographie des fibres OT révele la grande étendue de I'action de I'ocytocine dans le cerveau,
ainsi que dans la moelle épiniere. En marquant les neurones OT par une injection virale
couplée a un fluorochrome (Venus) dans le PVN et le SON chez le rat, d’importantes
projections dans le cerveau ont été relevé (Knobloch et al., 2012) : plusieurs noyaux
thalamiques paraventriculaires, I'hippocampe dorsal et ventral, le systeme limbique
(subiculum, noyaux septaux latéraux, amygdale), de nombreux cortex (entorhinal, frontal
associatif, préfrontal, ...), les bulbes olfactifs, les ganglions de la base, le noyau gris central
mésencéphalique, la substance noire, le locus coeruleus, le noyau du raphé, etc. La méme
analyse réalisée chez des souris Oxt-IRES-Cre (YFP) a montré aussi des projections vers les
cortex auditif, visuel, somatosensoriel, et I'hippocampe (Mitre et al., 2016).

Le mécanisme de libération d'OT dans le cerveau n'est pas bien connu. Il pourrait se produire
par une libération non synaptique a partir de terminaisons axonales (Grinevich et al., 2015 ;
Chini et al., 2017) ou a partir des dendrites et soma neuronaux (Ludwig & Leng, 2006), en
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atteignant les régions cérébrales voisines par diffusion paracrine ou par diffusion volumique a
travers les tissus, ou via le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Carter 2014). Dans le LCR, I'OT est
naturellement présent a des concentrations de 10-50 pmol/L, et sa durée de demi-vie y est
plus longue (28 min) que dans le sang (1-2 min) (Jones & Robinson, 1982 ; Meyer et al., 1987).
Récemment, deux études ont montré que I'OT pouvait se fixer a une protéine de transport
(membre de la superfamille des immunoglobulines des récepteurs de reconnaissance de
formes) appelée RAGE (Yamamoto et al., 2019). Cette protéine existe sous différentes formes :
elle peut étre liée a la membrane (MRAGE) des cellules endothéliales des capillaires de la
barriére hémato-encéphalique (BHE) et permet donc le passage de I’OT des vaisseaux vers le
milieu extracellulaire du cerveau (Higashida et al., 2019) ; ou elle peut étre sous forme soluble
(esRAGE) pour qu’une fois I'OT fixée, la protéine transporte I'OT dans tout le systeme
vasculaire. En administrant de I'OT a des souris KO pour RAGE, Yamamoto et collégues n’ont
observé aucune augmentation de la concentration d’OT dans le cerveau ainsi qu’un déficit en
comportement social, notamment le comportement maternel (Yamamoto et al.,, 2019).
Munesue et al., en 2021, ont aussi montré qu’aprés administration intranasale d'OT, la
concentration d'OT avait sensiblement augmenté (non significatif) dans [|'espace
extracellulaire du cortex préfrontal (mPFC) grace a RAGE, et que la voie nasale et les voies
plasmatiques sont toutes deux dépendantes de RAGE. lls ont aussi montré, in vitro, que
MRAGE et esRAGE avaient toutes deux des fonctions complémentaires et essentielles dans le
transport de I'OT (Munesue et al., 2021). La méme équipe a montré ensuite que la délétion
du géne codant pour RAGE induisait une hyperactivité chez les souris males, et un
comportement maternel altéré chez les souris méres surtout aprés exposition a un stress
externe ou endogene (contrainte corporelle ou l'exposition a un nouvel environnement)
pendant les premiers jours de la période post-partum (Gerasimenko et al., 2021).

Le récepteur a OT (OTR) est un récepteur RCPG, couplé a une protéine G de type Gg ou Go/Gi.
Chez les mammiferes, au niveau périphérique, il est situé aux niveaux des appareils génitaux
masculins et féminins, du tissu mammaire, du rein, du cceur et du systeme cardio-vasculaire,
du thymus, du pancréas, des glandes surrénales ou encore du tissus adipeux (Gimpl &
Fahrenholz, 2001). Au niveau central, les OTRs semblent présents dans de trés nombreuses
structures, comme récemment résumé par Mitre et collégues chez la souris male, femelle
vierge et mére (Mitre et al., 2016). Une expression dimorphique du nombre de récepteurs a
I'OT et de la liaison entre I'OT et son récepteur sont observée dans certaines régions du
cerveau ou I'OT est connue pour avoir des effets comportementaux. Globalement,
I'expression des OTRs est plus élevée chez les femelles (Carter, 2007 ; Insel et al., 1991 ;
Tribollet et al., 1997 ; Zingg & Laporte, 2003), et leur action dépend fortement des hormones
stéroides et du sexe. Par exemple, des études ont montré que les récepteurs a I'cestrogéne
étaient présents sur les neurones magnocellulaires du PVN et du SON (Forsling et al., 2003 ;
Hrabovszky et al., 2004) et que I'cestrogéne régulait I'expression de I'OT au niveau du
promoteur du géne de I'OT (Mohr & Schmitz, 1991 ; Richard & Zingg, 1990). Du fait de la
présence de ces récepteurs en trées grand nombre dans le systeme limbique (hippocampe,
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amygdale, etc.), les cortex préfrontal, auditif, et pyriforme, ainsi que dans le bulbe olfactif,
I’OT a suscité un grand intérét dans les recherches visant a établir son implication en tant que
modulateur de comportements sociaux et des liens sociaux. Chez le rongeur, de nombreuses
études sur I'OT et son récepteur ont montré leur réle dans la mémoire sociale (Ferguson et
al., 2000, 2001 ; Macbeth et al., 2009 ; Oettl et al.,, 2016), les comportements sexuels
(Caldwell, 1992 ; Nakajima et al., 2014 ; Ackerman et al., 1997), le comportement parental
(Keebaugh et al., 2015, Yoshihara et al., 2018), la monogamie chez le campagnol (Insel &
Shapiro, 1992 ; Winslow et al., 1993, Duchemin et al., 2017), ou encore la réponse au stress
(Jezova et al., 1995 ; Gibbs 1984 ; Williams et al., 1985). Gimpl et Fahrenholz, en 2001, avaient
résumé des études sur les effets comportementaux de I'OT chez 4 mammiféres et chez
I'Homme (voir Table 5 dans I'étude de Gimpl & Fahrenholz, 2001), mais d’autres revues et
études ont depuis complété ou validé les effets de I'OT chez les mammiféres, dont 'Homme
(Lee et al., 2009 ; Jurek & Neumann, 2018 ; Kendrick et al., 2018)

Certains effets observés chez le rongeur et résultant d’une action de I'OT ont aussi été
retrouvé chez 'Homme, comme son rdle dans la mémoire sociale (reconnaissance des
visages : Guastella et al., 2008 ; Savaskan et al., 2008), |la réponse au stress (I’anxiété : Legros,
2001 ; Heinrichs et al., 2003), mais aussi dans certains troubles comportementaux. Les liens
entre I'OT et deux troubles du développement amenant a un dysfonctionnement social
profond, l'autisme et la schizophrénie (Bakermans-Kranenburg & Van | Jzendoorn 2013 ;
Cochran et al., 2013; Guastella & Hickie, 2016 ; Meyer-Lindenberg et al., 2011 ; Striepens et
al.,, 2011) ont particulierement été étudiés. Tout d’abord, un certain nombre d'études ont
rapporté des concentrations d'ocytocine anormales dans des échantillons de sang ou de LCR
chez des enfants ayant des troubles du spectre autistique (Modahl et al., 1998 ; Yrigollen et
al., 2008 ; Andari et al., 2010 ; Husarova et al., 2016 ; Zhang et al.,, 2016) et des sujets
schizophrénes (Beckmann et al. 1985; Goldman et al., 2008), bien que certaines études aient
montré qu’il n’y avait pas forcément de différences de concentration en OT dans le LCR
(Glovinsky et al., 1994 ; Sasayama et al., 2012). Hollander et collegues ont ensuite été les
premiers a utiliser I'ocytocine comme thérapeutique pour traiter les problémes sociaux chez
des adultes autistes (ASD) : Lorsque des doses intraveineuses d'ocytocine ont été administrées
chez des patients ASD lors de certaines tdches comportementales, une réduction des
comportements répétitifs (Hollander et al., 2003) et une amélioration de I'apprentissage de la
parole ont été observé chez ces patients par rapport a ceux auxquels on avait administré d’un
placebo (Hollander et al. 2007). L'administration d’OT intranasale a ensuite été utilisée en
grande partie en raison de sa tolérance et de sa facilité d'utilisation. Il a été démontré a
plusieurs reprises que des doses uniques d'OT intranasales amélioraient les mécanismes jugés
importants pour la cognition et les comportements sociaux. Andari et al., en 2010, ont montré
gu'une dose unique d'ocytocine intranasale administrée a des adultes ASD entrainait une
augmentation du temps passé a regarder les yeux de visages présentés, et une amélioration
de la prise de décision sociale dans un jeu informatique coopératif et social par rapport a un
placebo. D’autres études ont montré le méme effet sur la reconnaissance des émotions
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(Guastella et al., 2010) ou la perception et la motivation sociale (Gordon et al., 2016) chez des
enfants autistes. De méme, pour la schizophrénie, un certain nombre d'études ont mis en
évidence comment des doses uniques d'OT intranasales peuvent améliorer les performances
socio-cognitives (Brambilla et al., 2016 ; Guastella et al., 2015b ; Shilling & Feifel, 2016) de ces
patients.

De plus, certaines études chez le rongeur ont montré que I'utilisation d'antipsychotiques tels
gu’un antagoniste de la sérotonine (Amperozide) ou un agoniste partiel de la sérotonine
(Clozapine) augmentent considérablement les taux plasmatiques d'OT (Uvnas-Moberg et al.,
1992), ce qui pourrait indiquer de I’OT agit comme un antipsychotique naturel. D’ailleurs, des
études chez I'animal ont démontré que des liens anatomiques spécifiques existent entre I'OT
et la sérotonine (5-HT). Les fibres sérotoninergiques provenant des noyaux raphé dorsal et
médial du tronc cérébral projettent vers les neurones magnocellulaires dans les noyaux
paraventriculaires et supraoptiques de I'hypothalamus, ou I'OT est libérée (Sawchenko &
Swanson, 1983). Dans cette région, les fibres 5-HT se chevauchent et suivent la distribution
des cellules OT (Emiliano et al., 2007). De plus, dans les noyaux du raphé, zone centrale de la
synthése de la 5-HT, les neurones sérotoninergiques possédent des récepteurs OT qui
modulent la libération de la 5-HT (Yoshida et al., 2009). L'OT semble avoir un réle important
dans la régulation inhibitrice des voies sérotoninergiques (Mottolese et al., 2014).

c. OT et comportement maternel chez le rongeur

Un des effets connu et tres étudié de I'ocytocine est son réle dans le comportement maternel.
Chez le rongeur, le comportement maternel le plus connu (et le plus facilement quantifiable)
est celui qui consiste a ramener les nouveau-nés lorsqu’ils sont sortis du nid. Cependant,
d’autres comportements peuvent s’observer comme toiletter les nouveau-nés
(« grooming »), les couvrir et les protéger (« crouching »), ou encore la fabrication d’un nid
(comportement pre-partum).

De nombreuses études qui étudient le lien entre la parturition et le comportement maternel
concluent que la présence en trés grande concentration d’OT lors de la parturition et post-
partum induit directement un comportement maternel (Pedersen et al., 1982; Pedersen &
Boccia, 2003), bien qu’on ne puisse pas faire de lien direct entre la libération d’OT au niveau
périphérique permettant la contraction utérine ou I'allaitement, et la sécrétion d’OT dans le
cerveau. En 1979, Pedersen et Prange ont d'abord démontré que l'injection d'OT dans les
ventricules latéraux de rates ovariectomisés (et vierges) induisait, de facon surprenante, un
comportement maternel (Pedersen & Prange, 1979). Cependant I'absence totale d’OT chez
des souris meéres, n‘a pas donné de résultats concluants au niveau du comportement
maternel. Tout d’abord, I'équipe de Thomas Insel ont observé que les nouveau-nés des souris
meéres Oxt-/- ne survivaient pas au bout de 24h a cause de I'absence d’éjection de lait chez ces
souris knock-out (KO), mais ils ont néanmoins observé un comportement maternel normal par
rapport aux souris controles, durant les quelques heures post-partum ou apres injection
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intrapéritonéale d’OT (Nishimori et al., 1996 ; Young et al., 1997). A la suite de ces
observations, des souris KO conditionnelles ont été créées, mais la encore aucun déficit
notable de comportement maternel n’a été observé comparé a des souris controles (Lee et
al., 2008 ; Macbeth, Stepp and al., 2010). Enfin, seuls des déficits de comportement maternel
mineurs ont été observé chez des souris KO pour le récepteur a I’'OT (Oxtr-/-) avec des latences
plus longues a ramener les petits au nid, une augmentation de la latence pour les couvrir
(« crouching ») et une durée plus courte de « crouching » par rapport a des souris controles
(Takayanagi et al., 2005).

Dans des conditions normales, 'OT a donc plutét un réle facilitateur du comportement
maternel chez les souris mére, comportement qui semble exister méme avant la parturition
(Pedersen et al., 1994). Cela se traduit aussi par une augmentation du nombre de OTRs dans
de nombreuses structures chez méres par rapport aux vierges (chez le campagnol : Insel, 1986
et 1992 ; chez la souris: Mitre et al. 2016) et une augmentation de la libération d’OT
notamment au niveau du septum ventral (Landgraf & Ludwig, 1991), du SON (Caldwell et al.,
1987 ; Landgraf et al., 1992 ; Mezey & Kiss, 1991), et du PVN (chez la souris : Caldwell et al.,
1987 ; chez le campagnol : Wang et al., 2000). Pour terminer, si Pedersen et Prange avaient
montré en premier que l'injection d'OT au niveau des ventricules latéraux induisait un
comportement maternel chez le rat, d’autres études ont été faites par la suite chez la souris
pour montrer ce réle. D’abord McCarty et al. ont montré une suppression de la réaction
d’infanticide chez les souris femelles vierges (comportement connu) aprés injection
systémique ou intraveineuse d’OT (McCarthy et al., 1986 ; McCarthy, 1990), puis d’autres
études ont montré un meilleur apprentissage du comportement de ramener les nouveau-nés
sortis du nid lorsqu’on administrait de I'OT a des femelles vierges. En 2017, une étude a
mesuré le taux d’OT dans l'aire pré-optique (POA) de souris vierges et a montré que le taux
d’OT était plus élevé chez des souris vierges qui avaient été exposé a des nouveau-nés
plusieurs jours et qui les ramenaient au nid plus rapidement, que des souris vierges qui
n’avaient été en présence de nouveau-nés qu’une seule fois (Okabe et al., 2017). Enfin, en
2015, une étude a montré que des souris vierges a qui on a administré de I'OT dans le cortex
auditif gauche ou stimulé optogénétiguement les neurones PVN dans le cerveau, avaient un
pourcentage de rassemblement des nouveau-nés plus rapide (tests sur 3 jours) et plus grand
comparé a des souris a qui on avait administré du sérum physiologique (Marlin et al., 2015).
De plus, 'administration d’'un antagoniste du récepteur de I'ocytocine dans le cortex auditif
gauche de souris expérimentées (ayant déja réalisées la tache) n'a pas altéré les
performances, ce qui indiquerait que I'OT dans le cortex auditif facilite I'apprentissage initial
de la détection des vocalisations des nouveau-nés mais lorsque cette plasticité est installée
dans le cortex auditif son réle serait moins important. Pour finir, Marlin et ses collegues ont
analysé les réponses des neurones du cortex auditif et ont montré que I'OT associé a la
présentation de vocalisations de nouveau-nés est capable de modifier la balance
excitation/inhibition des neurones corticaux. lls ont aussi remarqué que le taux de décharge
des neurones des souris vierges « naives » était moins élevé que celui des vierges
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expérimentées ou des meres en réponse aux vocalisations de nouveau-nés. D’apres leur
étude, ce taux de décharge peut étre augmenté en appliquant de I'OT dans le cortex auditif
qui agirait comme un modulateur qui faciliterait la réponse excitatrice des neurones,
potentiellement par une désinhibition des neurones corticaux excitateurs.

d. Mécanisme d’action de I'OT

L’équipe de Robert Froemke a ensuite étudié le mécanisme d’action de I’'OT au niveau de trois
structures (in vitro, sur des tranches de SNC) : le PVN de I'hypothalamus, le cortex auditif et le
cortex piriforme. lls ont montré encore une fois que I'OT a un effet désinhibiteur dans les trois
structures ce qui facilite des réponses évoquées (Mitre et al., 2016). lls ont aussi démontré
dans cette étude que ce mécanisme d’action de l'ocytocine joue un réle dans la
potentialisation a long terme (LTP) dépendante des récepteurs NMDA.

Une autre étude s’intéressant au réle de I'OT au niveau des systémes sensoriels a montré que
les animaux privés d’informations dans une modalité sensorielle (souris nées et élevées dans
le noir ou sans vibrisses) ont une synthése et une libération réduite d’OT par les neurones PVN
de I'hypothalamus, ainsi qu’un taux de décharge des neurones plus faible dans au niveau du
cortex sensoriel correspondant a la privation (cortex visuel primaire (V1) ou cortex
somatosensoriel (S1)), mais aussi dans les autres cortex ou il n’y a pas eu de privation (Zheng
et al., 2014). Cependant, lorsqu’ils ont appliqué in vivo ou in vitro de I’OT sur S1 I'équipe a pu
retrouver un taux de décharge (une augmentation de la fréquence des mEPSC) plus élevé dans
S1 par rapport aux souris sans vibrisses mais aussi par rapport aux souris contréles. lls ont ainsi
conclu que I'ocytocine interviendrait dans la plasticité synaptique corticale dans des situations
comportementales comme la découverte d’'un nouveau partenaire (Choe et al., 2015) ou la
présence de nouveau-nés.

Oettl et ses collegues, en 2016, ont d’ailleurs montré que la libération endogéne d’OT par les
neurones du PVN, augmentait I'exploration olfactive puis la reconnaissance de deux rats de
méme sexe, ainsi que le taux de décharge des neurones du noyau antérieur olfactif (AON) qui
projettent vers les cellules inhibitrices granulaires du bulbe olfactif (Oettl et al., 2016). Le taux
de décharge des neurones AON a d’ailleurs été augmenté lorsqu’ils ont appliqué un agoniste
des récepteurs a I'OT (TGOT) avec une augmentation du rapport signal sur bruit des cellules
granulaires, ce qui suggére que les OTRs agissent sur les neurones AON pour moduler
finement les informations olfactives nouvelles impliquées dans la mémoire sociale.

Le cortex préfrontal (PFC) est impliqué dans un large éventail de comportements sociaux, y
compris la mémoire sociale (Bicks et al., 2015), la motivation sociale (Moy et al., 2004), la
reconnaissance sociale (Thor & Holloway, 1982), ou encore les interactions sociales (Kim et
al., 2015). Des études ont aussi évalué son lien avec I'OT. Tout d’abord, il a été montré que le
cortex préfrontal médian (mPFC), particulierement impliqué dans la mémoire sociale, recoit
une contribution directe des neurones libérant de |'ocytocine (Knobloch et al., 2012). Ensuite,
bien que des études antérieures avaient rapporté que le récepteur a I'OT est principalement
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exprimé dans les interneurones positifs pour la famille des hormones corticotropine (CRH) ou
pour la somatostatine dans le mPFC (Nakajima et al., 2014 ; Li et al., 2016), Tan et collégues,
dans une étude récente, ont utilisé I'électrophysiologie, I'imagerie par résonance magnétique
fonctionnelle (IRMf), l'optogénétique in vivo, et des tests comportementaux pour examiner le
réle d'une population de cellules exprimant I'OTR dans le mPFC (Tan et al., 2019). lls ont
constaté que I'OTR est exprimé dans une population mixte d'interneurones GABAergiques
(32,6%) mais aussi de neurones pyramidaux glutamatergiques (46,5%). Des expériences
électrophysiologiques complémentaires ont confirmé ces résultats en démontrant que les
neurones exprimant I'OTR qui avaient un taux de décharge plus élevé lors de I'application
d'ocytocine, présentaient les propriétés morphologiques et électrophysiologiques de
neurones pyramidaux. Si I'activation optogénétique in vitro de leurs axones dirigés vers des
cibles mésolimbiques (I'amygdale basolatérale (BLA)) avait déclenché des EPSC, I'application
d’un antagoniste de glutamate les inhibait ensuite, ce qui prouve que ces neurones étaient
bien glutamatergiques. Enfin, les expériences en optogénétiques in vivo ont montré qu’une
dépolarisation sélective des neurones du PFC connectés au BLA et sensibles a I'OT diminuait
la capacité a distinguer les congénéres nouveaux des congénéres familiers sans affecter la
préférence pour les nouveaux objets ou induire un comportement anxieux (Tan et al., 2019).
Cette étude a permis de révéler une nouvelle population distincte de neurones dans le PFC
qui sont sensibles a I'OT et envoient des projections glutamatergiques directes aux noyaux de
I’'amygdale (connus, entre autres, pour médier le comportement social), ce qui montre ici, que
I’OT joue bien un réle dans les comportements sociaux qui mettent en jeu le systéme cortico-
limbique.

Pour terminer, de nombreuses études se sont intéressées aux mécanismes d’action de I'OT au
niveau de I'hippocampe puisque que des données suggerent que I'OT est impliqué dans la
mémoire (revue de Lee at al., 2009) notamment spatiale (Tomizawa et al., 2003) et la
reconnaissance sociale a long terme (Raam et al.,, 2017 ; Kogan et al., 2020) et que la
concentration en OTRs surtout au niveau de CA2 y est tres importante chez les souris meres
(Mitre et al., 2016). Initialement, Mihlethaler et ses collegues avaient montré en 1984, que
I'OT augmentait le taux de décharge des interneurones inhibiteurs de I’hippocampe
(Mahlethaler et al., 1984). En 2013, Owen et al, ont ensuite démontré que I'ocytocine réduisait
I'activité spontané des neurones pyramidaux du CA1 mais augmentait leur taux de décharge
évoqué (mEPSP), lorsque les fibres collatérales de Schaffer (SC), responsables des connexions
CA3-CA1, étaient stimulées. En appliquant de la bicuculine (antagoniste compétitif des
récepteurs GABAA), I’équipe a prouvé que I'OT agissait sur les interneurones « fast-spiking ».
Cela conduirait a une diminution du taux de décharge spontané et un meilleur rapport signal
sur bruit (évoqué/spontané) ainsi qu’a une meilleure reproductibilité temporelle des
potentiels d’actions a chaque essai de stimulation d’'un méme neurone (Owen et al., 2013).
L'action de I'OT permettrait alors une amélioration du transfert d'informations transmises
dans I’hippocampe ce qui améliorerait le circuit neuronal de la mémoire. Enfin, une étude a
montré que l'absence de I'OTR (OTR-/-) dans I’hippocampe, induit un déficit dans le
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développement de la reconnaissance et la mémoire sociale (Raam et al., 2017) et un déficit
dans le mécanisme d’induction de potentialisation a long terme (LTP). Grinevich & Stoop ont
résumé, en 2018, les études sur I'effet de la modulation de I’OT au niveau de I’hippocampe et
des systémes sensoriel et, inversement, les effets de I'entrée sensorielle sur la signalisation
OT endogene. La contribution du systeme ocytoninergique endogene est vraisemblablement
cruciale dans la modulation de nombreux comportements sociaux qui dépendent des
informations sensorielles (Grinevich & Stoop, 2018). Il a aussi été montré que le
comportement social chez les mammiferes peut activer les neurones a OT de I’hypothalamus
(Hung et al., 2017 ; Resendez et al 2020).

Plus généralement, Busnelli et Chini en 2018 ont montré que la protéines G couplé a I'OTR, et
finalement la cascade intracellulaire des événements provoqués par l'activation d'OTR,
dépendait des niveaux d'expression d'OTR, de la concentration d'OT présente et de
I'expression de sous-unités spécifiques de la protéine G. Il serait donc possible d’observer une
grande variété d'effets en aval de I'activation des OTRs au niveau de différentes structures du
cerveau, en fonction des protéines G et des sous-unités qui y sont exprimées (Busnelli & Chini,
2018).

V. Déreglement de la signalisation calcique intracellulaire induisant des défauts
de libération d’OT ou des problemes de comportements sociaux : Exemple de
la souris KO CD38 et KO TPC

a. Lien entre la protéine CD38 et la sécrétion d’OT

Comme il a été dit précédemment, les grandes vésicules a cceur dense (LDCV) (situées dans le
soma, les dendrites ou les axones) des neurones PVN et SON possedent les réserves d’OT et
sont dépendantes d’une grande concentration de calcium intracellulaire des neurones pour
pouvoir libérer I’OT (Stoop, 2012). La mobilisation du Ca?* a partir des réserves intracellulaires
représente un important processus de signalisation cellulaire qui est régulé par de
nombreuses voies de signalisation. Depuis quelques années, I'enzyme transmembranaire
CD38 a été identifié comme un des composants essentiels de I'augmentation intracellulaire
de Ca?* et de la sécrétion d'OT (Jin et al., 2007 ; Higashida et al., 2012a, 2012b).

Bien que la protéine CD38 ait été décrit pour la premiéere fois comme un antigéne de surface
des lymphocytes (CD signifie Cluster de Différenciation, ou « antigene de différenciation » des
cellules sanguines qui est reconnu par des anticorps), il a depuis été retrouvé dans de
nombreux tissus, notamment le pancréas (Koguma et al., 1994), les yeux (Khoo & Chang,
1999), ou le cerveau (Fernandez et al., 1998 ; Lee, 1999, 2001 ; Lee et al., 1999). CD38 a été
identifié notamment dans les dendrites de nombreux neurones, comme dans les cellules
cérébelleuses de Purkinje, ce qui indique que CD38 est impliqué dans la transduction du signal
des neurones du systeme nerveux central (Mizuguchi et al., 1995). Au niveau cellulaire, il est
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présent non seulement a la surface des cellules mais également dans les organites
intracellulaires (Mizuguchi et al., 1995), et méme le noyau (Adebanjo et al., 2000 ; Khoo et al.,
2000). CD38 a pour role de catalyser la formation de deux seconds messagers essentiels pour
I'activation des réserves intracellulaires de Ca®* (Lee, 2012). Sous la forme CD38 de type llI,
I’enzyme hydrolyse le NAD+, également appelé vitamine B3, en ADPribose et/ou le cyclyse en
ADP-ribose cyclique (cADPR) qui va ensuite agir sur des canaux de type Ryanodine (RyR) situés
principalement a la surface des réticuli sarcoplasmique et endoplasmique (Empson & Galione,
1997 ; Higashida et al., 2001 ; Nam et al., 2020). Et sous la forme CD38 de type Il (avec une
orientation a la membrane inversée a celle du type Ill), 'enzyme transforme le NADP en acide
nicotinique adénine di-nucléotide phosphate (NAADP) qui va ensuite agir sur les canaux de
type Two-Pore Channels (TPC) situés principalement a la surface des endolysosomes (Cosker
et al., 2010 ; Chini et al., 2002 ; Lee, 2012 ; Liu et al., 2017 ; Lin et al., 2017 ; Fang et al., 2018 ;
Park et al., 2019 ; Lee & Zhao, 2019).
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Figure 11 : Mécanismes de réqulation du Ca* intracellulaire par la voie de signalisation CD38

Le NAADP active les TPCs situés sur les endolysosomes, tandis que le cADPR cible les récepteurs de la
ryanodine (RyR) dans le réticulum endoplasmique (RE). Le Ca®* libéré par le NAADP & partir des réserves
endolysosomales peut amplifier la libération de Ca?* intracellulaire induite & partir des réserves RE. Ce
processus est potentialisé par le cADPR grdce a son action sur récepteurs de la ryanodine. CD38 peut
étre coexprimé dans la cellule suivant son orientation a la membrane (type Il ou Ill). D’aprés Lee, 2012.

Par conséquent, ces voies de signalisation du cADPR ou du NAADP dépendants de CD38 jouent
un réle essentiel dans la régulation du calcium intracellulaire (Lee, 2005 ; Cosker et al., 2010)
et méme nucléaire (Bezin et al., 2008). Cancela et colléegues avaient caractérisé pour la
premiere fois le NAADP comme un messager intracellulaire en réponse a une hormone dans
les cellules pancréatiques de mammiféres permettant d’induire une mobilisation forte de Ca®*
intracellulaire (Cancela et al., 1999). Depuis dans d’autres études, différents types de cellules
isolées a partir de souris dépourvues du récepteur CD38 (KO CD38 -/-) ont montré une
altération de I'élévation du NAADP intracellulaire et de la signalisation du Ca?* médiée par le
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NAADP (Rah et al., 2010 ; Kim et al., 2010 ; Cosker et al., 2010). Une plus faible activité du
cADPR a aussi été observé dans les neurones de I’hypothalamus et de neurohypophyse des
souris KO CD38-/- (Salmina et al., 2010 ; Jin et al., 2007).

C’est a partir des résultats selon lesquels chez les souris KO CD38-/- la sécrétion d’OT dans le
sang était réduite et les capacités de comportement social telles que la mémoire sociale
étaient altérées, que Jin et ses collegues, en 2007, ont émis I'hypothese que CD38 joue
également un réle important dans la libération intracérébrale d’OT (Jin et al., 2007 ; Salmina
et al., 2010 ; Higashida et al., 2012a, 2012b). Cette hypotheése a été confirmé par des études
humaines associant des polymorphismes nucléotidiques uniques (SNP) du géne CD38 humain
aux troubles du spectre autistique (Munesue et al., 2010), méme si les taux plasmatiques d'OT
n’ont pas été forcément retrouvé diminués chez les sujets avec la mutation. A la suite de leurs
expériences chez la souris, I'équipe d’Haruhiro Higashida a caractérisé un mécanisme possible
induisant la libération d’OT par les neurones de I’hypothalamus : a la suite d’un stress social
ou par I'OT elle-méme, le messager cADPR via CD38 et le canal cationique TRPM2 (sensible au
cADPR produit par CD38 et aussi a la chaleur) co-régulent la libération d’OT en augmentant le
taux de Ca?* intracellulaire a partir de réserves calciques (réticuli sarcoplasmiques) possédant
des récepteurs a la Ryanodine (RyR) dans les neurones de I’hypothalamus (Zhong et al., 2016 ;
Higashida et al., 2019). Cette libération d’OT permet alors de répondre a ce stress social en
induisant un comportement social adapté (Shabalova et al., 2020).

Récemment, notre équipe s’est aussi intéressée a la souris KO CD38-/- et aux
dysfonctionnements observés a la fois au niveau comportemental et au niveau du cortex
préfrontal (PFC). Un article, publié en 2019, résume les observations a plusieurs niveaux
(physiologique, cellulaire, anatomique et comportemental) concernant les différences entre
la souris males CD38-/- et une souris WT, ayant principalement un fond génétique C57BL/6
(Martucci et al. 2019). Notre équipe a montré tout d’abord des altérations du volume du
cerveau chez la souris CD38-/-, avec un développement anormal du cortex préfrontal associé
a un déséquilibre de la balance Excitation-Inhibition des neurones qui penche en faveur d’'une
excitation plus élevée, accompagnée d’une plasticité synaptique altérée dans le PFC. De plus,
la concentration d’OT et de plusieurs monoamines sont significativement différentes d’une
souris WT : le taux d’OT était significativement plus bas dans le sang et la concentration de la
norépinéphrine (NE), de la 5-HT, et de deux dérivés de la dopamine, l'acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC), et I'acide homovanillique (HVA) étaient significativement
plus élevés dans le PFC. Pour finir, la souris male CD38 -/- montrait des altérations
comportementales dans lesquelles le cortex préfrontal est connu pour jouer un réle : Lorsque
des tests d’interactions sociales ont été effectués, la souris KO adulte avait des temps de
contact avec une souris dite « nouvelle » qui diminuent avec le temps, mais une agressivité
accrue et une communication acoustique nettement diminuée (mesurée par la quantité
d’USV). Pour les tests mesurant I'anxiété (mesure de la latence d’entrée entre une zone
éclairée et une zone sombre ; mesure sur un labyrinthe sur-élevé du temps passé dans les bras
ouverts ; mesure de la distance parcourue et du temps passé au centre d'un «open-field») et
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le conditionnement de la peur (mesure du «freezing» en conditionnement de peur
contextuel), la souris CD38-/- avait une réactivité émotionnelle plus élevée qu’une souris WT,
mais cependant l'apprentissage de peur conditionnée et sa mémorisation (mesure du
«freezing» en conditionnement de peur testée 24h plus tard) n’était pas altérés. L'étude de
Martucci et collégues a donc permis de mettre en évidence I'implication de CD38 au niveau
de la plasticité synaptique des neurones du cortex préfrontal, mais il a aussi montré son impact
sur la concentration en OT et monoamines qui modulent le PFC et donc les comportements
sociaux contrélés, entre autres, par le PFC.

b. Les canaux de type Two-Pore Channel (TPC)

Par la suite, notre équipe s’est intéressée plus particulierement a un canal en aval de la voie
CD38, le canal endolysosomal Two-Pore Channel (TPC), qui est connu depuis que les équipes
d’Antony Galione et Michael X. Zhu I'ont caractérisé comme cible du NAADP en 2009 (Calcraft
et al., 2009 ; Galione et al., 2009). Cette protéine ubiquitaire posséde 12 segments
transmembranaires putatifs (TM) qui sont séparés en deux domaines homologues de six
segments TM, chacun avec une boucle hydrophobe intermédiaire entre le cinquiéme et le
sixitme segments (Figure 12). lls fonctionnent comme des dimeres avec chacune des deux
sous-unités de protéine TPC contenant deux domaines formant des pores. Cette organisation
6-TM ressemble a celle de tous les membres de la famille de canaux cationiques voltage-
dépendants 4-TM et 6-TM (Yu et al., 2005), la séquence des domaines TM du canal TPC étant
plus proche de celle des canaux Ca?* et Na* voltage-dépendants que de celle des canaux K*.
Trois geénes TPCN ont été identifiés chez les animaux et chez les plantes (seulement TPC1). Le
fait que les canaux TPC apparentés soient largement exprimés dans les plantes suggére qu'il
s'agit d'une ancienne famille de canaux ioniques qui existait avant la divergence des plantes
et des animaux. En revanche, une recherche du génome humain et du chimpanzé n'a révélé
gu'environ un tiers de la séquence du géne TPCN3, et chez le rat et la souris le gene TPCN3 est
complétement absent, ce qui suggere que TPCN3 n'est pas présent chez toutes les espéces de
mammiferes. D'autre part, les génes TPCN sont inexistants chez certaines espéces animales,
telles que les mouches et les nématodes, ce qui indique que ces canaux ne seraient pas
essentiels a la survie cellulaire de tous les organismes vivants (Galione et al., 2009 ; Brailoiu et
al., 2010).

a7



1

A Human Chr C Human Chr
Mouse Chr 5 HHEEE EE 2 Mouse Chr 7 [10] 11 i8] [16] [i8]
CEN N

Tpen2

Figure 12 : structure génétique et protéique de TPC
1: Localisation chromosomique et structure des
genes TPC1 (A) et TPC2 (C) de la souris. (haut) Les
localisations chromosomiques principales des
mémes génes chez I’Homme (Chinwalla et al.,
2002) par rapport a la souris sont indiquées par les
couleurs. (bas) Les génes zoomés (Tpcnl1A, Tpcn1B,
Tpcn2) représentent par des barres I'organisation
des séquences d’exons des genes et par la ligne
horizontale les introns. Les rectangles gris
correspondent aux régions UTR.

2 : Topologie et structure des protéines TPC.

(A)  Organisations des deux domaines
transmembranaires. S1-S6 représentent les 6
hélices de chaque domaine, et P représente I’hélice
pore. 54 possede les résidus de charges positives
permettant de faire passer les cations par le pore.
(B) Structure du canal TPC dimérique. Les
monomeres (hélices) de chacune des deux protéines sont colorées en marron ou en beige. La région du
pore est en gris. La fleche représente le flux ionique de la lumiére du canal vers le cytoplasme.

D’apres Ruas, Galione & Parrington (2015).

Les canaux TPC ont été identifié comme une famille de canaux cationiques exprimés a la
surface de la membrane des endo-lysosomes (Calcraft et al., 2009). Plus précisément, le canal
TPC2 est localisé principalement a la membrane des lysosomes, tandis que TPC1 (et TPC3)
montre une distribution plus large au niveau des endosomes et tout le systeme endolysosomal
(Calcraft et al., 2009 ; Ruas et al., 2014 ; voir Figure 13). De nombreuses études sont d’accord
sur le fait que les canaux TPC sont les principales cibles de l'acide nicotinique adénine
dinucléotide phosphate (NAADP). La mobilisation du CaZ* a partir des réserves intracellulaires
représente un important processus de signalisation cellulaire qui est régulé, dans les cellules
de mammiferes, par l'inositol-1,4,5-trisphosphate (InsPs), le cADPR et le NAADP. L’InsPs et
cADPR provoquent surtout la libération de Ca?* a partir des réserves du réticulum
sarcoplasmique/endoplasmique par |'activation des récepteurs InsP3 et Ryanodine (InsP3Rs et
RyRs). En revanche, la nature des réserves intracellulaires ciblées par le NAADP et l'identité
moléculaire des récepteurs du NAADP n’étaient pas encore certaines (Cancela et al., 2003 ;
Galione & Churchill, 2002), bien que d’autres études indiquent que le NAADP mobilise le Ca?*
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a partir des compartiments acides liés aux endosomes et lysosomes (Churchill et al 2002 ;
Menteyne et al., 2006 ; Cosker et al., 2010). Le NAADP régule donc le stockage et la libération
de Ca%* endolysosomal via les TPC qui peuvent ainsi déclencher une nouvelle libération de Ca?*
plus importante des réserves du réticulum sarcoplasmique/endoplasmique (RS/RE), induite
par I'activation des IP3Rs et RyRs (Cancela 2001 ; Calcraft et al., 2009, Ruas et al., 2010), par le
mécanisme de libération du calcium induite par le calcium (CICR) (Bardo et al., 2006). Zhu et
collegues ont démontré que la phase initiale des modifications transitoires intracellulaires de
Ca?* représente la mobilisation du Ca?* a partir des réserves acides (endo-lysosomes) tandis
que la phase secondaire résultait de la libération de Ca?* 4 partir des réserves RE via IP3R (Zhu
et al.,, 2010). A noter que deux études ont essayé de remettre en cause les affirmations
avancées par la majorité des études en affirmant que les canaux TPC ne sont ni des canaux
Ca?*, ni régulés par le NAADP (Wang et al., 2012 ; Cang et al., 2013). Dans ces études, les
canaux TPC sont activés par le phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate (PI(3,5)P2) et bloqués
par I’ATP sensor, et libérent principalement du Na* : les canaux TPC seraient donc selon eux
des « canaux cationiques non sélectifs » plutét que des canaux sélectifs au Ca%* (Morgan &
Galione, 2014).

Cependant les études de Margarida Ruas ont montré que la perte des canaux TPC1 et TPC2
endogénes abolissent les réponses Ca®* dépendantes du NAADP et qu’en revanche, les
courants stimulés par PI(3,5)P2 n'étaient dépendants qu’en partie des TPC, confirmant que les
TPC sont bien des canaux perméables au Ca®* indispensables pour la signalisation NAADP
(Ruas et al., 2015)(Figure 13). L'étude de Gerndt et collegues s’est intéressée uniquement a
TPC2, et a conclu que la sélectivité de TPC2 n'est pas fixe mais dépend plutot de son activateur
(agoniste). Il peut étre perméable a différents ions en réponse a différents ligands activateurs
(Gerndt et al., 2020). De plus, deux études en 2010 et 2014 indiquent que les canaux TPC1 et
TPC2 ont des réles importants mais distincts dans la voie endolysosomale (dans des
fibroblastes embryonnaires ou des cellules de rein embryonnaires). Les résultats suggerent le
canal TPC1 joue un réle dans les voies de transport rétrograde ou de trafic endolysosomal
(Ruas et al., 2010 ; Ruas et al., 2014), car il est plus souvent localisé au niveau des endosomes
de recyclage et endosomes précoces, tandis que TPC2 qui est principalement localisé au
niveau des endosomes/lysosomes tardifs (Ruas et al., 2014, 2015).
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Dans toutes les cellules, le systéeme endolysosomal sert de portail d'entrée et de sortie
cellulaire qui équilibre les flux de trafic impliqués dans l'internalisation et I'exportation, la
biosynthese ou encore la dégradation. Le canal TPC est situé sur la membrane des endo-
lysosomes et joue donc un réle fondamental a la régulation de ces différents flux de transport
(Marchant & Patel, 2015). Des roles supplémentaires pour les TPC ont été identifiés dans le
trafic membranaire (Ruas et al., 2010 ; Ruas et al., 2014), l'autophagie (Lu et al., 2013 ; Lin et
al., 2015), la détection des nutriments (Cang et al., 2013), I'exocytose (Davis et al., 2012),
I'angiogenése (Favia et al., 2014), la fécondation et I'embryogenése (Ramos et al., 2014) et la
cytokinése (Horton et al.,, 2015). Surtout, des travaux récents montrent que les TPC sont
également impliqués dans certaines pathologies, y compris la maladie de Parkinson (Hockey
et al,, 2015), la stéatose hépatique (Grimm et al., 2014) et l'infection a Ebola (Sakurai et al.,
2015). Bien que ces maladies aient des pathologies assez distinctes, il existe une convergence
mécanistique sur les événements de trafic au sein du systéme endolysosomal. Les TPC
pourraient également se localiser sur les sites de contact membranaire entre les endo-
lysosomes et le RE, étendant potentiellement les réles des flux locaux de Ca?* a la régulation
des événements de trafic non vésiculaires (Burgoyne et al., 2015).

Au niveau des cellules neuronales, de plus en plus d’études montrent aussi I'importance des
réserves acides (endosomes, lysosomes, ...) dans la plasticité synaptique, la signalisation
calcium dépendante dans les épines dendritiques ou encore la libération vésiculaire. Goo et
collégues en 2017, ont montré que les lysosomes circulent de maniére bidirectionnelle dans
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les dendrites et sont présents dans les épines dendritiques. Ils peuvent étre recrutés sur des
épines individuelles en réponse a une activation locale, leur distribution et leur trafic sont
donc corrélés avec les protéines membranaires internalisées a proximité des synapses. Enfin,
ils ont montré qu’une inhibition de I'activité lysosomale altére leur mobilité et diminue
également le nombre d'épines dendritiques (Goo et al., 2017).

Une étude sur les neurones de I’"hippocampe a montré que la rétro-propagation des potentiels
d’action (bpAP) pouvait provoquer la libération de Ca?* par les lysosomes des dendrites via le
NAADP. Cette libération de Ca?* permet la sécrétion de cathepsine lysosomale qui a son tour
augmente l'activité de la métalloprotéinase matricielle 9 (MMP-9), une enzyme impliquée
dans le remodelage de la matrice extracellulaire (ECM) et la plasticité synaptique (Padamsey
et al.,, 2017). De plus, le récepteur métabotropique du glutamate 1 (mGIuR1) couplé a la
signalisation NAADP provoque la libération de Ca?* & partir des réserves acides via le
recrutement des TPCs (Foster et al., 2018). La signalisation NAADP et le Ca?* contribuent donc
a la plasticité synaptique, a travers le phénomeéne de potentialisation a long terme (LTP) (ou,
alternativement, la dépression a long terme (LTD)), de la force synaptique et de la
transmission neuronale (Foster et al., 2018).

c. Etudes de I’équipe démarrées avant mon stage de Master 2

Notre équipe a donc travaillé sur la souris double mutante (DKO TPC) pour le canal TPC1 et
TPC2 (Ruas, Galione & Parrington, 2015) pour mieux connaitre le role de ce canal au niveau
des neurones, au niveau des systemes cérébraux (hypothalamus et cortex), et son impact au
niveau comportemental. En réalisant des tests de comportements sociaux, notre équipe a
observé chez les souris males DKO TPC une baisse de la motivation sociale et une baisse de
I'attrait a la nouveauté lors du test a 3 chambres (Martucci et al., soumis) : les souris DKO TPC
passaient en moyenne moins de temps auprés d’un nouveau congénere que les souris WT
lorsqu’elles avaient la possibilité de passer du temps soit dans la chambre ou était le nouveau
congéneére soit dans la chambre en présence d’'un objet non social ou en présence d’un
congéneére familier. Et lorsqu’ils ont administré en intranasal de I’OT a ces souris, les souris
DKO TPC retrouvaient cette motivation sociale, avec un temps équivalent a celui des souris
WT. En effectuant aussi un test de comportement maternel a des souris mere DKO TPC (test
de rassemblement de petits), I'équipe a observé un taux de rassemblement des nouveau-nés
plus faible ainsi qu’une plus forte latence pour ramener le premier nouveau-né chez les souris
mere DKO TPC par rapport aux souris méres WT. La encore, en leur administrant en intranasal
de I’OT les souris méres DKO TPC retrouvaient des résultats équivalent aux souris mere WT.

Le taux d’OT dans le sang de ces souris a été quantifié, et il a été observé un taux d’'OT
plasmatique significativement trés bas chez les souris males et femelles DKO TPC par rapport
aux souris WT. Pour savoir si le canal TPC jouait un réle dans la sécrétion ou la libération d’OT,
I’équipe a mesuré le taux d’OT endogéne de I’hypothalamus ainsi que la concentration d’OT
libéré aprés stimulation des neurones de I’"hypothalamus par du KCI (qui induit une libération
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immédiate des vésicules contenues dans la cellule). Si le taux endogéne d’OT de
I’hypothalamus ainsi que nombre de neurones du PVN et du SON positifs a I'OT (par
immunomarquage) ne sont pas différents entre les souris DKO TPC et WT, le taux d’OT libérés
apreés stimulation au KCl est significativement plus bas chez les souris DKO TPC par rapport aux
souris WT, ce qui confirme bien que le canal TPC n’est pas impliqué dans la synthése mais dans
la libération des vésicules d’OT. Comme les neurones SON et PVN peuvent aussi libérer de la
vasopressine (AVP), I'équipe a réalisé les mémes analyses et a observé les mémes résultats
gu’avec I'OT.

En observant par microscopie électronique la morphologie et I'état autophagique des
vésicules de libération d’OT au niveau des terminaisons des neurones de I’hypophyse, I'équipe
a observé que les neurones des souris DKO TPC avaient une proportion plus grande de
vésicules plus dgées et non libérées que les neurones des souris WT, ce qui prouve encore le
défaut des étapes de libération des vésicules d’OT ou d’AVP des neurones ou le canal TPC est
absent. De plus, grace a des expériences d'immunomarquage et d’utilisations d’antagonistes
des deux isoformes TPC1 et TPC2, I'’équipe a montré que les lysosomes étaient les réservoirs
calciques intracellulaires privilégiés présents au niveau des sites de libération vésiculaire
somato-dendritique, et que la mobilisation du Ca?* lysosomal via les canaux TPC
(particulierement TPC2) sont importants pour augmenter le « pool » de vésicules a OT et AVP
prétent a étre libérées.

A partir de cette étude, notre équipe a proposé un nouveau modele de sécrétion d'OT et d’AVP
par les neurones du SON et du PVN de I'hypothalamus ou le glutamate active le récepteur
mGIluR1, qui est couplé a CD38 et la voie NAADP pour permettre la libération de Ca?* par les
endolysosomes en activant les TPC. Cette libération calcique va, a son tour, déclencher une
nouvelle libération de Ca?* plus importante du RE, ou participer directement aux mécanismes
de libération des neuropeptides par le biais de la signalisation locale du Ca?* lysosomal.
L’article en cours de publication montre aussi I'importance de la signalisation lysosomale dans
la libération vésiculaire de I'OT et de I’AVP. En cas d’absence du canal TPC, cette voie de
signalisation est altérée et n’induit plus la libération suffisante d’OT, ce qui ne permet plus la
neuromodulation des circuits impliqués dans le comportement social qui reposent, entre
autres, sur des structures comme le cortex préfrontal, I'hippocampe, le bulbe olfactif ou le
cortex auditif (Martucci et al., soumis).

VI. Objectif de ma these

Sur la base de ces observations, notre équipe s’est intéressée plus particulierement a
I'implication du cortex auditif dans le comportement social, et s’est demandée si ces
altérations comportementales chez la souris KO TPC sont en partie dues a un déficit de
traitement cortical des sons de communication et si les altérations sont aggravées lors du
passage de vierge a mere. En effet, I'OT plasmatique en plus faible quantité chez ces souris KO
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TPC pourrait ne plus jouer suffisamment son réle de neuromodulateur au niveau du cortex
auditif. Cela pourrait conduire a un traitement altéré des sons de communication, qui ne
permettrait plus d’induire un comportement adapté en réponse a une situation donnée : Par
exemple, traiter efficacement les informations sensorielles provenant des nouveau-nés (cris,
odeur, etc.) est primordiale a la souris mere pour s’occuper au mieux de sa portée. Nous avons
aussi voulu savoir si ces déficits de traitement cortical et de comportement maternel
pouvaient étre restaurés par l'administration chronique d’OT intranasale pendant les
premiers jours post-partum de la souris mére KO TPC. Durant cette thése, j'ai essayé de
répondre a ces questions en analysant les réponses des neurones du cortex auditif primaire
de souris WT (vierges et méres) et KO TPC (vierges et meres) a des vocalisations de souris
(nouveau-nés et males adultes) ainsi que des vocalisations de cobayes (hétérospécifiques). J'ai
aussi administré chroniquement (pendant les 9-10 premiers jours post-partum de I'OT
intranasale (ou du sérum physiologique) chez les souris meres KO TPC, puis je leur ai fait passer
un test de comportement maternel avant d’enregistrer en électrophysiologie les réponses
corticales de ces souris meres.

Dans un premier temps, j’ai commencé par comparer les réponses du cortex auditif primaire
a des sons purs et des signaux de communication entre des souris vierges WT et des souris
vierges KO TPC, pour déterminer s’il n’existait pas déja des différences chez les souris vierges,
avant d’étudier les souris meres. En effet, dans I'étude de Martucci et al., (soumis), en plus
des souris meres KO TPC, les souris males KO TPC ont aussi des probléemes de comportement
social. Les altérations du traitement cortical a ces sons de communication pourraient donc
exister chez les males comme chez les femelles, chez les vierges comme les méres. Pour cette
étude, j’ai utilisé deux techniques d’analyses des réponses des neurones du cortex auditif :
I’électrophysiologie extracellulaire sur souris anesthésiée, pour avoir la meilleure analyse
temporelle des réponses corticales, et I'imagerie calcique sur souris vigile, pour évaluer au
niveau populationnel les possibles différences de réponses corticales aux vocalisations entre
les deux groupes. Comme le canal TPC est impliqué dans la régulation intracellulaire en Ca?*,
nous espérions aussi avec I'imagerie calcique, observer des différences liées a la concentration
intracellulaire en calcium dans le soma des neurones du cortex auditif chez les souris KO TPC.
Ces différences pourraient s’observer sur la concentration basale en Ca%* mais aussi pendant
les réponses évoquées, avec un taux de calcium mobilisé plus faible (fluorescence plus faible)
ou une réponse plus courte (fluorescence revenant a son niveau de base plus rapidement).

J'ai ensuite étudié les réponses corticales a des sons purs et des sons de communication entre
des souris vierges WT et meres WT en électrophysiologie, ce afin de déterminer les
changements qui s’opérent lors du passage vierge a mére. Décrire des différences de réponses
corticales entre les souris vierges a meres existe déja dans la littérature (Liu et al., 2006 ; Liu
& Schreiner, 2007 ; Shepard et al., 2016 ; Rothschild et al. 2013) mais tres peu d’études ont
travaillé sur la maternité chez la souris C57BL/6 (le fond génétique principal de notre souche),
hormis celles utilisant des souris génétiguement modifiées (Tasaka et al., 2018, 2020).
Pourtant cette souris est utilisée dans presque toutes les études de comportement social alors
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gu’il a été montré qu’une perte auditive liée a I'age survient té6t (vers 3-5 mois) chez la souris
C57BL/6, en commencant par les fréquences les plus élevées (Mikaelian et al. 1974; Henry et
Chole, 1980). Avec cette étude, nous voulions vérifier que les neurones du cortex auditif des
souris WT, vierge et meére, répondaient bien aux sons de communication acoustique et
notamment aux USVs de souris.

Enfin, j’ai comparé les différences corticales observées dans le traitement des signaux de
communication observées chez les souris WT lors du passage vierge a méres avec celles du
passage vierge-mere des souris KO TPC, toujours en électrophysiologie. Notre hypothése est
qgue I'OT joue un réle crucial dans le traitement cortical des sons de communication chez les
souris meres. Or, les souris KO TPC ont un taux OT plasmatique plus faible que les souris WT.
Donc, si nous observons des différences entre les souris vierges WT et vierges KO TPC, nous
devrions nous attendre a une aggravation des altérations corticales liées au traitement des
signaux de communications chez les souris méres KO TPC (par rapport aux vierges) a cause du
faible taux en OT. De plus, pour savoir si I’OT joue bien un role au niveau du traitement cortical
des sons de communication, j’ai aussi administré de I'OT chroniquement (pendant 9-10 jours)
a des souris mére KO TPC pour restaurer un « phénotype WT » dans les réponses du cortex
auditif mais aussi dans le comportement social. Des études ont rapporté les effets dus a
I’'administration aigue d’OT sur les réponses corticales et comportementales (Marlin et al,
2015 ; Oettl et al.,, 2016 ; Martucci et al., soumis), par rapport a celles qui réalisent une
administration chronique d’OT. Nous pensions que les modifications corticales liées a I'OT
peuvent aussi se mettre en place progressivement durant toute la maternité : La co-
occurrence du pic d’OT a la parturition, puis aux pics survenant pendant les périodes
d’allaitement (au-dela de P15) avec les cris des nouveau-nés pourraient déclencher des
phénoménes de plasticité dans le systeme auditif mais aussi potentiellement aux étages sous-
corticaux. C'est donc cette neuromodulation liée a I'OT que nous cherchons a étudier.
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Résultats
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Les résultats de ma these sont divisés en trois parties, chacune étant présentée sous forme
d’article :

Le premier article compare les réponses du cortex auditif primaire a des sons purs et a
des signaux de communication entre des souris vierges WT et des souris vierges KO TPC pour
établir des différences potentiellement déja existantes chez les souris vierges, avant d’étudier
les souris méres. Dans cette étude, j’ai utilisé deux techniques pour étudier les réponses des
neurones du cortex auditif : I'électrophysiologie extracellulaire sur souris anesthésiée et
I'imagerie calcique sur souris vigile :

Article 1 :

Royer J, Renard A, Huetz C, Callebert J, Edeline JM, Bathellier B, Cancela JM.
Altered cortical discrimination between communication sounds in a mouse
lacking two-pore channels: a two-photon and electrophysiological study.

Le deuxieme article, publié en 2021 (Royer et al., Neuroscience 2021), étudie les
réponses corticales a des sons purs et a des signaux de communication entre des souris vierges
WT et meres WT en électrophysiologie pour déterminer les changements qui s’opérent lors
du passage vierge a mére. Cette étude sert de socle pour décrire les modifications corticales
liées a la maternité chez la souris WT (de font génétique C57BL/6) qui a été définie pendant
ma these comme la situation controle :

Article 2 :

Royer J, Huetz C, Occelli F, Cancela JM, Edeline JM. Enhanced Discriminative
Abilities of Auditory Cortex Neurons for Pup Calls Despite Reduced Evoked
Responses in C57BL/6 Mother Mice. Neuroscience. 2021 Jan 15;453:1-16.

Le troisieme article, écrit en francais, compare dans un premier temps les différences
de réponses corticales aux signaux de communication observées en électrophysiologie chez
les souris WT lors du passage vierge a méeres avec celles observée lors de ce passage vierge-
mere des souris KO TPC. Dans un deuxieme temps, cette étude évalue les réponses
comportementales et corticales de meres KO TPC qui ont recu de I'OT ou du sérum
physiologique par injection intranasale, ce de facon chronique (durant 9-10 jours post-
partum) :

Article 3 :

Royer J, Huetz C, Cancela JM, Edeline JM. Modifications liées a la maternité dans
le traitement cortical des sighaux de communication : Altérations chez la souris
n’exprimant pas de canal TPC et restauration partielle par un traitement
chronique d’Ocytocine.
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Abstract

Abnormal integration and processing of sensory stimuli have been suggested to play an
important role in social behavior of patients with autism spectrum disorder (ASD), which could
be explained by an altered activity in cortical networks. Among the signaling pathways
involved in ASD, Ca?* store dysregulations have been pointed out although the molecular
components remain to be identified. Here, we explored the role of the lysosomal calcium
store in auditory cortical processing by using a mouse lacking endolysosomal two-pore
channels (TPC KO), whose coding chromosomal regions in humans have been associated with
ASD. We investigated the functional role of TPCs in the evoked responses of primary auditory
cortex neurons to the presentation of communication sounds in TPC KO mice and in WT mice
using two different techniques. In two-photon calcium imaging, cortical neurons of TPC KO
mice were less selective for mouse calls and tended to respond to more categories of stimuli
compared to WT mice. In electrophysiological recordings, cortical neurons of TPC KO mice had
lower temporal reliability to communication sounds and showed reduced responses to mouse
calls. Both calcium imaging and electrophysiological data pointed out that neurons of TPC KO
mice have a lower signal-to-noise ratio and a degraded encoding of pup calls compared to WT
neurons. Together, these results reveal that TPC KO channels have an important role in cortical
processing of communication sounds, and those alterations in the intracellular CaZ* regulation
is fundamental for understanding the cortical deficits leading to abnormal social behaviors.
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Introduction

Strong and reliable neuronal responses to environmental stimuli are required to
generate appropriate behaviours. When responses in sensory systems are altered,
behavioural disorders can emerge. Indeed, sensory features are frequently considered in the
clinical symptoms observed in people diagnosed with autism spectrum disorder (ASD)
(Tillmann et al., 2020). As sensory deficits have also been recognized as an integral part of the
diagnostic criteria for ASD (DSM-5; American Psychiatric Association 2013) determining the
neural mechanisms that generate these sensory alterations will be essential to better
understand autism. In addition to human research in patients, animal models, and in particular
murine models, allow us to study alterations in sensory systems and their mechanisms, which
can provide insight into the functioning of the circuits involved in ASD.

In the auditory modality, human studies recording mismatch negativity (MMN) while
presenting emotionally spoken syllables and acoustically matched nonvocal sounds found no
MMN response to emotional syllables and reduced MMN to nonvocal sounds in people with
ASD compared to healthy matched controls (Fan & Cheng, 2014). In addition, weaker angry
MMN amplitudes were associated with more autistic traits. Researchers have also reported
delayed latencies of event-related potentials (ERPs) in ASD in response to auditory stimuli
using EEG and MEG (Roberts et al., 2010; Whitehouse & Bishop, 2008), and this pattern of
auditory processing is associated with language functioning (Oram Cardy et al., 2008). Another
MEG study has shown impairments in vocal affect recognition with ASD patients, which
suggests that deficits in auditory processing compromise the extraction of socially relevant
cues from the auditory environment (Demopoulos et al., 2015).

In the animal literature, the cortical processing of communication sounds is essential
for normal social behaviour (Ehret, 2006, chapter4; Marlin et al., 2015; Dunlap et al., 2020). In
addition, in animal models exhibiting deficiency in social behaviour, alterations in sensory
processing have been reported (Geramita et al., 2020; Mei et al., 2016; Chen et al., 2020; Scott
et al., 2018, 2020; Thye et al., 2018). At the neuronal level, the mechanisms underlying these
alterations in sensory processing have been rarely investigated.

Several lines of evidence suggest that alterations in the regulation of intracellular
calcium stores can have an important impact on the way neurons process synaptic inputs and
have been involved in ASD (Nguyen et al., 2018). Amongst the signalling pathways involved,
the enzyme CD38 is recognized as an important regulator of the endoplasmic reticulum (ER)
and the lysosomal calcium stores (Lee 2006; Cosker et al., 2010). CD38 modulates these Ca?*
stores by producing second messengers that modulate ryanodine receptors (RyR) activity,
such as by ADPribose cyclic (cADPR) and the endo-lysosomal two-pore channel (TPC) by
nicotinic acid adenine di-nucleotide 2'-phosphate (NAADP) (Calcraft et al., 2009; Brailoiu et
al., 2009; Zong et al., 2009). In recent years accumulating evidences have been published
showing that CD38 is involved in ASD. For instance, a common single-nucleotide
polymorphism (SNP) has been associated with a familial form of autism (CD38 rs3796863,
Higashida, 2016; Higashida et al., 2019; Krol et al., 2021). Additionally, people who have the
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risk allele (CC) have a lower expression of CD38, lower plasma levels of OT and have more
severe symptoms than ASD patient with the AA allele (Higashida, 2016).

In line with these results, a recent study (Martucci et al., 2019) has shown that mice
with a deficit in CD38 expression show alterations in the excitation-inhibition balance of the
pyramidal neurons of the prefrontal cortex (PCF), a structure involved in social behaviour.
Mice lacking CD38 also display alterations in social behaviour and emotional responses.
However, since the enzyme CD38 is important in regulating several Ca?*-dependent pathways,
it is of primary importance to evaluate whether the endolysosomal TPCs, one of its main
signalling components, could also be linked to alteration in neuronal functioning. Indeed, the
functional role of all the intracellular Ca?* stores involved in neuronal integration is not fully
understood. Lysosomes are recognized as important organelles in protein degradation,
membrane repair and as a source of Ca?* for cell signalling (Churchill et al., 2002; Cosker et al.,
2010; Patel, 2015; Foster et al., 2018). In various cell types, the endosomes and lysosomes
release Ca%* through the activation of the endolysosomal TPCs, modulated by NAADP (Cancela
etal., 1999; Menteyne et al., 2006; Calcraft et al., 2009; Brailoiu et al., 2009; Zong et al., 2009).
The TPCs are present in numerous species with three known isoforms (TPC1, TPC2, and TPC3).
In human and rodents only TPC1 and TPC2 are expressed, displaying different ionic selectivity
in part depending on how they are activated either with NAADP (Ca?* selectivity) (Galione,
2019; Gerndt et al., 2020) or PI(3,5)P2 (Na* selectivity) (Gerndt et al., 2020; Wang et al., 2012;
Cang et al., 2013). The role of these channels in the central nervous system remains largely
unknown, but one can suspect that they alter the activity of cortical networks and social
behaviour. For instance, with regards to TPCs, the two chromosomal regions coding for the
isoforms of TPC (TPC1, Chr. 12 g24.13 and TPC2, Chr. 11q13.3) expressed in humans have been
identified as regions of the human genome linked to copy number variation (CNV) in autism
and in children with language development delay or hearing loss (Khan et al., 2007, Shink et
al., 2005, Chilian et al., 2013).

To investigate the functional role of TPC channels in the cortical processing of
communication sounds, we took advantage of a double KO mutant mouse lacking TPC1 and
TPC2 channels. These mice have a normal phenotype but show deficits in social behaviors. In
addition, plasmatic levels in oxytocin (OT) are particularly low (Martucci et al., submitted) and
the compromise release of this neuropeptide by hypothalamic neurons might also have
consequences on the functioning of cortical neurons.

In the present study, we compared the sound evoked responses of primary auditory
cortex neurons in TPC KO mice and in WT mice using, two different techniques: two-photon
calcium imaging and electrophysiological extracellular recordings. Calcium imaging results
indicated that cortical neurons in TPC KO mice are less selective for mice calls and respond to
more stimuli than neurons from WT mice. Electrophysiological recordings revealed that TPC
KO neurons express weaker responses, with lower spike timing reliability and lower abilities
to discriminate mice calls. These results constitute another step toward proposing a functional
role in the CNS in relationships with the neural mechanisms of ASD.
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Methods

Subjects and audiogram

These experiments were performed under the national license A-91-557 (project 2017-31 and
2018-02) and using the procedures N° 32-2011 and 34-2012 validated by the Ethic committee
N°59 (CEEA Paris Centre et Sud). All surgical procedures were performed in accordance with
the guidelines established by the European Communities Council Directive (2010/63/EU
Council Directive Decree).

Data are from 16 WT female (C57BL/6 background mice) and 18 TPC KO female mice (9 to 24
weeks old; mean = 14.3; median = 11.7) weighting from 21 to 31g (WT median 22g; TPC KO
median 23g). TPC1/27- (TPC KO) mice were generated by crossing mutants homozygous for
the TPC1 isoform (Tpcn1™>°) (Ruas et al., 2015) obtained by the European Mouse Mutant
Archive (EMMA) and mutants homozygous for the TPC2 isoform (Tpcn2'HP437) (Calcraft et al.,
2009). The TPC KO mice and WT mice came from our own colony housed in a humidity (50-
55%) and temperature (22-24°C)-controlled facility on a 12h/12h light/dark cycle (light on at
7:30 A.M.) with free access to food and water. The day of extracellular electrophysiology
experiments, the animal’s pure-tone audiogram was determined by testing auditory
brainstem responses (ABR) under Ketamine/Xylazine anesthesia as previously described
(Chaussenot et al., 2015, Royer et al., 2021). A software (RTLab, Echodia, Clermont-Ferrand,
France) allowed averaging 500 responses during the presentation of five pure-tone
frequencies (between 4 and 32 kHz) delivered by a speaker (Knowles Electronics) placed in the
animal right ear. The auditory threshold for each frequency was the lowest intensity where a
small ABR wave could still be detected (usually waves Il and Ill). For each frequency, the
threshold was determined by gradually decreasing the sound intensity (from 80 dB down to -
10 dB SPL). For their age (2-5 months), all the animals used had normal pure-tone audiograms
for the C57BL/6 genetic background (Chaussenot et al., 2015).

Acoustic stimuli

In extracellular electrophysiology, acoustic stimuli were generated using MATLAB, transferred
to a RP2.1-based sound delivery system (TDT, sampling rate 195 kHz) and sent to an
electrostatic speaker driver (ED1) and electrostatic speaker (EC1, Tucker Davis Technologies,
Alachua, FL). The polyethylene tube at the output of the speaker was inserted in the mouse’s
right ear. Calibration of the speaker was made using pure tones recorded by a Bruel & Kjaer
microphone 4138 coupled to a preamplifier B&K 2670 and a digital recorded (Marantz) on the
Avisoft software.

Spectro-temporal receptive fields (STRFs) were first determined using 129 pure-tones
frequencies scaled with a gamma function presented at 75 dB SPL covering more than 5
octaves (2 to 80 kHz). Each frequency was repeated 20 times at a rate of 4Hz in pseudorandom
order. The duration of these tones over half-peak amplitude was 15 ms and the total duration
of the tone was 50 ms, so there was no overlap between tones.
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We played a set of 18 pup and 18 adult male mice calls extracted from a large library of pup
and adult calls initially described by Liu and colleagues (2003). These calls were already used
in several electrophysiological studies performed on CBA/Cal mice (Liu & Schreiner, 2007; Lin
& Liu, 2010; Shepard et al. 2015, 2016) and on C57BL/6 mice (Royer et al., 2021). Both the
pup and adult calls were 12-65 ms in duration and were in the 60-80 kHz range (see figure 9
in Liu et al. 2003). They differ in terms of their degree of frequency modulation at onset and
in terms of their rise-fall time. We also used a set of heterospecific vocalizations consisting in
four guinea pig whistles. The maximal energy of these four whistles was in the same frequency
range (typically between 4 and 26 kHz), they only displayed slight differences in their
spectrograms, but their temporal envelopes clearly differed as shown by their waveforms (see
figure 1 from Aushana et al.,, 2018). These stimuli have been used in previous
electrophysiological studies (Aushana et al., 2018; Souffi et al., 2020; Royer et al., 2021).

In calcium imaging, all sounds were delivered at 192 kHz with a NI-PCI-6221 card (National
Instrument) driven by Elphy (G. Sadoc, UNIC, France) through an amplifier and electrostatic
speaker (ES1, Tucker Davis Technologies, Alachua, FL). Sounds were calibrated in intensity at
the location of 2 cm of the mouse ear using a probe microphone (Bruel & Kjaer). Pure tones
at 2, 4, 8, 16, 24, 32, 48 and 64 kHz with a gamma function presented at different intensity
(55, 65,75 and 85 dB SPL for each tones), the 18 pup calls, 18 adult calls and 4 guinea pig calls
(as described above) were played in pseurandom blocks and repeated 20 times.

Two-photon calcium imaging in awake mice

5 weeks before imaging, mice were anaesthetized under a mix of ketamine (Ketasol, 80 mg/kg)
and medetomidine (Domitor, 1mg/kg). After injection of lidocaine under the skin, the left
masseter was removed, and a large craniotomy (5 mm diameter) was performed above the
auditory cortex with body temperature maintained constant at 37°C using a thermal blanket.
Three injections of 150 nl of AAV1.Syn.GCaMP6s.WPRE virus obtained from Vector Core
(Philadelphia, PA, USA) and diluted x10 were performed with glass micropipettes and a
programmable pump (Micro 4; World Precision Instruments) at 30 nl.min™t. The craniotomy
was sealed with a glass window, a metal post was glued in place using cyanoacrylate, and then
the exposed skull and base of the post were covered with Super-Bond (C&B, Sun Medical Co.,
Ltd.). Two weeks before imaging, mice were trained every two days to stand still, head-fixed
from 15 min to 1h per day. Then mice were imaged 1-2 h per day with a total of 1 to 5 sessions
per mouse. Imaging was performed using a two-photon microscope (Femtonics, Budapest,
Hungary) equipped with an 8 kHz resonant scanner combined with a pulsed laser (MaiTai-DS,
SpectraPhysics, Santa Clara, CA, USA) tuned at 900 nm. Images were acquired at 31.5 Hz during
blocks of 1 min during which 500 ms pseurandomly chosen sounds were presented with 1.5 s
intervals. Blocks were interleaved with an 18 s pause repeated until all sounds were played 20
times.
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Extracellular electrophysiology in anesthetized mice

Cortical extracellular recordings were obtained from arrays of 16 tungsten electrodes (@: 33
um, <1 MQ) composed of two rows of 8 electrodes separated by 1000 um (350 pum between
electrodes of the same row). A silver wire, used as ground, was inserted between the temporal
bone and the dura matter on the contralateral side. A large craniotomy was performed based
on stereotaxic coordinates (Anteriority: 0 to -5 mm from Bregma; Laterality: -1 to -7 mm from
Bregma) then the location of the left primary auditory cortex was estimated from the pattern
of vasculature reported in previous studies (Hackett et al. 2011, Willott and Aitkins 1993;
Barkat et al. 2011; Joachimsthaler et al. 2014). The raw signal was amplified 10,000 times (TDT
Medusa). It was then processed by an RX5 multichannel data acquisition system (TDT). The
signal collected from each electrode was band-pass filtered (610-10000 Hz) to extract multi-
unit activity (MUA). The trigger level was set for each electrode to select the largest action
potentials from the signal. On-line and off-line examination of the action potential waveforms
indicate that the MUA collected here consisted in 2-6 shapes of action potentials generated
by neurons in the close vicinity of the electrode.

All data were collected under ketamine/xylazine anesthesia (initial dose: 150 mg/kg and 5
mg/kg, supplemented every hour by 20mg/kg of the mixture). After inserting the array in the
cortex, a 10-minutes recovering time lapse was allowed for the cortex to return to its initial
shape, then the array was slowly lowered. Quantifications of spectro-temporal receptive fields
(STRFs) were used to assess the quality of the recordings and to adjust electrodes’ depth. We
looked for the inversion of the local field potential polarity (as in Christianson et al., 2011) and
recorded at depths between 400-600 um below pia, which corresponds to layers Ill and IV
according to Anderson et al. (2009).

When a clear frequency tuning was obtained for at least 4 of the 16 electrodes, the stability
of the tuning was assessed: we required that recorded neurons displayed at least three
successive similar STRFs (each lasting 240s) before starting the protocol. Similarity was based
on the BF value, as well as the breadth of tuning and the duration of the response. When
stability was satisfactory, the protocol was started by presenting the acoustic stimuli in the
following order: first with pure tones at 75dB, then the pup and adult calls at 85dB, then the
4 guinea pig calls at 75 dB SPL. Each vocalization was repeated 20 times with an inter-stimulus
interval of 500ms. Presentation of this entire stimulus set lasted 25 minutes. The protocol was
re-started after moving the electrode array on the cortical map. Two to six electrode array
positions were set in such a way that the two rows of eight electrodes sample neurons from
the more dorsal to the more ventral portion of Al/AAF. At the end of each recording session,
the animal was euthanized with an overdose of pentobarbital (Exagon, 200mg/kg).

Calcium imaging data analysis

Data analysis was performed using MATLAB and Python scripts. All images acquired during a
session were registered and motion artifacts corrected frame by frame, using a rigid body
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registration algorithm. Regions of interest were then automatically selected and human
checked as the cell bodies of neurons with visually identifiable activity and the mean
fluorescence signal Fmeasured(t) Was extracted for each neurons. We estimated the local
neuropil signal Freuropil(t) from the immediate surroundings (Gaussian smoothing kernel,
excluding the ROIs (Deneux et al., 2016), 6 = 170 mm). Neuropil contamination was subtracted
by applying the following equation:
Feorrected (t) = Fmeasured (t) — 0.7 Fneuropil (t)

Then the change in fluorescence F=AF/Fo was computed as (Fcorrected(t) - Fo) / Fo, where Fo is
estimated as the minimum of a Gaussian-filtered trace over each of the 1 min imaging block.
Analyses were performed on estimation of the firing rate obtained by temporal deconvolution
as r(t)=AF(t) + AF/t, where F'(t) is the first-order derivative and 1=2, as estimated from the
decays of GCaMP6s fluorescent transients (Chen et al., 2013). In total, 11972 neurons were
recorded from 18 TP KO mice in 60 sessions, and 10079 neurons from 16 WT mice in 55
sessions. Among those populations, 2203 (17.9%) and 1501 (14.1%) neurons from TPC KO and
WT, respectively, met a responsiveness criterion of 1.5 standard deviations above the baseline
for the average response of at least one sound, and were kept for analysis. Single cell AF/Fo
average responses were computed over a 500 ms epoch starting at stimulus onset and
baselines were computed over a 250 ms epoch ending at stimulus onset.

Clustering

Clustering was used to organize the imaged neuronal responses, aiming at identifying the
principal classes of responses within our data sets. Clustering was performed over the TPC KO
and WT data independently. Deconvolved calcium responses were averaged across all trials
for each sound. Averaged traces were baseline-subtracted and normalized by their response
variance over all sounds. Hierarchical clustering was performed using the Euclidean metric and
Ward method for computing distance between clusters. The clustering tree was threshold to
100 clusters to avoid overclustering. Clusters were then grouped according to their selectivity
to sound categories (pup calls, adult calls, guinea pig calls or pure tones).

Signal-to-noise ratio and stimulus decoding

The signal-to-noise ratio was defined within categories (pup calls, adult calls or guinea pig
calls) as the average deconvolved response to all sounds in the category divided by the
standard deviation of the responses to the same sounds. The bandwidth was also computed
within categories as the average response to the sounds in the category responding above
half of the highest average response.

To compare the robustness of sound-evoked activity between TPC KO and WT in calcium
imaging data, we tested the accuracy at which the presented sounds could be decoded from
single-trial population responses by training and testing a nearest centroid classifier with a
stratified k-fold cross-validation procedure implemented in Scikit-learn. Single-trial global
population vectors were constructed with neurons recorded from all sessions using
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deconvolved AF/Fo averages over the 600 ms response window. Training and testing sets were
created by randomly partitioning single trials in k = 20 pairwise disjoint groups with equal
number of trials from the two tested conditions, each serving as a test set against the others.
This procedure was repeated 10 times and the accuracy of the classification was defined at
the average of these 10 cross-validations. To evaluate its significance, the same procedure was
performed for n = 1000 shuffles of the conditions and the accuracy of the non-shuffled data
was located in the distribution of shuffled accuracies to obtain a p-value. Note that the
precision of the p-value was limited to 3 decimals as 1000 shuffles were performed. This
analysis was performed independently for TPC KO and WT within sound categories with cell
responsive to at least one sound in the category according to the criterion of average response
exceeding baseline by 1.5 standard deviations.

Quantification of responses to pure tones

The STRFs derived from MUA were obtained by constructing post-stimulus time histograms
for each frequency with 1 ms time bins. The firing rate evoked by each frequency was
qguantified by summing all the action potentials from tone onset up to 50 ms after this onset.
Thus, STRFs are matrices of 100 bins in abscissa (time) multiplied by 129 bins in ordinate
(frequency).

Peaks of significant response were automatically identified using the following procedure: a
significant peak in the STRF was defined as a contour of firing rate above the average level of
spontaneous activity (estimated from the ten first milliseconds after tone onset) plus six times
the standard deviation (SD) of the spontaneous activity. For each STRF, the best frequency
(BF) was defined as the frequency at which the highest firing rate was recorded.

Quantification of responses evoked by vocalizations

The responses to vocalizations were quantified using four parameters: (i) the firing rate of the
evoked response, which corresponds to the total number of action potentials occurring during
the presentation of the stimulus, (ii) the response latency, (iii) the response duration and, (iv)
the spike-timing reliability coefficient (CorrCoef), which quantifies the trial-to-trial temporal
reliability of the response. This index was computed for each vocalization: it corresponds to
the normalized covariance between each pair of spike trains recorded at presentation of this
vocalization and was computed as follows:

N-1 N
CorrCoef = ! Z Z O,
orrCoe “NN=D Te0

i=1 j=i+1

where N is the number of trials, oxix; is the normalized covariance at zero lag between spike
trains x; and x;, i and j are the trial numbers. Spike trains x; and x; were convolved with a 10-ms
width Gaussian window. Based upon computer simulations, we have previously shown that
this CorrCoef index is independent of firing rate (Gaucher et al., 2013). We computed the
CorrCoef index with a Gaussian window of 10 ms because this value was found to be optimal
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for describing the neurons’ trial-to-trial precision of responses to communication sounds in
previous cortical studies (Aushana et al., 2018; Gaucher et al., 2013, 2015; Huetz et al., 2009).

Quantification of mutual information from the responses to vocalizations

The method developed by Schnupp et al. (2006) was used to quantify the amount of
information (Shannon, 1948) contained in the responses to vocalizations in electrophysiology
data. This method allows quantifying how well vocalization’s identity can be inferred from
neuronal responses. Here, “neuronal responses” refers either to (i) the spike trains obtained
from a small group of neurons below one electrode (for the computation of the individual
Mutual Information, Mlindividual), Or to (ii) a concatenation of spike trains simultaneously
recorded under several electrodes (for the computation of the population, Mlpopuiation). In both
cases, the following computation steps were the same. Neuronal responses were represented
using different time scales ranging from the duration of the whole response (firing rate) to a
1 ms precision (precise temporal patterns), which allows analyzing how much the spike timing
contributes to the information. As this method is exhaustively described in Schnupp et al.
(2006) and in Gaucher et al. (2013a), we only present below the main principles.

The method relies on a pattern-recognition algorithm that is designed to “guess which
stimulus evoked a particular response pattern” by going through the following steps: from all
the responses of a cortical site to the different stimuli, a single response (test pattern) is
extracted and represented as a PSTH with a given bin size (different sizes were considered as
discussed further below). Then, a mean response pattern is computed from the remaining
responses (training set) for each stimulus class. The test pattern is then assigned to the
stimulus class of the closest mean response pattern. This operation is repeated for all the
responses, generating a confusion matrix where each response is assigned to a given stimulus
class. From this confusion matrix, the Mutual Information (Ml) is given by Shannon’s formula:

M = )xl p(x,y)
;p(x Mxlogy(— 2

where x and y are the rows and columns of the confusion matrix, or in other words, the values
taken by the random variables “presented stimulus class” and “assigned stimulus class”.

In our case, we used responses to the 18 pups and 18 male adult calls and selected the
responses occurring during the 65ms after stimulus onset (i.e., the maximal duration of the
calls). In a scenario where the responses did not carry information, the assignments of each
response to a mean response pattern was equivalent to chance level (here 0.055 because we
used 18 different stimuli and each stimulus was presented the same number of times) and the
MI would be close to zero. In the opposite case, when responses are very different between
stimulus classes and very similar within a stimulus class, the confusion matrix would be
diagonal, and the mutual information would tend to log2(18) =4.17 bits. At the cortical level,
several studies have reported that an optimal bin size for obtaining a maximal value of Ml was
on average 8ms (Schnupp et al., 2006; Gaucher et al., 2013; Gaucher & Edeline, 2015; Aushana
et al., 2018). Here, because part of the natural stimuli were very short (12-65ms), when we

68



computed the Mlpopuiation for temporal precision ranging from 1-64ms, we observed that the
maximal amount of Ml was obtained for a temporal precision of 4ms.

The MI estimates are subject to non-negligible positive sampling biases. Therefore, as in
Schnupp et al. (2006), we estimated the expected size of this bias by calculating Ml values for
“shuffled” data, in which the response patterns were randomly reassigned to stimulus classes.
The shuffling was repeated 100 times, resulting in 100 Ml estimates of the bias (Mlpias). These
Mlpias estimates are then used as estimators for the computation of the statistical significance
of the MI estimate for the real (unshuffled) datasets: the real estimate is considered as
significant if its value is statistically different from the distribution of Mlyias shuffled estimates.
Significant Ml estimates were computed for Ml calculated from neuronal responses under one
electrode.

The information carried by a group of recording was estimated by the population Ml
(Mlpopulation), using the same method described above: responses of several simultaneous
recordings were grouped together and considered as a single pattern. To assess the influence
of the group size of simultaneous recordings on the information carried by that group
(Mlpopulation), the number of sites used for computing Mlpopulation Varied from 2 to the maximal
possible size (which is equal to 16 minus the non-responsive sites). As the number of possible
combinations could be extremely large (C¥, where k is the group size and n the number of
responsive sites in a recording session), a threshold was fixed to save computation time: when
the number of possible combinations exceeded one hundred, 100 combinations were
randomly chosen, and the mean of all combinations was taken as the Mlpopulation fOr this group
size.

Measurements of monoamines and associated metabolites

Dopamine (DA), serotonin (5-HT) and their metabolites were quantified by ultra performance
liquid chromatography. Briefly, the temporal cortex was quickly removed and homogenized
in 0.3 M perchloric acid and centrifuged at 22,000 g for 30 min at 4°C. Supernatants were
collected and filtered through a 10 kDa membrane (Nanosep; Pall, Port Washington, NY, USA).
Then 50 ml of each sample was analyzed through a 4-channel electrochemical array detector
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Analysis, data collection, and peak
identification were fully automated (Chromeleon 7; Thermo Fisher Scientific). The results were
expressed as femtomoles per milligram of fresh tissue.
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Results

In calcium imaging experiments, we initially collected a data set of 1501 cells from WT

mice (n=16) and of 2203 cells from TPC KO mice (n=18). To be included in the analysis each
cell had to show a significant response to at least one auditory stimulus. A significant response
was defined as a post-stimulus time-average deconvolved signal at least 1.5 SD higher than
the baseline. Using this criterion, 1501 cells from WT mice and 2203 cells from KO TPC mice
were selected. In total, 55 populations of cells from WT mice and 60 populations of cells in
TPC KO mice were recorded.
For electrophysiological recordings, we collected a data set of 154 MUA recordings from WT
mice (n=15) and 176 recordings from TPC KO mice (n=14) under Ketamine/Xylazine
anesthesia. To be included in the following analyses each recording must meet two criteria.
First, it had to present a significant receptive field, i.e., tone-evoked responses more than 6
standard deviation (SD) above spontaneous activity when tested with pure tones presented
at 75dB. Second, it had to present a significant response (Kruskal-Wallis test, p<0.05) to at
least one pup or one adult mouse call, i.e., an increase in firing rate above spontaneous
activity.

Increase in response variability and decrease in discrimination abilities for TPC KO neurons
during calcium imaging experiments

Figure 1A shows typical examples of raw signals during calcium imaging recordings in
ACx. From these raw traces, the evoked responses look similar in WT and TPC KO mice. Figure
1B displays the temporal profile of calcium signals (deconvolved AF/F) in response to pure
tones, pup calls, adult calls and guinea pig calls. There was no significant difference between
the mean average deconvolved AF/F of the WT and TPC KO mice (Figure 1B), but there was a
trend for smaller responses to pup calls (Wilcoxon-Mann-Whitney test, p=0.05; Figure B2).
The mean signal-to-noise ratio, defined as the mean response to all stimuli within a category
divided by the standard deviation, was significantly lower in the TPC KO mice (Figure 1C)
compared to WT mice for mouse calls (pups: Mann-Whitney test, p<0.01; adults: Mann-
Whitney test, p<0.05) but not for guinea pig calls (Mann-Whitney test, p=0.21). Within each
category of calls, a bandwidth measure was defined as the mean response to stimuli triggering
at least half of the largest response. This bandwidth, which provides an indication of neuron
selectivity within each category, did not differ between groups (Figure 1D).

To quantify encoding robustness of calls within each category (pup calls, adult calls,
and guinea pig calls) between TPC KO and WT mice, a discrimination score was assessed by a
centroid classifier for populations of simultaneously recorded neurons (on average,
populations of 226 neurons in WT and 247 neurons TPC KO mice). As shown in Figure 1E,
classification accuracy was, on average, significantly higher in WT neuron populations for the
pup calls (Mann-Whitney test, p<0.05) and the guinea pig calls (Mann-Whitney test, p<0.05),
but not for adult calls, compared to TPC KO neuron populations (Mann-Whitney test, p=0.81).
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A. Raw signals of neurons recorded during block sessions
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Figure 1: Comparison of evoked responses to vocalizations, Signal-to-Noise Ratio and discrimination performance
between neurons of WT and TPC KO mice during calcium imaging recording sessions

A: Example of a recorded image time series of GCAMP6s labelled neurons in cortical layer 2/3 of WT (left) and
TPC KO (right) mouse auditory cortex, and examples of raw signals from WT (blue) and TPC KO (orange) neurons
during block session. Scale bars: vertical 10% AF/F, horizontal 5s. Stimuli were presented at 1Hz. 40 random
stimuli were presented during one block session of 45 seconds.

B: Top: Mean calcium traces obtained during calcium imaging experiment in the auditory cortex of WT and TPC
KO mice in response to pure tones at 75dB (B1), pup calls (B2), adult calls (B3), and guinea pig calls (B4). The
difference (represented by the mean AF/F value during the 500 ms evoked response) between WT and TPC KO
responses almost reached significance for pup calls (p=0.05) but was overall not different between groups.

C: The signal-to-noise ratio was defined as the mean response obtained in a category of stimuli (pup calls, or adult
calls, or guinea pig calls) divided by the standard deviation inter-assay of the stimuli. On average, the mean Signal-
to-Noise Ratio was significantly larger in WT than in TPC KO neurons in response to pup calls (C1) and adult calls
(C2) but not for guinea pig calls (C3) (* p<0,05; ** p<0.01).

D: The bandwidth was determined by the mean response of stimuli responding above half of the best response.
On average, the bandwidth is not different between groups in responses to pup, adult, or guinea pig calls.

E: The discrimination performance was assessed by a centroid classifier (see Methods) for populations of
simultaneously recorded neurons (on average, populations of 226 (WT) and 247 (TPC KO) neurons). The score of
correct classification is represented for each population of WT recordings (orange dots) and TPC KO recordings
(blue dots) from response to pup calls (E1), adult calls (E2), and guinea pig calls (E3). The chance level is indicated
by the grey dot in the three cases. The score of correct classification was significantly higher for WT populations
for pup calls and guinea pig calls, but not for adult calls.
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To conclude, the response magnitude of auditory cortex neurons did not differ
between WT and TPC KO mice, which can be surprising given that the TPC KO mouse is
deficient for a particular calcium channel. However, the higher response variability, the
decrease in signal-to-noise ratio and discriminability for mouse calls are three features
distinguishing TPC KO mice from WT mice in our data.

Fewer neurons selectively respond to mouse calls in TPC KO mice than in WT mice

We next investigated the response profile of neurons, looking at which categories of

sounds neurons were responding. More precisely, we assessed if there was a difference
between WT and TPC KO mice (i) in the proportion of neurons responding to categories of
sounds, and (ii) in how many stimuli neurons responded to within each category. To answer
these questions, we performed a hierarchical clustering (Ward's method, 100 clusters
requested for each genotype), which classified neurons according to their response to all
stimuli. We then grouped these clusters in four broader ensembles:
(1) Clusters where neurons respond to all categories of sounds (pure tones, mouse
vocalizations, and guinea pig vocalizations), (2) clusters where neurons respond to mouse calls
(only, or also to guinea pig calls, or also to pure tones), (3) clusters where neurons respond to
guinea pig calls (only, or also to pure tones), and (4) clusters where neurons respond only to
pure tones. Clusters with neurons responding exclusively to pup calls or adult calls were very
rare, so we decided to group them in clusters of neurons responding to mouse calls. Results
of this grouping of the clusters according to their response to categories of sounds is
summarized Table 1. In each group of clusters, we also present the number of cells, and the
percentage that this number represented out of the total number of cells in WT or in TPC KO
mice. Note that in some groups, there might be a small number of clusters but many cells per
clusters, compared to other groups.

And to And to And to
Only guinea pure Only pure
pig calls tones tones
100 clusters 42 25 5 16 0 8 4
n=1501 cells n=529 n=327 n=82 n=354 n=0 n=165 n=34
(100%) (35%) (22%) (6%) (24%) (0%) (11%) (2%)
100 clusters 43 14 13 8 7 8 7
n=2203 cells n=1023 n=297 n=191 n=95 n=105 n=139 n=353
(100%) (46%) (13%) (9%) (4%) (5%) (7%) (16%)

Table 1: Number of clusters (of WT or TPC KO neurons) grouped according to their responses to the three sound
categories. Each cluster responds to at least one sound within a category (i.e., either a mouse call, or a guinea pig
call, or a pure tone).
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Figure 2A illustrates examples of typical WT and TPC KO clusters, where neurons
responded to all categories of sounds (A1l top) or responded only to mouse calls (A2 bottom).
Note that in the case of the TPC KO cluster where neurons respond to all categories of sound
(A1, bottom), cells displayed responses to more mouse calls compared to WT mice cells. After
regrouping the 100 clusters in the four broad ensembles (respond to all categories, respond
to mouse calls, respond to guinea pig calls, respond to pure tones only) we counted the cells
contained in each cluster. Percentages of cells contained of clusters defined in Table 1 are
presented in Figure 2B. From these percentages, it appeared that there were twice less
neurons responding to mouse calls in TPC KO mice (only or with another category of stimuli)
compared to WT mice (26% vs. 52%). Conversely, there were more neurons responsive to all
categories of sounds (46% vs. 35%) or only to pure tones (16% vs. 2%) in TPC KO mice than in
WT mice.

Figure 2: Numbers of clusters responding to the different sound categories

A: Examples of average traces for WT and TPC KO clusters. Top: Clusters exhibiting responses to all sound
categories (mouse calls (in blue), guinea pig calls (in green), and pure tones (in orange)). Bottom: Clusters
exhibiting responses only to mouse calls.

B: Percentage of cells responding either to all categories, or to mouse calls (“only” and to another category), or
to guinea pig calls (“only” and “to pure tones”), or only to pure tones. There were more neurons responding to
mouse calls in WT than TPC KO neurons, while there were more neurons responding to all categories of sounds
or to pure tones only in TPC KO mice than WT mice.

C: Mean number of mouse calls (out of 36 calls) to which neurons respond in clusters exhibiting responses to all
sound categories, mouse calls and guinea pig calls, mouse calls and pure tones, or to mouse calls only. TPC KO
neurons responding to all categories of sounds responded significantly to more mouse calls than the WT neurons
responding to all categories.
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Finally, we evaluated in each cluster the number of stimuli per category that neurons
responded to. Globally, there was no difference between WT and TPC KO neurons in terms of
mean number of sounds to which neurons respond in each category (Table 2).

However, we noticed that TPC KO neurons responding to all categories of sounds
(which represent 46% of neurons in TPC KO mice, see table 1 and figure 2B) responded to
more mouse calls than WT neurons responding to all categories of sounds (Figure 2C; mean=6

in WT vs. mean = 8.5 in TPC KO mice, t-test, p<0.05).

Bandwidth

Mouse calls

Guinea pig calls

Pure tones at 55 dB

Pure tones at 65 dB

Pure tones at 75 dB

Pure tones at 85 dB

Clusters WT

7,6
on 36 calls

2
on 4 calls

1,95
on 8 frequencies

1,88
on 8 frequencies

1,93
on 8 frequencies

1,91
on 8 frequencies

Clusters KO

7,97
on 36 calls

2,43
on 4 calls

1,9
on 8 frequencies

2,12
on 8 frequencies

1,99
on 8 frequencies

1,82
on 8 frequencies

Table 2: Bandwidth — Mean number of responded sounds in each category

To conclude, we found fewer TPC KO neurons responding selectively to mouse calls
compared to WT neurons. In addition, when neurons were non-selective (i.e., responding to
all sound categories), TPC KO neurons responded significantly to more mouse calls than non-
selective WT neurons.

The evoked firing rate of ACx neurons to mouse calls is lower in TPC KO mice than in WT
mice

Figure 3A presents individual examples (raster plots) of evoked responses to
communication sounds (pup calls, adult calls and guinea pig calls, each repeated over twenty
trials) in the ACx of a WT mouse (top) and a TPC KO mouse (bottom) during extracellular
electrophysiological recordings. From these rasters, it appears that the evoked firing rate was
lower in TPC KO mouse compared toWT mouse (top) for mouse vocalizations.

On average, the group data (Figure 3B) confirmed this effect: The firing rate was lower in TPC
KO mice compared to WT mice, in response to mouse pup calls (Figure 3 B2; unpaired t-test,
p<0.001) and adult mouse calls (Figure 3 B3; unpaired t-test, p<0.01), but not in response to
pure tones (Figure 3 B1) and not in response to guinea pig calls (Figure B4). Thus, despite
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similar response magnitude between the two strains in calcium imaging experiments (see
Figure 1B), electrophysiological recordings revealed that the evoked firing rate significantly
differed between TPC KO and WT mice. Nonetheless, it is important to consider that the time
scale is very different with these two techniques: clear differences in terms of firing rate were
detected over the 60ms duration of the mice calls, whereas the AF/F in calcium imaging
experiments extended over 500ms (or more).

A. Responses to calls in extracellular electrophysiology
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Figure 3: Responses to calls in extracellular electrophysiology recordings

A: Typical examples of responses to pup mouse (left) adult mouse (middle) and guinea pig (right) vocalizations
obtained during extracellular recordings. The orange lines indicate the onset of the vocalization independently of
its duration. Each vocalization was repeated 20 times. Note the different time scales between the mouse calls and
the guinea pig calls. Note also that the evoked firing rate were lower in TPC KO mice (bottom) compared to WT
mice (top) for mouse vocalizations.

B: Mean firing rate (+ sem) of WT or TPC KO neurons recorded in electrophysiology in response to pure tones at
75dB (A1), pup calls (A2), adult calls (A3), and guinea pig calls (A4). The responses to pup and adult calls were
significantly lower in TPC KO mice compared with WT mice (*** p<0.001).
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MI population

Signal-to-noise, spike-timing reliability and neuronal discrimination are reduced for ACx
neurons recorded TPC KO mice compared to WT mice
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Figure 4: Comparison of the Signal-to-Noise Ratio, Spike timing reliability, and Mutual Information between
neurons of WT and TPC KO mice at presentation of communication sounds in electrophysiological experiments
A: On average, the mean Signal-to-Noise Ratio (defined as in Ca?* imaging experiments) was significantly larger
in WT than in TPC KO neurons at presentation of (A1) pup calls and (A2) adult calls but it was not different for
(A3) guinea pig calls.

B: The discrimination performance was quantified by the Mutual Information (M) computed (see Methods) for
populations of at least five simultaneous electrophysiological recordings obtained in auditory cortex of WT or TPC
KO mice. On average, the neuronal discrimination was higher for populations of WT neurons compared to
populations of TPC KO neurons both at presentation of (B1) pup calls, (B2) adult calls, and (B3) guinea pig calls.
C: On average, the spike timing reliability (quantified by the CorrCoef index, see Methods) was significantly higher
in WT mice than in TPC KO mice in response to (C1) pup calls, (C2) adult calls, and (C3) guinea pig calls.

As there was a mismatch between the results obtained in calcium imaging and
electrophysiological experiments in terms of response magnitude, several additional
measures were computed to evaluate if some effects obtained in calcium imaging could also
be detected in electrophysiological recordings. First, we calculated the signal-to-noise ratio
for responses to communication sounds in both WT and TPC KO mice. We observed that the
SNR (Figure 4A) also lower in TPC KO mice for pup mouse calls (Figure 4 Al; unpaired t-test,
p<0.001) and adult mouse calls (Figure A2; unpaired t-test, p<0.05) but not for guinea pig calls
(similar to what was obtained in calcium imaging see Figure 1C).

We next quantified the mutual information (MI) between the set of stimuli and the
responses of simultaneously recorded electrodes (Mlyopulation). The MI was quantified based
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upon temporal patterns with a 4ms time precision (see Methods). Figure 4B shows that based
upon small populations of extracellular recordings, the discrimination of mouse calls
performed by KO TPC neurons was lower than the WT one. This was observed for the pup calls
(Figure 4 B1; unpaired t-test, p<0.05) and for the adult calls (Figure B2; unpaired t-test,
p<0.01). The MI population was also much lower, but not significantly lower, in TPC KO mice
compared to WT mice (Figure 4 B3; unpaired t-test, p=0,15).

Last, we took advantage of the good temporal resolution of the electrophysiological
recordings to quantify the spike timing reliability of neurons computed by the CorrCoef (see
Methods). Indeed, we previously observed at several levels of the auditory system that there
were a high correlations between Ml values and the spike-timing reliability in response to
communication sounds (Figure 3G in Souffi et al., 2020). Figure 4C showed that the CorrCoef
was significantly lower in TPC KO mice compared to WT mice for all communication sounds
(all unpaired t-tests, p<0.001). This analysis confirms that the responses the communication
sounds, especially to mouse calls, were more variable in TPC KO neurons compared to WT
mice. In contrast, the latency and duration were similar between the two groups (see
supplementary figure 4).

To conclude, analyzing the electrophysiological data pointed out that the neuronal
response to mouse calls were lower and less selective in TPC KO mice compared to WT mice.
In addition, they indicated that the spike timing reliability of TPC KO neurons was much lower
when responding to all communication sounds.

The main results can thus be summarized as follows: the clustering performed on
calcium imaging data revealed that TPC KO neurons were less selective for mouse calls and
tended to respond to more categories of stimuli (mouse calls, guinea pig calls and pure tones).
In addition, non-selective TPC KO neurons also respond to a larger number of mouse calls
compared to non-selective neurons in WT mice. Last, both calcium imaging and
electrophysiological data confirmed that a lower signal-to-noise ratio was observed in
response to mouse calls and could, in part, explain the lower neural discrimination between
pup calls (and adult calls in electrophysiology) in TPC KO neurons compared to WT neurons.
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Discussion

The main results of the present study can be summarized as follows: the clustering
analyses based on calcium imaging data revealed that TPC KO neurons were less selective for
mouse calls and tended to respond to more categories of stimuli (mouse calls, guinea pig calls
and pure tones). In addition, non-selective TPC KO neurons also responded to a larger number
of mouse calls compared to non-selective neurons in WT mice. Both calcium imaging and
electrophysiological data confirmed that a lower signal-to-noise ratio was observed in
response to mouse calls and could, in part, explain the lower neural discrimination between
pup calls (and adult calls in electrophysiology) in TPC KO neurons compared to WT neurons.

Our in vivo Ca%* imaging experiments in WT and TPC KO mice revealed no significant
differences in average AF/F recorded in response to sound presentation in both mouse strains.
However, equal average AF/F does not imply necessarily an equal absolute intracellular
calcium concentration, since AF/F is a normalized measure. These observations would appear
to rule out a role of TPCs in sound-evoked Ca?* responses in primary auditory cortex neurons,
although the basal calcium level might be different between WT and TPC KO mice. However,
although TPCs have been reported to be Ca?* channels, these endolysosomal channels have
also been reported to act very locally and may not participate substantially to the global Ca%*
waves which in neurons rely mostly on Ca?* influx through the opening of the voltage-gated
Ca?* channels (Padamsey et al., 2017). This can explain non-significant differences between
the two groups in terms of variations in Ca?* signal: the deficit in Ca?* in TPC KO mice could be
too small to generate significant differences at the soma level. Thus, one can potentially
expect larger differences between the WT and TPC KO neurons if we had studied dendritic
and/or terminal Ca®* signals (Padamsey et al., 2017). Our electrophysiological results are
complementary to our Ca?" imaging experiments by showing that TPCs deletion had
consequences on the emission of action potentials. Indeed, this could be link to the local Ca?*
signaling as reported in the hippocampus where lysosomal Ca?* and TPCs modulate neuronal
activity and plasticity at the spine levels in response to mGIuR1 stimulation (Forster et al.,
2018). However, to identify the precise mechanisms by which TPCs could modulate the
activity of auditory cortex neurons was beyond our study. We have rather focused our study
on the consequences of the TPCs deletion on the cortical processing of communication sounds
by using two different techniques allowing us to detect various parameters of the auditory
cortex processing that could rely at least partially on TPCs recruitment.

Limitations

If the electrophysiological recordings had been obtained in awake mice, comparisons
with the calcium imaging data would have been more straightforward. However, direct
comparisons of electrophysiological recordings in anesthetized and awake mice revealed no
difference between these two states in terms of tonotopic gradient, bandwidth and onset
latency (Guo et al., 2012). Note also that comparing spike timing reliability and mutual
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information in awake and anesthetized animals at presentation of whistle calls have revealed
only slightly lower values for the recordings obtained in the awake conditions (Huetz et al.,
2009). Therefore, the state of the animals should not be a factor preventing comparisons
between results derived from the two techniques. In fact, our results point out the same
differences between WT and TPC KO mice: cortical neurons of TPC KO mice are less selective
for mouse calls, have a lower signal to noise ratio and lower discrimination performance than
cortical neurons in WT mice.

Some of the differences between results obtained with the two techniques potentially
come from layers differences (e.g., Winkowski & Kanold 2013 for discussion). Here, as in many
other studies, we targeted layer IV in our electrophysiological experiments since it receives
the synaptic thalamic inputs (contain acoustic cues required for the between-stimuli
discrimination). It was shown that stimulus-related correlations between pairs of neurons
were higher in the thalamorecipient layer, whereas stimulus-independent trial-to-trial
covariance is higher in supragranular neurons (Winkowski & Kanold 2013). In contrast, calcium
imaging studies often record neurons in superficial layers since depth penetration is limited
by light scattering and chromatic aberrations.

Last, neurons selection was not identical between the two techniques: in calcium
imaging, we registered a fluorescent zone (500x500um), with visible and distinct neurons
before selecting responsive neurons. In our study, only 12-14% of all recorded neurons
responded to at least one sound with our selection criteria, i.e. the post-stimulus time-average
signal (AF/F) have to be at least 1.5 SD higher than the baseline (pre-stimulus AF/F). In
contrast, during electrophysiological recording sessions, we analyzed the responses to
vocalizations for neurons displaying significant receptive fields (evoked firing rate 6 SD above
the spontaneous rate) obtained with pure tones. However, incorporating in our analyses
neurons with significant responses to mouse calls without significant responses to pure tones
gave similar results: there was a lower firing rate, a lower SNR, a lower timing reliability and
lower Ml values in TPC KO mice compared to WT mice (supplementary figure 3).

Calcium imaging and electrophysiology are two complementary techniques

Here, we have used two techniques, which revealed differences between the
processing of communication sounds in TPC KO and WT mice. The use of two-photon calcium
imaging allows assessing large neuronal populations (hundreds of cells per recording sessions
in both TPC KO and WT mice), which can be crucial to make relationships with potential deficits
observed at the behavioral level (Martucci et al., submitted). Indeed, using this technique, we
detected here lower signal-to-noise ratio and lower discrimination abilities in TPC KO mice
compared to WT mice. It is difficult to evaluate the evoked firing rate with the calcium signal
(deconvolved AF/F) due to the slow decay of calcium fluorescent transients, even if the
number of emitted action potentials can be inferred based on a linear deconvolution
algorithm (Deneux et al., 2016b). However, according to some studies, there is potentially a
large failure (between 70% and 90%) in detecting responses of 1 or 2 AP events in calcium
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imaging recordings (Huang et al., 2021). Thus, all temporal aspects of cortical responses have
to be studied with electrophysiological recordings. Our electrophysiological results confirmed
the lower signal-to-noise ratio and the lower discrimination abilities of TPC KO neurons
compared to WT neurons, but they also pointed out that the spike timing reliability of TPC KO
neurons is impaired for all types of communication sounds. Thus, both at the scale of large
neuronal populations and at the scale of a few neurons recorded with a high temporal
resolution, the processing of communication sounds by auditory cortex neurons in TPC KO
mice is altered compared to cortical neurons of WT mice. Note that despite that our WT mice
have a C57BL/6J genetic background and have their best frequency in a lower range than CBA
mice (see supplementary figure 1), the discrimination abilities found here were in the range
of what have been previously described in CBA mice (Liu and Schreiner, 2007).

A functional role of TPCs in the cortical processing of communication sounds and
neuromodulation

In a recent study, it was shown that mice with impaired TPC signaling pathways (the
CD387" KO mice), exhibiting deficit in social and maternal behaviors, have very low
concentration in OT, vasopressin (VP) and other neuromodulators such as serotonin and
norepinephrine (Martucci et al., 2019). Moreover, we have shown that the plasma levels of
OT and VP were significantly lower in TPC KO mice compared to WT mice (Martucci et al.,
submitted), and that the cortical levels of NAD, Dopamine, Serotonin and their metabolites
(5HIA, HVA and DOPAC) were also significantly lower in TPC KO mice than WT mice
(Supplementary figure 4). These low concentrations of neuromodulators might alter the
cortical processing of communication sounds required for social interactions, which can
translate into a non-appropriate behavioral response. In line with this possibility, it is striking
that responses to pure tones in the 2.5-24 kHz range did not differ between WT and TPC KO,
both in electrophysiology and in calcium imaging; differences were mostly detected with
mouse calls.

Lower SNR ratio, lower evoked firing rate and spike timing reliability can be interpreted
as signature of cortical neurons operating with low concentrations in neuromodulators, such
as noradrenaline (NA) or oxytocin. For example, Gaucher & Edeline (2015) showed that NA
application could increase the evoked firing rate, the temporal reliability and the patterns-
based discrimination abilities at presentation of communication sounds. However, note that
this study found no relationship between the NA effects observed on responses to pure tones
and on responses to communication sounds, suggesting that the processing of spectrally rich
stimuli (vocalizations) involves a larger network than those involved with simple pure tones.
In contrast, in their interesting study, Marlin et al. (2015) demonstrated that oxytocin reduces
call-evoked IPSC, thus disinhibits directly the whole auditory cortex, and enhances long-term
spiking and maternal behavior.
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Low levels of acetylcholine or oxytocin have also been found in ASD patients (Perry et
al., 2001; Husarova et al., 2016). Based upon the SNR and the discrimination scores (Ml and
classifiers) computed both with calcium imaging and electrophysiology, it appears that the
neurons in TPC KO mice are less reliable and show lower discrimination abilities than WT
neurons. This is also observed in the selectivity of the clusters in the two-photon analyses.
Interestingly, cortical response amplitude, reliability and signal-to-noise ratio have also been
guantified in human studies using fMRI, and results point out less reliability and smaller signal-
to-noise ratio in individuals with ASD compared to controls (Distein et al., 2012; Haigh et al.,
2014). Researches aim at understanding the link between autism and auditory perception has
also focused on the discrimination of speech in noisy conditions (Teder-Salejavri et al., 2005;
Lepisto et al., 2009). ASD patients seemed to be less capable to discriminate speech signals
than controls in noisy condition.

The processing of acoustic stimuli in the auditory system is now increasingly studied in
ASD patients (review in O'Connor, 2012). Animal studies allow a more precise approach for
understanding the mechanisms underlying this process. The TPC KO mice can generate crucial
information on the altered cortical processing of communication sounds, and thus can
potentially be a suitable study model of autism spectrum disorder.
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Supplementary Figure 1: Brainstem and cortical responses to pure tones

A: Thresholds of auditory brainstem responses (ABR). Pure tones (at 4, 8, 16, 24 and 32 kHz) were presented at
different intensities (between 70 and -10 dB SPL) and the threshold of wave Il of the ABR was determined. Each
point represents the mean threshold (+ sem) of each group at the different frequencies. The threshold of were
similar in WT and KO mice.

B: Distribution of the amplitude (+ sem) of waves | to V at 8 and 16 kHz. A two-way ANOVA compared the
amplitude of the five ABR waves in WT and TPC KO mice. At 8 kHz and 16 kHz, there was a significant group-
effect (At 8 kHz: F1,13=7.3, p<0.01 and at 16 kHz: F1,13=12.19, p<0.001). The amplitude of waves I, Il and IV were
significantly lower in TPC KO mice compared to WT mice, at 8 and 16 kHz (all unpaired t-test, p<0.05).

C: Typical examples of receptive fields (STRFs) in response to pure tones in the primary auditory cortex of WT
(left) and TPC KO (right) mice. Gamma tones (50ms in duration) between 2.5 and 80 kHz were presented at 75
dB at a rate of 4Hz. The color gradient represents the neurons firing rate with the blue indicating the minimum
firing rate (close to the level of spontaneous activity in dark blue) and the red indicating the maximum firing rate
obtained for a range of frequencies. The thin white line indicates the evoked firing rate 6SD above the mean level
of spontaneous activity. The maximum firing rate at a given frequency allows defining the neuron Best Frequency
(BF). The latency (1), and the duration (2) have also been quantified for each receptive field.

D: Distribution of the neurons’ Best Frequencies (BF). The BF values were classified by octaves. The distributions
of the BF were significantly different between WT and TPC KO mice (x2=19.64, p>0.001).
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Supplementary Figure 2: Response latency and duration to stimuli in extracellular electrophysiology recordings
A: On average, the response latency to pure tones (A1), pup calls (A2), adult calls (A3) and guinea pig calls (A4)
was not significantly different between WT and TPC KO mice (unpaired t-test, all p-values > 0.05).

B: The mean (+ sem) response duration to communication sounds (pup calls (A2), adult calls (A3) and guinea pig
calls (A4)) was not significantly different between WT and TPC KO mice (unpaired t-test, all p-values > 0.05), but
it was significantly different in response to pure tones (Supp Figure Al: unpaired t-test, p=0.04).
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Supplementary Figure 3: Firing rate and spike timing reliability from neurons responding to pure tones and/or
vocalizations in extracellular electrophysiology recordings

A: The difference of mean firing rate (+ sem) between WT or TPC KO neurons responding to pure tones and/or
vocalizations is significantly the same that neurons responding to pure tones and vocalizations: On average, the
responses to pup and adult calls were significantly lower in TPC KO mice compared with WT mice (unpaired t-
test, p<0.001).

B: The difference of spike timing reliability (+ sem) between WT or TPC KO neurons responding to pure tones
and/or vocalizations is significantly the same that neurons responding to pure tones and vocalizations: On
average, the CorrCoef was significantly lower in TPC KO mice compared with WT mice (unpaired t-test, p<0.001)
in response to communication sounds.
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Supplementary Figure 4: Levels of NAD and monoamines measured in cortex of WT and TPC KO mice

The concentrations of Nicotinamide Adénine Dinucleotide (NAD), Dopamine (DA), Serotonin (5-HT), 5-Hydroxy-
Indolacetic Acid (5HIA — serotonin metabolite), Homovanillic Acid (HVA — dopamine metabolite), and Dixydroxy-
phenylacetic Acid (DOPAC — dopamine metabolite) are significantly lower in cortex of TPC KO mice compared to
WT mice (DOPAC : unpaired t-test, p<0.05, others : unpaired t-test, p<0.001).
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Abstract—A fundamental task for the auditory system is to process communication sounds according to their
behavioral significance. In many mammalian species, pup calls became more significant for mothers than other
conspecific and heterospecific communication sounds. To study the cortical consequences of motherhood on
the processing of communication sounds, we recorded neuronal responses in the primary auditory cortex of vir-
gin and mother C57BL/6 mice which had similar ABR thresholds. In mothers, the evoked firing rate in response to
pure tones was decreased and the frequency receptive fields were narrower. The responses to pup and adult calls
were also reduced but the amount of mutual information (Ml) per spike about the pup call’s identity was increased
in mother mice. The response latency to pup and adult calls was significantly shorter in mothers. Despite similarly
decreased responses to guinea pig whistles, the response latency, and the MI per spike did not differ between
virgins and mothers for these heterospecific vocalizations. Noise correlations between cortical recordings were
decreased in mothers, suggesting that the firing rate of distant neurons was more independent from each other.
Together, these results indicate that in the most commonly used mouse strain for behavioral studies, the discrim-
ination of pup calls by auditory cortex neurons is more efficient during motherhood. © 2020 IBRO. Published by Else-
vier Ltd. All rights reserved.

Key words: communication sounds, cortical discrimination, mutual information, noise correlations, Auditory Brainstem Response
(ABR), motherhood.

INTRODUCTION It has been shown that some call parameters, like ultra-

. o ) o . sonic bandwidth and duration, are perceived in a categor-
Acoustic commynlcatlon is crucial for social interactions, ical fashion by mothers (Ehret and Haack, 1981, 1982;
and many animal models have been proposed to Ehret, 1992). In two-alternative choice experiments,

understand how the behavioral significance of
communication sounds impacts their processing by
central auditory neurons. The mouse ultrasound

communication provides such an opportunity. When suggests that pup calls do not trigger a selective caring

isolated from the nest, mouse pups emit bouts of b R . .
ehavior in virgin females, while they do in mothers
ultrasonic calls (> 25 kHz, Noirot, 1966; Sewell, 1968), (Ehret, 2005) 9 y

which act as a trigger to elicit the search and retrieval
by the mother mice (Sewell, 1970; Haack et al., 1983).

mothers preferentially approach pup-like ultrasounds
compared with a neutral non-communicative sound; while
pup-naive, virgin females do not (Ehret et al., 1987). This

Initially, many studies that have investigated the
neural bases of pup call detection and discrimination
have used the CBA/Cad mouse strain which is known to
have good hearing and show moderate age-related
hearing loss until almost 2years old (Willott, 1986;
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the lack of firing rate difference between the responses to
pup calls and adult calls in mother mice (14—24 weeks
old), and pointed out that only putative pyramidal neurons
(PPNs) in mother mice (but not in non-maternal mice)
showed a larger Signal-to-Noise Ratio (SNR) for pup calls
compared to adult calls. In these PPNs, the discrimination
between pup calls and adult calls was better than
between adult call themselves (Shepard et al., 2015).
Last, a multiunit study revealed that animals (11—
17 weeks old) with more maternal experience show
enhanced suppression of responses to ultrasound stimuli
in low frequency tuned cortical areas (Shepard et al,
2016).

The results seem different in mice strains having a
limited cortical representation of ultrasounds such as
the C57BL/6 mouse, which is the most widely used in
behavioral studies. For example, this mouse strain was
widely used when testing performance in spatial
learning tasks (review in Rossi-Arnaud and Ammassari-
Teule, 1998), in olfactory learning (Restivo et al. 2006),
in object recognition tasks (Fahlstrom et al., 2011), and
also in tasks involving auditory stimuli (Andre et al,
2012; Behrens and Klump, 2016; Pollack et al., 2018)
and social interactions (Chabout et al., 2013; Faure
et al., 2017; Ey et al., 2012; Carola et al., 2008). Further-
more, this strain became the most widely used in studies
aiming at targeting specific cell types by Cre-dependent
reporters. In this mouse strain, there was no difference
in firing rate between lactating mothers (10-12 weeks
old) and naive virgins both for pyramidal cells and for
parvalbumin positive cells (Cohen and Mizrahi, 2015),
a finding that has been replicated in NMRI mice
(Rothschild et al., 2013). There was also very few cells
responding to pup calls: 0/77 cells in naive virgins and
3/70 in lactating mothers (Cohen and Mizrahi, 2015).
However, a recent study performed in C57BL/6 mice
(8—10 weeks old), using a new reporter mouse strain to
target specifically neurons activated by natural sounds,
has shown a transient recruitment of neurons responsive
to ultrasonic vocalizations (USV) (Tasaka et al., 2018).
Interestingly, note that in this study, the vast majority
of the responding neurons have Best Frequency (BF)
< 20 kHz.

In the present study, we aimed at determining whether
the differences in neuronal response parameters between
virgins and mothers described in CBA/CaJ mice can also
be found in C57BL/6 mice. To answer this question, we
provided here exhaustive quantifications by (i) analyzing
the auditory brainstem responses in terms of threshold,
amplitude and latency, and (ii) using a large database to
compare responses of auditory cortex neurons to pure
tones, conspecific (pup and adult calls) and
heterospecific vocalizations (as control stimuli) between
these two groups of C57BL/6 mice. Our main findings
were that at the brainstem level, thresholds were similar
with shorter latencies in response to pure tones in
mothers; whereas at the cortical level, the responses to
all auditory stimuli were decreased with shorter latencies
in mothers except for the heterospecific vocalizations. In
addition, the mutual information per action potential was
significantly higher, for the pup calls only, in mother mice.
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EXPERIMENTAL PROCEDURES
Subjects and audiogram

These experiments were performed under the national
license A-91-557 (project 2017-31, authorization
05202.02) and using the procedures N° 32-2011 and
34-2012 validated by the Ethic committee N°59 (CEEA
Paris Centre et Sud). All surgical procedures were
performed in accordance with the guidelines established
by the European Communities Council Directive
(2010/63/EU Council Directive Decree).

Data are from 15 virgin and 15 mother C57BL/6
background mice (9—24 weeks old) weighting from 21 to
40 g (virgin median 25g; mother median 33 g). They
came from our own colony housed in a humidity (50—
55%) and temperature (22—24 °C)-controlled facility on a
12 h/12 h light/dark cycle (light on at 7:30 A.M.) with free
access to food and water. The day of the experiment,
the animal’s pure-tone audiogram was determined by
testing auditory brainstem responses (ABR) under
Ketamine/Xylazine anesthesia as previously described
(Chaussenot et al., 2015; Martucci et al., 2019). A soft-
ware (RTLab, Echodia, Clermont-Ferrand, France)
allowed averaging 500 responses during the presentation
of five pure-tone frequencies (between 4 and 32 kHz)
delivered by a speaker (Knowles Electronics) placed in
the animal right ear. The auditory threshold for each fre-
quency was the lowest intensity where a small ABR wave
can still be detected (usually waves Il and lll). For each
frequency, the threshold was determined by gradually
decreasing the sound intensity (from 80 dB down to
—10 dB SPL). For their age (2—5 months), all the animals
used in this study had normal pure-tone audiograms for
the C7BL/6 genetic background (Chaussenot et al.,
2015). During off-line analyses, the amplitudes and laten-
cies of the five ABR waves were quantified at 70 dB SPL
for both groups.

Recording procedures

Cortical extracellular recordings were obtained from
arrays of 16 tungsten electrodes (@: 33 um, <1 MQ)
composed of two rows of 8 electrodes separated by
1000 um (350 um between electrodes of the same row).
A silver wire, used as ground, was inserted between the
temporal bone and the dura matter on the contralateral
side. A large craniotomy was performed based on
stereotaxic coordinates (Anteriority: 0 to —5mm from
Bregma; Laterality: —1 to —7 mm from Bregma) then the
location of the left primary auditory cortex was
estimated from the pattern of vasculature reported in
previous studies (Hackett et al., 2011; Willott et al.,
1993; Barkat et al., 2011; Joachimsthaler et al., 2014).
The raw signal was amplified 10,000 times (TDT
Medusa). It was then processed by an RX5
multichannel data acquisition system (TDT). The signal
collected from each electrode was filtered
(610-10,000 Hz) to extract multi-unit activity (MUA). The
trigger level was set for each electrode to select the
largest action potentials from the signal. On-line and off-
line examination of the action potential waveforms
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indicates that the MUA collected here was made of 2—6
shapes of action potentials generated by neurons at
close vicinity of the electrode.

Acoustic stimuli

Acoustic stimuli were generated using MATLAB,
transferred to a RP2.1-based sound delivery system
(TDT, sampling rate 195kHz) and sent to an
electrostatic speaker driver (ED1) and electrostatic
speaker (EC1, Tucker Davis Technologies, Alachua,
FL). The polyethylene tube at the output of the speaker
was inserted in the mouse’s right ear. Calibration of the
speaker was made using pure tones recorded by a
Bruel & Kjaer microphone 4138 coupled to a
preamplifier B&K 2670 and a digital recorded (Marantz)
on the Avisoft software.

Spectro-temporal receptive fields (STRFs) were first
determined using 129 pure-tones frequencies scaled
with a gamma function presented at 75 dB SPL covering
more than 5 octaves (2 to 80 kHz). Each frequency was
repeated 20 times at a rate of 4 Hz in pseudorandom
order. The duration of these tones over half-peak
amplitude was 15 ms and the total duration of the tone
was 50 ms, so there was no overlap between tones.

We played a set of 18 pup and 18 adult mice calls
extracted from a large library of pup and adult calls
initially described by Liu and colleagues (2003). These
calls were already used in several electrophysiological
studies performed on CBA/CaJ mice (Liu and Schreiner,
2007; Lin and Liu, 2010; Shepard et al., 2015). Both the
pup and adult calls were 12—65 ms in duration and were
in the 60—80 kHz range (see figure 9 in Liu et al., 2003).
They differ in terms of their degree of frequency modula-
tion at onset and in terms of their rise-fall time. We also
used a set of heterospecific vocalizations consisting in
four guinea pig whistles. The maximal energy of these
four whistles was in the same frequency range (typically
between 4 and 26 kHz), they only displayed slight differ-
ences in their spectrograms, but their temporal envelopes
clearly differed as shown by their waveforms (see Fig. 1
from Aushana et al., 2018). These stimuli have been used
in previous electrophysiological studies (Aushana et al.,
2018; Souffi et al., 2020).

Experimental protocol

All data were collected under Ketamine/Xylazine
anesthesia (initial dose: 150 mg/kg and 5 mg/kg,
supplemented every hour by 20 mg/kg of the mixture).
After inserting the array in the cortex, a 10-minutes
recovering time lapse was allowed for the cortex to
return to its initial shape, then the array was slowly
lowered. Quantifications of spectro-temporal receptive
fields (STRFs) were used to assess the quality of our
recordings and to adjust electrodes’ depth. We looked
for the inversion of the local field potential polarity (as in
Christianson et al., 2008) and recorded at depths between
400-600 pm below pia, which corresponds to layers Il
and IV according to Anderson et al. (2009).

When a clear frequency tuning was obtained for at
least 4 of the 16 electrodes, the stability of the
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tuning was assessed: we required that the recorded
neurons displayed at least three successive similar
STRFs (each lasting 240 s) before starting the protocol.
The similarity was based on the BF value, as well as
the breadth of tuning and the duration of the response.
When the stability was satisfactory, the protocol was
started by presenting the acoustic stimuli in the following
order: First pure tones at 75 dB, then the pup and adult
calls at 85 dB, then the 4 whistles at 75 dB SPL. Each
vocalization was repeated 20 times with an inter-
stimulus interval of 500 ms. Presentation of this entire
stimulus set lasted 25 minutes. The protocol was re-
started after moving the electrode arrays on the cortical
map. Two to six positions of the electrode array were
set in such a way that the two rows of eight electrodes
sample neurons from the more dorsal to the more
ventral portion of AI/AAF. At the end of recording
session, the animal was euthanatized with an overdose
of Exagon (Pentobarbital, 200 mg/kg).

Data analysis

Quantification of responses to pure tones. The STRFs
derived from MUA were obtained by constructing post-
stimulus time histograms for each frequency with 1 ms
time bins. The firing rate evoked by each frequency was
quantified by summing all the action potentials from the
tone onset up to 50 ms after this onset. Thus, STRFs
are matrices of 100 bins in abscissa (time) multiplied by
129 bins in ordinate (frequency).

Peaks of significant response were automatically
identified using the following procedure: A significant
peak in the STRF was defined as a contour of firing rate
above the average level of the spontaneous activity
(estimated from the ten first milliseconds after tone
onset) plus six times the standard deviation (SD) of the
spontaneous activity. For each STRF, the Best
Frequency (BF) was defined as the frequency at which
the highest firing rate was recorded.

Quantification of responses evoked by vocaliza-
tions. The responses to vocalizations were quantified
using four parameters: (i) the firing rate of the evoked
response, which corresponds to the total number of
action potentials occurring during the presentation of the
stimulus minus spontaneous activity; (ii) the latency and
(iii) the duration of the response and, (iv) the spike-
timing reliability coefficient (CorrCoef), which quantifies
the trial-to-trial temporal reliability of the response. This
index was computed for each vocalization: it
corresponds to the normalized covariance between
each pair of spike trains recorded at presentation of this
vocalization and was calculated as follows:

CorrCoef =

1
N(N—1) 4

where N is the number of trials and ox;x; is the normalized
covariance at zero lag between spike trains x; and x; where
i and j are the trial numbers. Spike trains x; and x; were
convolved with a 10-ms width Gaussian window. Based
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upon computer simulations, we have previously shown
that this CorrCoef index is not a function of the neurons’
firing rate (Gaucher et al., 2013). We computed the Corr-
Coef index with a Gaussian window of 10 ms because this
value was found to be optimal for describing the neurons’
trial-to-trial precision of responses to communication
sounds in previous cortical studies (Aushana et al.,
2018; Gaucher et al., 2013; Gaucher and Edeline, 2015;
Huetz et al., 2009).

Quantification of mutual information from the
responses to vocalizations. The method developed by
Schnupp et al. (2006) was used to quantify the amount
of information (Shannon, 1948) contained in the
responses to vocalizations obtained with natural vocoded
and noise stimuli. This method allows quantifying how
well the vocalization’s identity can be inferred from neu-
ronal responses. Here, “neuronal responses” refer to
the spike trains obtained from a small group of neurons
below one electrode (for the computation of the individual
Mutual Information, Ml). Neuronal responses were repre-
sented using different time scales ranging from 65 ms (du-
ration of the longest vocalization) to a 1-ms precision
(precise temporal patterns), which allows analyzing how
much the spike timing contributes to the information. As
this method is exhaustively described in Schnupp et al.
(2006) and in Gaucher et al. (2013), we only present
below the main principles.

The method relies on a pattern-recognition algorithm
that is designed to “guess which stimulus evoked a
particular response pattern” by going through the
following steps: From all the responses of a cortical site
to the different stimuli, a single response (test pattern) is
extracted and represented as a post-stimulus time
histogram with a given bin size (different sizes were
considered as discussed further below). Next, a mean
response pattern is computed from the remaining
responses (training set) for each stimulus class. The
test pattern is then assigned to the stimulus class of the
closest mean response pattern. This operation is
repeated for all the responses, generating a confusion
matrix where each response is assigned to a given
stimulus class. From this confusion matrix, the Mutual
Information (MI) is given by Shannon’s formula:

MI =" p(x,y) x log, (%)

x.y

where x and y are the rows and columns of the confusion
matrix, or in other words, the values taken by the random
variables “presented stimulus class” and “assigned
stimulus class”.

In our case, we used responses to the 18 pup and 18
adult male calls and selected the responses occurring
during the 65 ms after stimulus onset (i.e. the maximal
duration of the calls). In a scenario where the responses
did not carry information, the assignments of each
response to a mean response pattern was equivalent to
chance level (here 0.055 because we used 18 different
stimuli and each stimulus was presented the same
number of times) and the Ml would be close to zero. In
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the opposite case, when responses are very different
between stimulus classes and very similar within a
stimulus class, the confusion matrix would be diagonal,
and the mutual information would tend to log,(18)
= 4.17 bits. At the cortical level, several studies have
reported that an optimal bin size for obtaining a maximal
value of M|l was on average 8 ms (Schnupp et al., 2006;
Gaucher et al., 2013; Gaucher and Edeline, 2015; Souffi
et al., 2020). Here, because the natural stimuli were very
short (12—65 ms), when we computed the MI for temporal
precision ranging from 1-64 ms, the maximal amount of
MI was obtained for a temporal precision of 4 ms. This
value was therefore used for all the subsequent analyses.

The MI estimates are subject to non-negligible
positive sampling biases. Therefore, as in Schnupp
et al. (2006), we estimated the expected size of this bias
by calculating Ml values for “shuffled” data, in which the
response patterns were randomly reassigned to stimulus
classes. The shuffling was repeated 100 times, resulting
in 100 Ml estimates of the bias (Mlyias). These Mlp,;,s esti-
mates were then used as estimators for the computation
of the statistical significance of the Ml estimate for the real
(unshuffled) datasets: the real estimate was considered
as significant if its value was statistically different (at the
p value <0.05) from the distribution of Mly,s shuffled
estimates.

Quantification of noise correlations. One basic
measure for network dynamics is pairwise noise
correlations (NC; review in Averbeck and Lee, 2004;
Averbeck et al., 2006). NC measure the tendency of two
neurons (or groups of neurons) to respond simultaneously
above and below their respective mean firing rate. The co-
fluctuation of their firing rate on a trial-by-trial basis is usu-
ally viewed as an indication that the two neurons display
functional connectivity (i.e. these two neurons belong to
the same neural assembly as defined by Aertsen et al.,
1989; Aertsen and Gerstein, 1991).

Here, we compute NC based upon the responses to
the set of 18 pup calls and 18 adult calls. This analysis
was performed on pairs of recordings when at least two
out of 16 simultaneous recordings showed significant
responses to at least one vocalization.

The technique used to calculate the NC was identical
to the one used in a previous study comparing virgin and
mother mice (Rothschild et al., 2013). We first subtracted
the mean response of each recording to each stimulus
from all the single-trial responses of this recording to that
stimulus. This resulted in a vector of fluctuations around
the mean responses to the different stimuli. The correla-
tion coefficients between pairs of such vectors were used
as estimates of the NC between the two recordings.

Statistics

To compare the mean amplitude and latency of the five
ABR waves between the two groups, a two-way ANOVA
(fixed effect) was performed for each sound (click, pure
tones at 8 and 16 kHz). Post-hoc comparisons were
performed with Fisher LSD tests. The tests were
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corrected for multiple comparisons using Bonferroni
corrections and were considered as significant if their p
value was below 0.05.

We first tested whether we had normal distributions
and equal variances in our sampled distributions for
each parameters extracted from neuronal responses. In
all cases, the distributions were normal allowing
performing parametric tests (unpaired t-tests). When all
data were compared between the two groups, Student ¢-
tests were used, but Welch t-tests were used in some
cases where the variances were not equal. To compare
the mean firing rate and latency of cortical responses to
pup and adult calls between the two groups, a n-way
ANOVA (fixed effect; with stimulus type and groups as
factors) was performed for the responses to pup calls
and adult calls separately. The difference between the
BF distributions was tested with Chi-Squares, and the
differences in the cumulative percentage of neurons
responding to 1-18 vocalizations were tested with
Kolmogorov-Smirnov test. To compare the noise
correlations of each stimulus from independent pairs of
neurons, a one-way ANOVA test (fixed effect) was
performed for each group.

In the figures, the distributions of all data are
presented using violin plots, with the median indicated
by a white dot and the mean by a red bar. In all figures
displaying group data, we indicated by * a p value
<0.05, by ** a p value <0.01 and by *** a p value
<0.001.

Here, neuronal data were collected over time by
placing a 16-electrodes array at different locations on
the cortical tonotopic map. Two to six positions of the
electrode array were used for each animal, resulting in
31 positions for the virgins and 68 positions for mother
mice. Cluster analysis was also performed by taking the
position of the electrode array as cluster. When
comparing the effects obtained for the 31 positions of
the virgins with the 68 positions in the mothers, all
the significant effects reported in the present study still
hold.

RESULTS
The data presented here are from 9-24 weeks old virgins
and lactating mother females (virgins

median = 10 weeks; mothers median = 13 weeks). The
day of the experiment, the mothers were lactating with
at least 4 pups aged of 9-10 days old.

We collected a database of 154 recordings from virgin
females (n = 15) and of 407 recordings from lactating
mothers (n = 15), obtained with about twice more
positions of the electrode array in mothers. To be
included in the following analyses each recording has to
meet two criteria. First, it had to present a significant
receptive field (with tone-evoked responses 6 SD above
spontaneous activity) when tested with pure tones
presented at 75dB. Second, it had to present a
significant response at least to one pup or adult call (at
least 7 responses over 20 repetitions), i.e. an increase
in firing rate above spontaneous activity (using Kruskall—
Wallis test, p < 0.05).
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Shorter latencies of the ABR waves in mothers
compared to virgins

Before starting the cortical recordings, the ABR
audiogram was systematically tested (see example
Fig. 1B) and we excluded partially deaf animals with
click threshold >= to 70dB SPL (3 animals were
excluded: virgins n = 2, mothers n = 1).

For all the tested frequencies, the mean ABR
threshold did not differ between virgin and mother mice
(Fig. 1A; unpaired t-tests, all p-values >0.05). We
quantified the mean latency and the mean amplitude of
the ABR waves in virgins and in mothers for click (as in
Miranda et al., 2014) and for 8 and 16 kHz as it was
shown to be the frequency range showing the lower
thresholds in many mice strains (Zheng et al., 1999).
Fig. 1 shows the mean amplitude (Fig. 1C) and mean
latency (Fig. 1D) for the five ABR waves. A two-way
ANOVA compared the amplitude of the five ABR waves
in mothers and in virgins. For the click and for 8 kHz
sound, there was a significant group-effect
(F1,44 = 14.89 and F4 44 = 10.33, p < 0.001) and a ten-
dency for a group effect at 16 kHz (Fq14 = 3.15,
p = 0.07). The wave-effect was systematically significant
(all p values <0.00001) and there was no interaction
between groups and waves (lower p-value: p = 0.0855
for 16 kHz). Post-hoc analyses revealed that the ampli-
tudes of wave IV at the click, 8 and 16 kHz were higher
in mothers than in virgins (Fig. 1C, unpaired f-tests
p < 0.05) and this was also the case for the wave Il at
8 kHz (unpaired t-tests p < 0.05).

Remarkably, the latencies of all the waves were
significantly and systematically shorter in mothers
compared to virgins. A two-way ANOVA confirmed that
the latencies of the five ABR waves were shorter in
mothers and in virgins. There was a significant group-
effect (click: Fq14 = 53.63, 8kHz: F;44 = 141.25 and
16 kHz F4 44 = 165.89, all p-value <0.00001), a wave-
effect (all p-values <0.00001) and an interaction
between groups and waves (click and 8kHz
p < 0.0001, at 16 kHz: p = 0.08). Post-hoc analyses
revealed that, for waves Il to V, the latencies of
responses to click and tones were shorter in mothers
than in virgins (Fig. 1D, all unpaired f-tests p < 0.05).

In conclusion, the ABR threshold did not differ
between the two groups but the amplitude of waves IV
and lll, which mostly reflect the neuronal activity of the
superior olivary complex and inferior colliculus, was
significantly larger. Except for wave |, the latency of the
ABR waves was shorter in mother than in virgins.

Smaller receptive fields in the primary auditory cortex
(A1) of lactating mothers

Typical examples of STRFs obtained at 75dB are
displayed in Fig. 2A. Similar to what has been
previously reported in C57BL/6 mice (e.g., see Hackett
et al., 2011), the BF values were between 2.5 kHz and
24 kHz, and none of the recordings obtained in our mice
showed BFs between 24 kHz and 80 kHz, confirming
the lack of high frequency representation at the cortical
level in the C57BL/6 mouse. The two BF distributions
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Fig. 1. ABR threshold, amplitude and latency of the waves in virgin and mother mice. (A) The threshold of auditory brainstem responses (ABR)
were similar in virgin and mother mice. Pure tones (at 4, 8, 16, 24 and 32 kHz) were presented at different intensities (between 70 and —10 dB SPL)
and the threshold of wave Il of the ABR was determined. Each point represents the mean threshold (+sem) of each group at the different
frequencies. (B) Typical example of the ABR waves (labeled | to V) detected at 70 dB SPL for a 8 kHz pure tone (500 trials repeated at 10 Hz). (C)
Violin plots displaying the distribution of the amplitude of waves | to V in virgins and mother mice. The amplitude of waves IV were significantly larger
in mothers than in virgins at the click, at 8 and 16 kHz. It was also the case for the amplitude of wave Il at 8 kHz. D: Violin plots displaying the
distribution of the latency of waves | to V in virgins and mother mice. The latencies of waves Il to V were significantly shorter in mothers compared to
virgins at click, 8 and 16 kHz. In each violin plot, the open dot represents the median, the horizontal bar represents the mean and the vertical bar the
25th and 75th quartiles. *: p value <0.05; **: p value <0.01; ***: p value <0.001.

did not significantly differ between lactating mothers and
virgins (y° = 4.94, p = 0.17; Fig. 2B).

Fig. 2C displays the main parameters derived from the
STRF quantifications, i.e., the evoked firing rate (the total
number of action potentials falling in the significant
contours of the STRFs), the total bandwidth (in octave),
the response latency (in ms) at the best frequency and
the responses duration (in ms). As shown on Fig. 2C, all
these parameters were significantly lower in the
lactating mother than in the virgin mice (unpaired f-tests;
all p values p < 0.01). This indicates that, in lactating
mothers, auditory cortex (ACx) neurons emitted fewer
action potentials (AP) at pure tone presentations, and
that the temporal and spectral extents of the receptive
fields were smaller. However, the evoked responses
occurred at slightly shorter latency after tone onset.

Attenuation of the responses strength to pups and
adult calls in lactating mothers

The typical example of cortical responses to pup calls,
adult calls, and guinea pig whistle (repeated over 20
trials) presented on Fig. 3 illustrates that both
spontaneous and evoked activiies were lower in
mothers (bottom) compared to virgins (top).

Fig. 4 presents the parameters quantified from the
responses to pup and adult calls. We first quantified the
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responses strength average across the eighteen pup
calls and the eighteen male adult calls. Evoked activity
was quantified over a 65ms window starting at
vocalizations onset; spontaneous activity was quantified
over the 100 ms preceding each vocalization. As shown
in Fig. 4A, both spontaneous and evoked activities were
significantly lower (unpaired t-tests; p values p < 0.001)
in lactating mothers compared to virgins. The number of
spikes per trial was also significantly lower (unpaired ¢-
tests; p values p < 0.001) in lactating mothers
compared to virgins. As for the responses to pure tones,
there was a small, but significant, reduction in mean
latency to the USV calls for neurons recorded in
lactating mothers compared to virgins (unpaired t-tests;
p value p < 0.05), but neither the response duration nor
the response trial-to-trial reliability (Corrcoef index) were
changed in the lactating mothers compared with the
virgins (data not shown, unpaired t-tests; p values
>0.20 in the two cases).

Fig. 4B and 4C show that the reduction in firing rate
(Fig. 4B) and in response latency (Fig. 4C) were
systematically present for each of the 18 pup and adult
calls.

For the evoked responses to pup calls, a n-way
ANOVA revealed a significant group-effect
(F15268 = 338, p < 0.0001), a stimuli vocalizations-
effect (F17,5008 = 4.4 p < 0.0001 for pup calls), and no
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Fig 2. Quantification of spectro-temporal receptive fields (STRFs) at 75 dB. (A) Typical examples of STRFs in response to pure tones in the primary
auditory cortex of virgin (left) and mother (right) mice. Gamma tones (50 ms in duration) between 2.5 and 80 kHz were presented at 75 dB at a rate
of 4 Hz. The color gradient represents the neurons firing rate with the blue indicating the minimum firing rate (close to the level of spontaneous
activity in dark blue) and the red indicating the maximum firing rate obtained for a range of frequencies. The thin white line indicates the evoked firing
rate 6SD above the mean level of spontaneous activity. The maximum firing rate at a given frequency allows defining the neuron Best Frequency
(BF). The bandwidth (bw), latency (la), and duration (du) have been quantified for each receptive field. (B) Distribution of the neurons’ Best
Frequencies (BF) in virgin and mother mice. The BF values were classified by octaves. The distributions of the BF values did not differ between
virgin (blue) and mother (grey) mice. (C) Quantification of the receptive field parameters. Four parameters were quantified: the evoked firing rate,
the bandwidth, the response latency at the BF and the duration of the receptive field. On average, the evoked firing rate was lower for the neurons
recorded in the mother mice. The receptive fields bandwidth and their duration were significantly lower for neurons recorded in mother mice
compared with neurons recorded in virgins. The response latency was also shorter in the auditory cortex neurons of mother mice. In each violin
plot, the open dot represents the median the horizontal bar represents the mean and the vertical bar the 25th and 75th quartiles. **: p value <0.01;
***: p value <0.001. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

interaction  between groups and vocalizations t-tests p < 0.05), indicating that the shorter response
Fi75068 = 0.58, p = 0.9). The same was true for the latency in mothers is more common when pup calls are
evoked response to adult calls (group-effect: presented compared to adult calls.
F15069 = 250, p < 0.0001, vocalization-effect: Interestingly, the difference between the mean latency
Fi175269 = 2.9 p < 0.0001, and no interaction between to all pup calls (gray and blue dashed lines in Fig. 4C) and
groups and vocalizations Fq7 5269 = 0.7, p = 1). the latency to each pup call was larger in mothers than in
Similar effects were found for the response latencies virgins (2.72 ms vs. 2.38 ms) whereas it was not the case
(Fig. 4C): for the response to pup calls there was a for the adult calls (3.98 ms vs. 3.92 ms).
significant group-effect (Fqs268 = 53.9 p < 0.001), a One potential consequence of the decrease in
vocalizations-effect (Fq75268 = 51.54 p < 0.0001), and response strength is that auditory cortex neurons might
no interaction between groups and vocalizations respond to fewer calls in mother mice than in virgin
(F17.5268 = 1.29, p = 0.1). For the responses to adult mice. Therefore, we quantified the number of pup and
calls there was a significant group-effect (Fq 5060 = 40.5 adult vocalizations eliciting a significant neuronal
p < 0.001), a vocalizations-effect (F17,5260 = 134.9 response in mothers and virgins. We systematically
p < 0.0001), and no interaction between groups and tested whether there was a significant increase in firing
vocalizations (F175269 = 0.63, p = 0.8). Furthermore, rate (above spontaneous activity, p < 0.05) for each of
when we compared the mean latency for each the 36 calls (the eighteen pup and the eighteen adult
vocalization, there were more significant differences in calls). Fig. 5 shows the cumulative distributions of
response latencies between virgins and lactating response to the pup calls and adult calls in the two
mothers for pup calls (5 calls with unpaired t-tests groups of females. There were slightly more recordings
p < 0.05) compared to adult calls (4 calls, with unpaired responding from 4 to 12 pup (Fig. 5A) and adult calls
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Fig 3. Typical examples of response to mouse pup (left) mouse adult (middle) and guinea pig (right) vocalizations. Time zero of the x-axis
corresponds to the beginning of the pre-stimulus activity. The beginning to the vocalization is a 100 ms for the pup and adult calls and at 200 ms for
the guinea pig whistles. The orange lines indicate the vocalization onset independently of this duration. Each vocalization was repeated 20 times.
Note the different time scales between the pup and adult mouse calls and the guinea pig whistle. Note also that the spontaneous and the evoked
firing rate were lower in mother mice (bottom) compared to virgin mice (top) for the three types of vocalizations.

(Fig. 5B) in virgins compared to mothers, but this effect
was not significant (Kolmogorov—Smirnov tests:
p = 0.46 for pup calls and p = 0.11 for pup calls).

Neurons in lactating mothers convey more
information per spike compared to virgins

We quantified the mutual information (Ml) between the set
of stimuli and the auditory cortex responses: Ml was
quantified based upon temporal patterns with a 4 ms
time precision (see Methods). There was no significant
difference between the mean value of M| obtained for
the two groups of females (0.92 for pup calls and 1.00
for adult calls in virgins vs. 0.93 for pup calls and 0.97
for adult calls in mothers; unpaired t-tests; p > 0.18;
data not shown). However, as the number of evoked
spikes was lower in the lactating females, the value of
mutual information per spike (Ml/spike) was higher in
lactating mothers compared to virgins (unpaired f-tests;
p value p < 0.001). Interestingly, this was the case for
the Ml/spike computed from the responses to pup calls
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but not for the Ml/spike computed on the responses to
adult calls (Fig. 6A).

Potentially, we could envision that the larger the
number of pup calls triggering cortical responses, the
higher the Ml/spike. Therefore, we looked for
relationships between the Mi/spike value and the
number of vocalizations to which the neurons responded
(Fig. 6B) both for the adult calls and the pup calls. In
virgin mice, both with the pup and the adult calls, a
linear regression did not indicate significant correlation
(p > 0.20) between the Ml/spike value and the number
of calls eliciting a response (R = 0.12 for pup calls and
R = 0.11 for adult calls). In contrast, in mother mice the
neurons having the highest values of Ml/spike tended to
respond to fewer vocalizations (R = 0.38 for pup calls
and R = 0.35 for adult calls), and this negative
correlation was significant (p < 0.001).

Responses to heterospecific vocalizations

Do the physiological changes occurring during
motherhood only impact the responses to conspecific
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Fig 4. Quantification of responses to pup and adult calls. (A) On average, the spontaneous and evoked activities were significantly lower for the
neurons recorded in mother mice. This was also the case for the number of spikes per trial (middle). The response latency to pup and adult calls was
also shorter in mother mice (right). In each violin plot, the open dot represents the median the horizontal bar represents the mean and the vertical
bar the 25th and 75th quartiles. *: p value <0.05; ***: p value <0.001. B: Evoked responses (firing rate in spikes/s) for each pup (left) and adult
(right) calls. The lower firing rate observed for the neurons recorded in mother mice (displayed in A) was present for the responses to each pup (left)
and adult male (right) call. C: Response latency for each pup (left) and adult (right) call. The small latency difference founded on average between
neurons recorded in virgin and mother mice (displayed in A) was clearly detected in the responses to each call but was more visible for the response
latencies obtained at presentation of the pup calls. Note that the mean latency to all pup calls (gray and blue dashed lines) and the latency to each
pup call were larger in mothers than in virgins (2.72 ms vs. 2.38 ms) whereas it was not the case for the adult calls (3.98 ms vs. 3.92 ms). (For
interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

vocalization or in contrast also impact the responses to
heterospecific vocalizations? To address this question,
we analyzed the responses to guinea pig vocalizations
in virgins and mothers.

The typical example of response to guinea pig
vocalizations presented on Fig. 3 shows that cortical
neurons mostly responded by onset responses to the
four whistles with often an additional peak. Fig. 7
presents the parameters quantifying the responses to
these heterospecific vocalizations. The responses
strength (averaged across the four whistles) was
quantified over a 300 ms window starting at the onset
of the vocalizations, and spontaneous activity was
quantified over the 100ms preceding each
vocalization. Both spontaneous and evoked activities
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were significantly decreased (unpaired t-tests; p values
p < 0.001) in lactating mother compared to virgins
(Fig. 7A), as well as the number of spikes per ftrial
(unpaired t-tests; p values p < 0.001). However, other
response parameters were not altered. The Ilatency
did not significantly differ in mother and in virgins
(Fig. 7B, unpaired t-tests; p value p > 0.05). Finally,
the mutual information per spike was not different
between mothers and virgins (Fig. 7C, unpaired f-
tests; p value p > 0.3).

Thus, the decrease in evoked responses was also
observed in mothers compared to virgins, but the other
parameters such as the latency and the Mli/spike were
not modified when presenting heterospecific
vocalizations.
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Fig 6. Quantification of mutual information (Ml). (A) Mutual information per spike: On average, the
mutual information per spike emitted at presentation of the pup vocalizations, was higher for neurons
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difference. In each violin plot, the open dot represents the median, the horizontal bar represents the
mean and the vertical bar the 25th and 75th quartiles. *: p value <0.05; **: p value <0.01; ***: p
value <0.001. (B) MI/Spike as a function of the number of significant responses to the pup (left) and
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responding to the largest number of vocalizations to have slightly larger values of mutual information

stimulus-specific  NC (as in
Rothschild et al., 2013) led to simi-
lar results (Fig. 8A2, B2). For both
mothers and virgins, stimulus-
specific NC varied significantly with
stimulus identity (pup calls: ANOVA
for virgins Fi7551 = 4.76,
p < 0.001, and for mothers
F17’1469 = 11.96, p < 0.001; adult
calls: ANOVA for virgins
Fi7.490 = 11.81, p < 0.001, and
for  mothers F17.1439 = 18.12,
p < 0.001). In addition, the mean
values of NC (across all calls) were
lower in mother mice compared to
the mean value in virgin mice (in
mothers: 0.20 for pup and adult
calls, versus in virgins: 0.29 for
pup and adult calls; unpaired t-
test, p < 0.05 in both cases).

We  confirmed that NC
(Fig. 8C1) and stimulus-specific
NC (Fig. 8C2) were decreased
whatever the stimulus presented,
by quantifying the NC from the
responses to the guinea pig
whistles: both when computed on
a similar time window as the
mouse calls (70ms) or on the
whole whistle duration (280 ms),
the NC obtained in mothers were
systematically lower compared to
virgins (over a duration of 70 ms:
0.28 vs. 0.20 p < 0.01; over a
duration of 80 ms: 0.40 vs. 0.23,

per spike. In contrast, in mother mice, there was a significant negative correlation between the value  in

of MI/Spike and the number of calls.

Co-variations between pairs of recordings in
responses to calls decrease for mother mice

To assess the network dynamics in virgins and in lactating
mothers, noise correlations (NC) were analyzed by
computing trial-to-trial co-fluctuations in firing rate
between pairs of recordings in response to the set of
pup calls and the set of adult calls. When computed
exactly with the same method (and under the same
anesthetic agent) as Rothschild et al. (2013), the distribu-
tion of NC values was shifted toward lower values in
mother mice compared to virgin mice both for the pup
calls (Fig. 8A1) and for the adult calls (Fig. 8B1). The
mean values of NC were significantly lower in mothers
than in virgins both for the pup calls (0.19 vs. 0.28
unpaired- f-test, p < 0.001) and for the adult calls (0.19
vs. 0.27; unpaired- t-test, p < 0.001). Computing the
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p < 0.01). Together, these
analyses suggest that, on average,
mother mice two cortical

recordings showed less trial-to-trial

co-fluctuations in their firing rate

than two cortical recordings

obtained in virgin mice. This might
be an indication that the cortical network dynamics is
less synchronized in mother than in virgin mice.

DISCUSSION

We show here in the most commonly used mouse strain
for behavioral studies and studies involving genetic
constructions, the C57BL/6 mouse, that the processing
of acoustic information by auditory cortex neurons is
modified from the virgin to the mother physiological
state. In mother mice, the cortical frequency receptive
fields were narrower and the responses to pure tones
were decreased. This contrasts with the fact that the
amplitude of the ABR waves IV and V were larger in
mothers compared to virgins. The cortical responses to
pup and adult calls were also reduced but, strikingly, the
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Fig 7. Quantification of responses to heterospecific (guinea pig) vocalizations. (A) On average,
spontaneous and evoked activities (left) were significantly lower for the neurons recorded in mother
mice. This was also the case for the number of spikes per trial (middle). (B) The response latency to
guinea pig vocalizations was not different between mother and virgin mice (right). (C) The mutual
information per spike emitted at presentation of the guinea pig vocalizations was not different between
mothers and virgins. In each violin plot, the open dot represents the median, the horizontal bar
represents the mean and the vertical bar the 25th and 75th quartiles. *: p value <0.05; **: p value

<0.01; ***: p value <0.001.

amount of information per emitted action potential (Ml/
spike) about the pup call’'s identity was increased in
mother mice. The response latencies to pure tones
were shorter both at brainstem and cortical levels, and it
was also the case for the cortical responses to mice
calls. Despite similar decreased responses to guinea pig
whistles, the response latency, and the Ml/spike did not
differ between virgins and mothers for these
heterospecific vocalizations. Last, the noise correlations
between cortical recordings were decreased in mothers,
suggesting that the firing rate of distant neurons was
more independent from each other.

Similarities and differences with findings reported in
other mice strains

Several studies reporting physiological changes in the
auditory cortex in mother mice versus virgin mice have
used the CBA/CalJ strain, mainly because (i) its auditory
thresholds remain good for more than a year (Zheng
et al., 1999; Hunter and Willott, 1987; Jimenez et al.,
1999) and (ii) the existence of a cortical representation
of ultra-sonic sounds (Shepard et al., 2015, 2016). In this
mouse strain, whereas the initial study by Liu and
Schreiner (2007) has not observed lower responses in
mothers than in virgins, the study by Shepard et al,
2016 has reported that recordings obtained from the fields
Al and AAF, displayed lower responses in mother mice
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than in naive mice (especially
those displaying BF  below
40 kHz). The larger proportion of
single units showing inhibitory
response to pup calls in mother
mice described by Galindo-Leon
et al. (2009) can potentially explain
the lower responses observed in
multi-unit recordings. These
authors hypothesized that plasticity
induced inhibitory responses for
cortical neurons tuned at frequen-
cies distant from the range of the

*%k%*

t

Spike/trial

pup USV.

In NMRI mice, no significant
difference has been reported
between the evoked and
spontaneous activity obtained in
virgin and mother mice

(Rothschild et al., 2013). Similarly,
only slight and non-significant
decreases in evoked activity has
been detected in pyramidal and
parvalbumin positive neurons by
Cohen and Mizrahi (2015) in the
C57BL/6. In fact, the results of
Marlin et al. (2015) were the only
study reporting a strong increased
in evoked responses and in trial-
to-trial reliability in mothers com-
pared to virgins, which might can
be the consequence of sampling
more superficial layers and/or other
cell types in their patch experiments. More recently,
Tasaka et al. (2018) have also found a transient increase
in firing rate but for neurons specifically activated by USV
calls as a consequence of a pre-exposure performed 5—
6 days before.

In the CBA mouse a reduction in the latency at pup
call presentations (from 21.2 to 16.6 ms) was observed
by Liu and Schreiner (2007), an effect that was confirmed
both for single units inhibited by pup calls and for LFP
recordings (Galindo-Leon et al., 2009). This effect was
also reported by Rothschild et al. (2013) (from 39.2 to
32.9 ms) in the NMRI mice. Here, we found shorter corti-
cal latencies both for pure tones and mice vocalizations,
an effect also detected here at the brainstem level with
pure tones as already described by Miranda et al. (2014).

Based upon MI quantifications, Liu and Schreiner
(2007) reported that auditory cortex neurons of mothers
were better than those of virgins in detecting and discrim-
inating pup calls, an effect that was more pronounced at
the response onset. In line with this result, we found that
the value of Ml/spike was higher in mothers than in virgins
only for the pup calls (Fig. 6A). Thus, despite reduced
responses to both adult and pup calls, cortical neurons
were better to discriminate the pup calls, potentially based
on the fact that the call-to-call differences in terms of
response latency were larger in mother mice (Fig. 4C).
On the other hand, Tasaka et al. (2018) proposed that
Al neurons are mostly playing a role in detecting pup calls
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Fig. 8. Quantification of Noise Correlation (NC) between pairs of recording sites. (A1-C1) Distribution of NC values (i.e., Correlation of the mean
firing rate of recording sites to each stimulus compared to all the single-trial responses of one recording site to that stimulus) of virgin (blue) and
mother (grey) mice in response to pup calls (A1), adult calls (B1), and guinea pig whistles (C1). Mean NC values in mothers (0.19 for pup and adult
calls, and 0.20 for guinea pig whistles) were significantly lower compared with those obtained in virgin mice (0.27 for pup calls, 0.28 for adult calls,
and 0.28 for guinea pig whistles). (A2-C2) Stimulus-Specific Noise Correlation (SSNC) (i.e., Correlation of the firing rate of pairs of recording sites in
response to the same stimulus) of virgin and mother mice in response to pup calls (A2), adult calls (B2), and guinea pig whistles (C2). On average,
the NC values for each vocalization in mothers (0.20 for pup and adult calls, 0.27 for guinea pig whistles) were significantly lower compared with
those obtained in virgin mice (0.29 for pup and adult calls, 0.40 for guinea pig whistles). (For interpretation of the references to colour in this figure

legend, the reader is referred to the web version of this article.)

without participating to their fine discrimination, a function
which may occur in higher brain regions.

We found lower noise correlations in mother mice
compared to virgins, in contrast with Rothschild et al.
(2013) who reported higher noise correlations in mother
mice. Besides methodological differences (two-photon
vs. electrophysiological data) and potentially layer differ-
ences (sampling more superficial layers in two-photon
imaging), these authors described noise correlations
between closely adjacent neurons (less than 200 um
apart) whereas the noise correlations reported here are
between clusters of neurons, which were on average
1000 um apart. It is not unrealistic to consider that, in
mothers compared to virgins, the firing rate of neurons
at close vicinity is more correlated whereas the firing rate
of neurons at larger distances is less correlated. Note also
that the temporal window used to compute noise correla-
tions was much larger in two-photon imaging (250 ms)
than in electrophysiology (65 ms).

Remarkably, it is interesting to note that the effects
detected for the response to pup calls differed from
effects detected for the responses to adult calls and
guinea pig whistles. Despite close spectral and temporal
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parameters between pup and adult calls (see Methods),
neurons of mother mice seem to be slightly better at
discriminating the pup than the adult calls. It is possible
that exposure to pup calls during the 9-10days
postpartum was sufficient to induce cortical plasticity
specific to pup USV compared to the adult USV or the
guinea pig whistles. In two studies (Shepard et al,
2016; Tasaka et al., 2018), postpartum induced changes
have been investigated over time and the effects, espe-
cially the response strength, differed according to the
number of days after parturition. Thus, testing our animals
at different days post-partum might have revealed larger
effects.

Potential mechanisms explaining our results

The changes detected in auditory cortex in mother mice
are potentially the consequence of plasticity induced by
the association between the calls emitted by pups and
the large increase in concentration of various neuro-
hormones and neuromodulators present during
parturition and lactation. In their study, Marlin and
colleagues (2015) reported that the increase in evoked
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responses and temporal reliability detected in mother
mice can be replicated by pairing between pup calls pre-
sentations and either topical oxytocin application or oxy-
tocin release by optogenetic stimulation in Al.

As this increase in evoked responses was not found
by other studies (Rothschild et al., 2013; Cohen and
Mizrahi, 2015; Shepard et al., 2015, 2016) and in our
data, other mechanisms than the oxytocin-induced facili-
tations should be envisioned. For example, neuropeptides
such as oxytocin and vasopressin (Fliers et al., 1985,
1986; Petersson et al., 1998) and the steroidal hormone
estradiol can activate neurons releasing neuromodula-
tors, such as noradrenaline (Serova et al., 2011; Wade
et al., 2013) which in turn promotes reduction in evoked
responses in auditory cortex. Indeed, noradrenaline has
been shown to decrease spontaneous and evoked activity
by acting on alpha1 receptors (Manunta and Edeline,
1997; Gaucher and Edeline, 2015). Furthermore, pairing
protocols involving association between NA application
or locus coeruleus stimulation and an auditory stimulus
induced decreases in evoked responses specific for that
stimulus (Manunta and Edeline, 2004; Edeline et al.,
2011). In addition, at several levels of the auditory sys-
tem, NA application also tends to reduce the jitter of
evoked responses, which can lead to a decrease in
response latency (cochlear nucleus: Késsl and Vater,
1989; auditory cortex: Manunta and Edeline, 1997; see
Fig. 3 in Edeline, 2012).

Therefore, it is possible that neuromodulators or
neuro-hormones promoted inhibitory mechanisms by
decreasing the thalamo-cortical transmission or by a
larger activation of intra-cortical (and/or sub-cortical)
inhibitory neurons, and that these inhibitory mechanisms
improved the cortical detection of pup calls over other
types of acoustic stimuli (Galindo-Leon et al., 2009). Neu-
romodulators also impact the network dynamics
(Metherate and Ashe, 1993; Giocomo and Hasselmo,
2007; Deliano et al., 2020) which can potentially explain
the decrease in noise correlations found in mothers com-
pared to virgin mice.

Interestingly, despite similar ABR thresholds, we also
found significant effects of motherhood on the amplitudes
and latencies of ABR waves, suggesting that
neuromodulators and neurohormones impact the
auditory system as early as the first relays in the
auditory system (cochlear nucleus: Koéssl and Vater,
1989; inferior colliculus: Hurley and Pollak, 1999, 2005).
On the one hand, the reduced response latency observed
at the cortical level can result from the reduced latencies
observed in the brainstem. On the other hand, as the
amplitude of the ABR waves IV and V were larger in moth-
ers, the attenuated cortical responses cannot be
explained by an action of neuromodulators at the brain-
stem level. Thus, the global effect observed in mothers
at the cortical level is a combination of both subcortical
effects and intrinsic cortical effects.

The specificity of the C57BL/6 model

The C57BL/6 mouse is a special case in the field of
auditory neurosciences because its aged-related
hearing loss can occur very early in age (3—5 months),
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starting in the highest frequencies (Mikaelian et al.,
1974; Henry and Chole, 1980), which leads to a lack of
CF above 24 kHz for the eight nerve fibers of this strain
at the adult stage (Taberner and Liberman, 2005). As a
consequence, at the level of the auditory cortex, there
was no CF above 30kHz in electrophysiological (Tan
and Wehr, 2009; Hackett et al., 2011; Cohen and
Mizrahi, 2015; Moore and Wehr, 2013; Moore et al.
2018) and two-photon studies (Bandyopadhyay et al.,
2010; Chen et al., 2011). Therefore, the cortical represen-
tation of ultrasonic frequencies (40—100 kHz) does not
seem to exist in this mouse strain, which explains why
none of our BF was above 24 kHz.

Nonetheless, we observed here that many cortical
sites responded to the USV calls. In the CBA/CaJ
mouse only 12% of the auditory cortex is allocated to
ultrasonic frequencies, but more than 30% of the multi-
unit recordings respond to the pup calls, including
neurons with BF between 8 and 32 kHz (see Fig. 1 in
Shepard et al., 2016). Similarly, in the inferior colliculus
of CBA mice 60 to 80% of the cells with low frequency
CF responded to ultrasonic calls (Portfors et al., 2009).

Several factors can potentially explain why neurons
with low or middle frequency CF can respond to USV
calls. In the IC, Portfors and colleagues (2009) showed
that neurons can respond to the combination of ultrasonic
tones if their difference is in the excitatory tuning curve of
the neurons. They suggested that the quadratic and/or
cubic intermodulation distortion component generated in
the cochlea by ultrasonic vocalizations allow a large frac-
tion of neurons to respond to these vocalizations.

Another possibility is that the response of cortical
neurons is not primarily determined by the spectral
content of natural stimuli, which has been largely
documented in many species (cat: Bar-Yosef et al,
2002; rat: Machens et al., 2004; mice: Ahrens et al.,
2008; bird: Woolley et al., 2006; guinea-pig: Laudanski
et al., 2012; human: Bitterman et al., 2008). Among many
acoustic cues, the rising slope of an acoustic stimulus can
change the response strength and its latency (Heil,
1997a, 1997b; Heil et al., 2011). In our case, the very
sharp rising slope of the adult and pup calls (1-5 ms) or
subtle variations in the frequency trajectory of the calls
(Chong et al., 2020) could promote responses even if
the neuron CF is far from the spectral content of the
vocalizations.

To conclude, despite a lack of high frequency
representation at the cortical level, cortical neurons of
C57BL/6 mice can respond to pup and adult calls, and,
more importantly, can display selective neuronal
plasticity for communication sounds when they became
significant. This suggests that the C57BL/6 is a suitable
model for studying the plasticity of cortical
representations involving communication sounds during
motherhood and other natural situations.
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Résumé

Les signaux de communication acoustiques sont cruciaux pour les interactions sociales et les
réseaux corticaux doivent traiter efficacement ces signaux pour que des comportements
adéquats se fassent entre individus. Chez des souris vierges n’exprimant pas le canal « two-
pore-channel » (TPC) nous avons précédemment montré des altérations de réponses
évoquées dans le cortex auditif primaire par imagerie bi-photonique et par électrophysiologie.
Les réponses corticales des souris KO TPC étaient moins fortes, plus variables et moins
sélectives pour les vocalisations de souris que chez des souris WT. La présente étude avait
pour objectif de déterminer si cette situation se retrouve chez des souris méres KO TPC qui
montrent des déficits de comportements maternels. Contrairement a la situation des souris
meéres WT, les réponses évoquées corticales des souris meres KO TPC sont augmentées par
rapport aux souris TPC vierges. Alors que la capacité de discrimination neuronale (quantifiée
par lI'information mutuelle par potentiel d’action) est augmentée chez les souris méres WT
par rapport aux vierges, elle est diminuée chez les souris méres KO TPC. Un traitement
chronique a l'ocytocine (OT) effectué sur les 9-10 jours post-partum ne restaure pas le déficit
comportemental des meres KO TPC, mais restaure les diminutions de réponses corticales et
I’augmentation des capacités de discrimination neuronales. Chez les méres KO TPC, les seuils
auditifs (mesurés par la méthode des Auditory Brainstem Responses) sont plus élevés que
chez les vierges, un effet qui s’observe aussi chez les meres traitées a I'OT. Ces résultats
indiquent que les déficits comportementaux des souris méres KO TPC s’accompagnent de
modifications corticales du traitement des signaux de communication acoustique ; effet qu’un
traitement chronique a I'OT peut partiellement restauré.
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Introduction

La communication acoustique est cruciale pour les interactions sociales, et de
nombreux modeéles animaux ont été proposés pour comprendre comment la signification
comportementale des sons de communication impacte leur traitement par les neurones
auditifs centraux (Ehret, 2006, chapitre 4 ; Marlin et al., 2015 ; Dunlap et al., 2020). Chez de
nombreuses especes de mammiferes, les cris des nouveau-nés sont plus importants pour les
meéres que d'autres sons de communication conspécifiques et hétérospécifiques. Lorsqu'ils
sont isolés du nid, les souris nouveau-nés émettent des cris ultrasonores (>25 kHz : Noirot,
1966 ; Sewell, 1968), qui agissent comme un déclencheur pour permettre leur recherche et
leur récupération par les souris meres (Sewell, 1970 ; Haack et al., 1983). Il a été montré que
certains parametres de ces cris, comme leur gamme de fréquence et leur durée, peuvent étre
catégorisés par les méres (Ehret & Haack, 1981, 1982 ; Ehret, 1992), et que les souris méres
répondent préférentiellement des sons de types USV par rapport a un son neutre non
communicatif, contrairement a des femelles vierges qui n’ont pas de préférence (Ehret et al.,
1987). Au niveau corticale de nombreuse études ont rapporté une meilleure discrimination
des vocalisations de nouveau-nés chez les souris meres par rapport a des souris vierges naives
(Liu & Schreiner, 2007 ; Shepard et al. 2015a ; Royer et al., 2021).

Chez 'Homme, il a été suggéré que l'intégration et le traitement anormaux des stimuli
sensoriels jouent un réle important dans le comportement social des patients atteints de
troubles du spectre autistique (TSA), ce qui pourrait s'expliquer par une activité altérée dans
certains réseaux corticaux. De plus, dans les modeles animaux présentant une déficience du
comportement social, des altérations du traitement sensoriel ont été remarquées (Geramita
et al., 2020 ; Mei et al., 2016 ; Chen et al., 2020 ; Scott et al., 2018, 2020 ; Thye et al., 2018).
Au niveau neuronal, les mécanismes sous-jacents a ces altérations du traitement sensoriel ont
été rarement étudiés. Plusieurs types de données suggerent que des altérations de la
régulation des réserves de calcium intracellulaires peuvent avoir un impact important sur la
facon dont les neurones traitent les entrées synaptiques et ont été impliqués dans les TSA
(Nguyen et al., 2018).

Dans une précédente étude (Royer et al., soumis), nous avions étudié le role
fonctionnel des canaux TPC dans le traitement cortical des sons de communication, grace a
une souris mutante double KO dépourvue des canaux TPC1 et TPC2. Les TPC sont présents
dans de nombreuses espéces avec trois isoformes connues (TPC1, TPC2 et TPC3). Chez
I'homme et les rongeurs, seuls les TPC1 et TPC2 sont exprimés, affichant une sélectivité
ionique différente en partie s’ils sont activés soit par le nicotinic acid adenine dinucleotide
phosphate (NAADP) (sélectivité Ca?*) (Galione, 2019 ; Gerndt et al., 2020) soit par PI(3,5)P2
(sélectivité Na*) (Gerndt et al., 2020 ; Wang et al., 2012 ; Cang et al., 2013). Le ro6le de ces
canaux dans le systeme nerveux central reste largement méconnu, mais on peut suspecter
gu'ils modulent I'activité des réseaux corticaux et le comportement social. Par exemple, pour
ce qui est des deux isoformes TPC (TPC1, Chr. 12 g24.13 et TPC2, Chr. 11g13.3) exprimées
chez I'homme, les deux régions chromosomiques les codant ont été identifiées comme des
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régions du génome humain lié a une variation du nombre de copies (CNV) dans l'autisme et
chez les enfants présentant un retard de développement ou et de perte auditive (Khan et al.,
2007 ; Shink et al., 2005 ; Chilian et al., 2013). Chez nos souris KO TPC, nous avons comparé
les réponses évoquées a des vocalisations de souris notamment, des neurones du cortex
auditif primaire avec celles de souris WT. Les résultats obtenus en imagerie calcique bi-
photonique ont indiqué que les neurones corticaux des souris TPC KO étaient moins sélectifs
a des vocalisations de souris par rapport a d’autres stimuli et répondaient a plus de
vocalisations que les neurones des souris WT. De plus, les enregistrements
électrophysiologiques ont révélé que les neurones KO TPC répondaient avec un taux de
décharge évoqué plus faible, une reproductibilité temporelle des réponses moins bonne et
des capacités plus faibles a discriminer entre elles les vocalisations de souris. Ces résultats
démontrent que les canaux TPC ont un réle important dans le traitement cortical des sons de
communication, et que les altérations de la régulation intracellulaire du Ca?* sont
fondamentales pour mieux comprendre les déficits corticaux conduisant a des
comportements sociaux anormaux.

Dans la présente étude, nous nous sommes demandé si les altérations liées au
traitement cortical des sons de communication chez la souris KO TPC sont aggravées lors du
passage de vierge a meére chez ces souris mutantes. En effet, traiter efficacement les
informations sensorielles provenant des nouveau-nés (cris, odeur, etc.) est primordiale a la
souris mere pour s’occuper au mieux de sa portée. Une étude récente de notre équipe
(Martucci et al., soumis) a observé chez des souris meres KO TPC un taux de réussite au test
de comportement maternel moins bon et une rapidité a ramener le premier nouveau-nés au
nid plus faible que des souris meres WT.

Dans cette étude, nous avons enregistré les réponses des neurones du cortex auditif
de souris meére KO TPC et comparés ces réponses a celles de souris mere WT ainsi qu’a celles
de souris vierges KO TPC. Les résultats montrent que les réponses corticales aux vocalisations
de souris augmentent lors du passage de vierge a mére chez les souris KO TPC alors qu’elles
diminuent chez les WT, ce qui conduit a une diminution de la valeur moyenne d’information
mutuelle/Potentiels d’action (donc moins d’information par PA) chez les meres KO TPC alors
qgue celle des souris méres WT augmente par rapport aux vierges. Pour savoir si les déficits
observés étaient dus en partie a la chute de concentration en OT plasmatique détectée chez
la souris KO TPC, deux groupes supplémentaires de souris KO TPC meéres ont été traitées (en
intranasal pendant 9 jours) soit avec une dose d’OT soit avec du sérum physiologique. Méme
s’il n’y a pas eu d’amélioration de performance au test de comportement maternel (en terme
de pourcentage de rappel des nouveau-nés au nid), 'administration d’OT (a la dose de 8UlI)
tend a augmenter la rapidité des souris meres a ramener leurs premiers petits au nid. Au
niveau cortical, le traitement a I'OT a aussi permis de diminuer les réponses évoquées aux
sons purs et aux sons de communication acoustique et d’augmenter la valeur de Ml/Potentiels
d’action chez les souris meres KO traitées a I’OT par rapport a celles traitées au sérum
physiologique.
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Matériels et méthodes

Animaux utilisés

Dans cette étude, nous avons repris les données des souris WT vierges et méres de
I'article Enhanced discriminative abilities of auditory cortex neurons for pup calls despite
reduced evoked responses in C57BL/6 mother mice ; et les données des souris vierges KO TPC
de l'article Altered cortical discrimination between communication sounds in a mouse lacking
two-pore channels: a two-photon and electrophysiological study. Nous avons donc, en plus de
ces groupes, des souris meres KO TPC de méme fond génétique que les souris KO TPC de
I'article Royer et al., (soumis), (cf. Methods).

Dans cette article nous avons comparé les résultats obtenus entre les souris vierges
WT (n=15) et méres WT (n=15), ceux obtenus entre les souris vierges KO TPC (n=14) et meres
KO TPC (n=19), et enfin ceux obtenus entre les souris meres KO TPC a qui on a administré du
sérum physiologique intranasale (n=12) et les souris méres KO TPC a qui on a administré de
I’OT intranasale (n=16).

Avant les expérimentations d’électrophysiologie extracellulaire dans le cortex auditif,
I'audiogramme de chaque animal a été quantifié par I'analyse des réponses du tronc cérébral
auditif (Auditory Brainstem Response ou ABR). L'ABR est obtenu par un enregistrement
différentiel entre 2 électrodes sous cutanées, l'une placée au niveau du vertex, 'autre au
niveau de la bulle tympanique. Une masse est placée au niveau du dos de la souris. Une
interface de stimulation/acquisition et un logiciel dédié (RTLab, Echodia, Clermont-Ferrand)
permettent de moyenner les différences de potentiel entre les deux électrodes lors de la
présentation, par un haut-parleur (Knowles Electronics) placé dans |'oreille droite de la souris,
d’un clic ou de sons purs de fréquences allant de 4 a 32kHz. Pour chaque fréquence, le seuil
d’intensité sonore est identifié lorsque les plus petites ondes (généralement les ondes Il et 1)
de I'ABR sont encore détectables. Tous les animaux inclus dans ce travail avaient des seuils au
clic, inférieurs a 50 dB SPL (signe d’une audition correcte). De plus, les amplitudes et les
latences des cing ondes ABR ont été quantifiées a 70 dB SPL pour chaque groupe.

Administration d’OT ou de solution saline chez les souris méres KO TPC et test de
comportement maternel

a. Administration intranasale

Des souris meres KO TPC ont été divisées en 2 groupes :
- 16 souris meéres KO TPC a qui on a administré de I’OT intranasale (8 Ul = 14,97 ug/kg)
- 12 souris méres KO TPC a qui on a administré du sérum physiologique intranasale
L’administration du sérum physiologique ou de I'OT est réalisée tous les matins a partir du
lendemain de la naissance des nouveau-nés jusqu’au jour de [I'enregistrement
électrophysiologique (de P1 a P9-P10). Les souris sont anesthésiées quelques minutes a
I'isoflurane et une pipette contenant le sérum physiologique ou I'OT est approché des deux
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narines de la souris. La respiration de la souris permet a la goute de solution de rentrer dans
le nez de la souris. La souris se réveille au bout de quelques secondes et est remise dans sa
cage.

b. Test de comportement maternel

Les souris a qui on a administré du sérum physiologique ou de I'OT réalisent aussi un
test de comportement maternel a P8. Le test consiste a mesurer le temps que met la souris
meére a ramener au nid ses nouveau-nés placés a trois coins de la cage (dans le quatriéme coin
se situe souvent le nid). Chaque cage de souris meres KO TPC est amenée dans la piéce ou va
se dérouler le test (luminosité et température contrélée) 1h avant le test pour s’acclimater a
I’environnement. La souris meére est sortie de la cage et isolée pendant que 3 nouveau-nés
sont placés a 3 coins de la cage (Sur une portée de plus de 3 nouveau-nés, les autres nouveau-
nés sont aussi sortis et regroupé dans un « nid » de coton provisoire préparé auparavant par
I’'expérimentateur. Un nid provisoire est préparé pour chaque portée/cage pour gu’il n’y ait
pas de mélange d’odeur avec les autres portées). Puis la souris mére est remise dans sa cage,
et chronométrée sur son temps a ramener chaque nouveau-né au nid. Apres avoir ramené les
3 premiers, les autres nouveau-nés de la portée sont délivrés un par un dans un coin de la
cage, et la souris continue a étre chronométrée jusqu’a ce qu’elle ramene le dernier petit au
nid.

Chirurgie corticale

L’animal est anesthésié par un mélange kétamine/Xylazine (Kétamine : 100 mg/kg, i.p;
Xylazine 15mg/kg, i.p.) réinjecté lorsque des mouvements a un pincement de la patte sont
observés (Kétamine: 50 mg/kg, i.p. Xylazine 7,5 mg/kg, i.p.) généralement toutes les 1h30.
L'animal est placé dans un cadre stéréotaxique, maintenu temporairement par des barres
d’oreilles et une piece de gueule. Aprés injection d’anesthésique local (Xylocaine 2%), la peau
du crane est incisée et les muscles temporaux sont écartés. Le crane de I’animal est ensuite
fixé a un support par du ciment dentaire ce qui permet de maintenir la téte de I’'animal sans
barres d’oreille ni piece de gueule. Une craniotomie est réalisée (8 mm dans I'axe antéro-
postérieur entre les sutures coronales et lambdoides ; et 6 mm dans |’axe dorso-ventral, 2 mm
en dessous de la suture sagittale) pour avoir acces au cortex auditif gauche. Le centre de cette
ouverture se situe 3mm postérieurement au bregma et 5mm ventralement a la ligne Bregma-
Lambda, et correspond a la position centrale du cortex auditif primaire (Joachimsthaler et al.,
2014). La dure-meére est enlevée sous loupe binoculaire a I'aide de pinces fines. Le cadre
stéréotaxique qui maintient la souris est installée dans une enceinte insonore IAC modele 02.
Durant I’'ensemble de la chirurgie et des enregistrements la température de I'animal est
maintenue autour de 37°C grace a systeme de régulation thermique automatisé.

Stimuli acoustiques utilisés

Un haut-parleur calibré (modele EC1, TDT) dont I'extrémité se termine par un embout
en silicone est placé dans le conduit auditif droit. Ce haut-parleur a un spectre d’émission
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relativement plat entre 2,5 et 110kHz. Pour déterminer si les neurones enregistrés répondent
aux sons purs, nous avons présenté aléatoirement des sons purs (50ms) entre 2,5kHz et 80
kHz (taux d’échantillonnage 197 kHz) a 70dB et a une cadence de 4Hz. On présente ensuite 18
vocalisations de souris nouveau-nés et 18 vocalisations de souris males adultes, répétées 20
fois chacune. Ces vocalisations proviennent du laboratoire du Prof. Robert C. Liu (Emery
University, Atlanta) qui les a caractérisées acoustiquement (Liu et al., 2003) et les a ensuite
utilisé dans de nombreuses expériences d’électrophysiologie (Galindo-Leon et al., 2009 ;
Shepard et al., 2016). Enfin, 4 vocalisations de cobayes sont présentées, répétées aussi 20 fois.
Elles proviennent de notre laboratoire, et ont été utilisés dans de précédentes études
électrophysiologiques (Aushana et al., 2018 ; Souffi et al., 2020 ; Royer et al., 2021).

Protocole expérimental

Afin d’échantillonner au mieux le cortex auditif primaire, une matrice de 16 électrodes
(TDT ou MicroProbes) est utilisée. Elle est disposée en 2 rangées de 8 électrodes espacées de
1000um, deux électrodes d’'une méme rangée sont séparées de 350um. Chaque électrode (en
tungsténe) fait 33um de diameétre pour une impédance de 0.5-1 MQ. Un fil d’argent servant
de masse est placé entre 'os et la dure-mére. Le signal est amplifié (TDT, gain 10000) numérisé
(25kHz) puis transmis par fibre optique a une station d’acquisition (TDT Pentusa 16 voies) ou
il est filtré (0,6-10kHz) pour ne garder que les potentiels d’action (PA). Pendant I'expérience,
on visualise les décharges neuronales sur les 16 voies d’acquisition au moyen d’une interface
graphique réalisée en Matlab. Un seuil d’amplitude (en microvolt) est déterminé
individuellement pour chaque électrode afin de ne sélectionner que les PA les plus amples
dont les formes sont visualisées directement pendant I’expérience. Sur la base des formes des
PA, nous estimons que chaque électrode recueille extracellulairement l'activité d’un petit
groupe de 2-6 neurones situés dans un rayon d’environ 50 um autour de |’électrode. La
matrice d’électrodes est positionnée perpendiculairement au cortex afin d’avoir les 16
électrodes dans la méme couche corticale. Nos enregistrements ont été réalisés a une
profondeur d’environ 500um, ce qui correspond au milieu de la couche IV du cortex auditif de
la souris d’aprées Anderson et al 2009. Une implantation de la matrice d’électrodes correspond
a une session d’enregistrement, et 2 a 6 sessions ont été réalisées sur un méme animal. Les
enregistrements seront représentés par des champs récepteurs spectro-temporel. Le champ
récepteur du neurone est donc le taux de décharge des neurones en fonction du temps apres
la présentation du stimulus et de la fréquence d’un son. Le champ récepteur est classiquement
utilisé de déterminer la plage de fréquences auxquelles les neurones répondent (voir revue
Fritz et al., 2007 ; Froemke & Martins, 2011 ; Eggermont, 2011). Lorsque les enregistrements
sous au moins 4 électrodes montrent des champs récepteurs significatifs (les réponses aux
sons purs doivent étre 6 écart-types au-dessus de l'activité spontanée), la stabilité des
réponses est évaluée pendant au moins 15 minutes en comparant les champs récepteurs
toutes les 5 minutes. Le protocole consiste alors a présenter les sons purs (de fréquences
allant de 2,5 a 80 kHz) a 75 dB, puis le jeu de vocalisations de nouveau-nés et d’adultes, et
enfin les vocalisations de cobayes. Ce protocole est utilisé a I'identique pour tous les groupes
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WT et KO TPC, vierges et meéres, avec ou sans administration intranasale. A la fin de ce
protocole, la matrice d’électrode est relevée et insérée a un endroit différent du cortex auditif.

Quantification des réponses aux sons purs

Pour les réponses aux sons purs, les champs récepteurs issus des enregistrements ont
été obtenus en construisant des histogrammes de temps post-stimulus pour chaque
fréquence avec des intervalles de temps de 1 ms. Le taux de décharge évoqué a chaque
fréquence a été quantifiée en additionnant tous les potentiels d'action depuis le début de la
présentation du son pur jusqu'a 50 ms apres. Les taux de décharge significatifs sont
automatiquement identifiés a I'aide d’un un contour de significativité qui correspond au taux
de décharge 6 écart-types au-dessus de I'activité spontanée. Pour chaque champ récepteur,
la fréquence préférée des neurones (BF) a été définie comme la fréquence a laquelle le taux
de décharge le plus élevé a été enregistré, la latence de réponse, la durée de la réponse et la
largeur spectrale (la bande de fréquence auquel chaque champ récepteur répond) ont été
mesurés grace au contour de significativité.

Analyses des données issues des réponses aux vocalisations

a. Taux de décharge évoqué

Pour chaque électrode et a chaque essai, le taux de décharge évoqué, qui correspond
au nombre total de potentiels d'action se produisant du début de la présentation du stimulus
jusqu'a 60 ms apres, est calculé et mesuré s'il est significativement plus élevé que l'activité
spontanée (en utilisant le test de Kruskall-Wallis, p<0,05). La latence de réponse aux
vocalisations et la durée de la réponse ont été aussi mesurés dans chaque essai.

b. Information mutuelle

La méthode développée par Schnupp et al. (2006) a été utilisée pour quantifier la
guantité d'informations (Shannon, 1948) contenues dans les réponses aux vocalisations
obtenues avec ces stimuli naturels. Cette méthode permet de quantifier dans quelle mesure
I'identité de la vocalisation peut étre déduite des réponses neuronales. Ici, les « réponses
neuronales » font référence aux trains de potentiels d’action obtenus a partir d'un petit
groupe de neurones sous une électrode (pour le calcul de I'information mutuelle individuelle,
MiI). Les réponses neuronales ont été représentées a l'aide de différentes échelles de temps
allant de 65 ms pour les vocalisations de souris (durée de la vocalisation la plus longue) et 280
ms pour les vocalisations de cobayes, a une précision de 1 ms (modéles temporels précis), ce
qui permet d'analyser dans quelle mesure le timing du pic contribue a lI'information. Comme
cette méthode est décrite de maniere exhaustive dans Schnupp et al. (2006) et dans Gaucher
et al. (2013a), nous ne présentons ci-dessous que les grands principes.

La méthode repose sur un algorithme de reconnaissance de motifs congu pour «
déterminer » quel stimulus a suscité un motif de réponse particulier » en passant par les
étapes suivantes : De toutes les réponses d'un site cortical aux différents stimuli, une seule
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réponse (motif « test ») est extrait et représenté sous la forme d'un histogramme de temps
post-stimulus avec une taille de classe (bin) donnée (différentes tailles ont été considérées
comme discuté plus loin). Ensuite, un modeéle de réponse moyenne est calculé a partir des
réponses restantes (ensemble d'apprentissage) pour chaque classe de stimulus. Le motif
« test » est ensuite affecté a la classe de stimulus du motif de réponse moyen le plus proche.
Cette opération est répétée pour toutes les réponses, générant une matrice de confusion ou
chaque réponse est affectée a une classe de stimulus donnée. A partir de cette matrice de
confusion, I'Information Mutuelle (Ml) est donnée par la formule de Shannon :

M — )] p(x,y)
Zp(x y)x ogz(p(x)xp(y))

ou x et y sont les lignes et les colonnes de la matrice de confusion, ou en d'autres termes, les
valeurs prises par les variables aléatoires « classe de stimulus présentée » et « classe de
stimulus assignée », respectivement.

Dans notre cas, nous avons utilisé les réponses aux 18 vocalisations de souris nouveau-

nés et 18 vocalisations de souris males adultes et sélectionné les réponses se produisant
pendant les 65 ms aprés le début du stimulus (c'est-a-dire la durée maximale des
vocalisations). Dans un scénario ou les réponses ne portaient pas d'informations, les
affectations de chaque réponse a un modele de réponse moyen étaient équivalentes au
niveau de chance (ici 0,055 car nous avons utilisé 18 stimuli différents et chaque stimulus a
été présenté le méme nombre de fois) et la Ml serait alors proche de zéro. Dans le cas
contraire, lorsque les réponses sont trés différentes entre les classes de stimulus et trés
similaires au sein d'une classe de stimulus, la matrice de confusion serait diagonale et
I'information mutuelle serait proche de log2(18) = 4,17 bits. Au niveau cortical, plusieurs
études ont rapporté qu'une taille de classe (bin) optimale pour obtenir une valeur maximale
de MI était en moyenne de 8 ms (Schnupp et al., 2006 ; Gaucher et al., 2013 ; Gaucher &
Edeline, 2015 ; Souffi et al., 2020). Cette valeur de classe (bin) sera d’ailleurs utilisée pour les
réponses aux vocalisations de cobayes. Mais ici, parce que les vocalisations de souris sont tres
courtes (12-65 ms) lorsque nous avons calculé la Ml pour une précision temporelle allant de 1
a 64 ms, la quantité maximale de Ml a été obtenue pour une précision temporelle de 4 ms.
Cette valeur a donc été utilisée pour toutes les analyses sur les réponses vocalisations de
souris.
Les estimations de Ml sont sujettes a des biais d'échantillonnage positifs non négligeables. Par
conséquent, comme dans Schnupp et al. (2006), nous avons estimé la taille attendue de ce
biais en calculant les valeurs Ml pour les données « mélangées », dans lesquelles les modéles
de réponse ont été réaffectés au hasard aux classes de stimulus. Le brassage a été répété 100
fois, ce qui a donné 100 estimations du biais de Ml (Mlpias). Ces estimations de Mlpias ont
ensuite été utilisées comme estimateurs pour le calcul de la signification statistique de
I'estimation de la MI pour les ensembles de données réelles (non mélangés) : I'estimation
réelle a été considérée comme significative si sa valeur était statistiquement différente (p
<0,05) de la distribution des estimations remaniées Mlpjas.
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Statistiques

Pour comparer I'amplitude moyenne et la latence des cing ondes ABR entre les
groupes, une two-way ANOVA (effets fixes) a été réalisée pour chaque son (sons purs a 8 et
16 kHz). Des comparaisons post-hoc ont été effectuées avec des tests Student. Les tests ont
été corrigés pour les comparaisons multiples a I'aide des corrections de Bonferroni et ont été
considérés comme significatifs si leur valeur p était inférieure a 0,05. Nous avons d'abord testé
si nous avions des distributions normales et des variances égales dans nos distributions
échantillonnées pour chaque parameétre extrait des réponses neuronales. Dans tous les cas,
les distributions étaient normales permettant de réaliser des tests paramétriques (t-tests non
appariés). Lorsque toutes les données ont été comparées entre deux groupes, des tests de
Student ont été utilisés. Dans toutes les figures affichant des données de groupe, nous avons
indiqué par * une valeur p < 0,05, par ** une valeur p < 0,01 et par *** une valeur p < 0,001.
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Effets sur les seuils ABR des souris méres WT et KO TPC par rapport aux souris vierges

Avant de commencer les enregistrements électrophysiologiques corticaux,
I'audiogramme de chaque souris a été systématiquement quantifié (par la mesure des seuils
ABR) et nous avons exclu les animaux partiellement sourds (avec un seuil de clic >=a 70dB SPL
; pour les souris WT : n =3/33 = 10%, pour les souris KO : n = 8/70 = 11%).

Chez les souris WT, les seuils ABR ne sont pas différents entre souris vierges (WT-V) et
meres (WT-M) pour toutes les fréquences testées (4, 8, 16, 24 et 32 kHz). De plus, les seuils
ABR des souris vierges KO-TPC (KO-V) ne sont pas différents des souris WT vierges et méres
(figure 1A ; t-tests non appariés, toutes les valeurs p>0,05). Par contre, les seuils des souris
meres KO TPC (KO-M) sont significativement plus élevés a 8, 16, 24 et 32 kHz que les trois
autres groupes (t-test non appariés, p<0,05 pour toutes les fréquences hormis 4 kHz).

B. Latence des ondes a 8 kHz
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Figure 1 : Résultats des seuils ABR et de la latence des ondes a 8 et 16 kHz

A : Des sons purs (a 4, 8, 16, 24 et 32 kHz) ont été présentés a différentes intensités (entre 70 et -10 dB SPL) et les
seuils auditifs du tronc cérébral (ABR) ont été déterminé pour chaque fréquence (mesure seuil de 'onde Ill).
Chaque point représente le seuil moyen (+ sem) de chaque groupe aux différentes fréquences. Les seuils ABR
mesurés chez les souris vierges WT (bleu), vierges KO TPC (orange) et méres WT (gris), n’étaient pas différents
entre les groupes. Seuls les seuils des souris méres KO TPC (marron) étaient significativement plus élevés a 8, 16,
24 et 32 kHz que les autres groupes.

B : Distribution de la latence des ondes | a V pour chaque groupe a 8 kHz. Les latences des ondes Il a V étaient
significativement plus courtes chez les méres (WT et KO TPC) par rapport aux vierges (WT et KO TPC). La latence
était méme plus courte des 'onde Il entre les méres WT et vierges WT.

C : Distribution de la latence des ondes | a V pour chaque groupe a 16 kHz. Les latences des ondes Il a V étaient
significativement plus courtes chez les méres WT par rapport aux vierges WT. La latence des ondes chez les souris
meéres KO TPC n’était courte qu’a I'onde V par rapport aux vierges KO TPC.
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Nous avons aussi quantifié la latence moyenne des ondes ABR pour chaque groupe a
8 (figure 1B) et a 16 kHz (figure 1C) car c’est la gamme de fréquences qui montre les seuils les
plus bas chez de nombreuses souches de souris (Zheng et al. 1999). Une analyse de variance
(two-way ANOVA) a permis de comparer la latence des cinqg ondes ABR entre les groupes.
Entre les souris vierges et meres WT, il y a un effet « groupe » significatif a 8 kHz (F1,14=6.94,
p<.0.01) et a 16 kHz (F1,14=13.43, p<0.001), et il n'y a pas d'interaction entre « groupes » et
« ondes » (valeur de p la plus faible : p=0.09 pour 8 kHz). Entre les souris vierges et meres KO
TPC, il y avait aussi un effet « groupe » significatif a 8 kHz (F1,15=19.89, p<.0.001) et a 16 kHz
(F1,15=49.84, p<0.001). On observe une interaction « groupe-ondes » (F1,15=2.85 p<0.05) a
16 kHz uniquement. Des analyses post-hoc ont révélé que les latences des ondes Il a V étaient
significativement plus courtes chez les méres (WT et KO TPC) par rapport aux vierges a 8kHz
(t-test non appariés, p<0,05). La latence était méme plus courte dés I'onde Il entre les meres
WT et vierges WT (t-test non appariés, p<0,05). A 16 kHz, les latences des ondes Il a V sont
significativement plus courtes chez les méres WT par rapport aux vierges WT (t-test appariés,
p<0,05), et une latence plus courte chez les souris méres KO TPC par rapport aux vierges n’a
été observée que pour 'onde V (t-test non appariés, p<0,05).

En conclusion, les seuils ABR sont significativement augmentés chez les méres KO TPC
dans les moyennes et hautes fréquences. Par contre, des latences plus courtes sont observées
chez les meres a la fois chez les WT et chez les KO TPC.

Effets opposés de la maternité sur les réponses évoquées chez les souris WT et TPC KO

La figure 2 présente les parameétres quantifiés des réponses aux sons purs, aux
vocalisations de souris (nouveau-nés et males adultes) et aux vocalisations de cobayes, des
neurones corticaux des quatre groupes de souris : WT-V, WT-M, KO-V et KO-M.

Comme le montre la figure 2A, chez les souris WT, quel que soit le stimulus utilisé, le
taux de décharge évoqué est systématiquement plus bas chez les souris méres par rapport au
souris vierges (sons purs (A1), vocalisations de souris (A2), p<0.01 ; vocalisation de cobaye(A3)
p<0.05). Le taux de décharge spontané est aussi plus bas (A4 ; p<0.01). Au contraire, chez les
souris KO TPC, le taux de décharge évoqué entre les vierges et les méres est soit inchangé (aux
sons purs (Al) p=0.1013 ; aux vocalisations de cobaye (A3) p=0.205) soit augmenté (aux
vocalisations de souris (A2) p<0.01)

La latence des réponses aux sons purs et aux vocalisations de souris sont
significativement plus courtes chez les méres WT par rapport aux vierges WT (Figure 2 B1 et
B2 ; t-test non appariés, p<0,001) et elles ne sont pas significativement diminuées pour les
réponses aux vocalisations de cobayes (B3 ; p=0.9212). Des diminutions de latences
s’observent aussi chez les méres KO TPC : elles sont significatives pour les vocalisations de
souris et de cobayes (B2 et B3 ; p<0.001 dans les deux cas) mais elles ne sont pas significatives
pour les sons purs (B1 ; p=0.41).
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Figure 2 : Réponses électrophysiologiques aux sons purs, vocalisations de souris et de cobayes

A : Taux de décharge (potentiels d’action par seconde) évoqués (moins le spontané) en réponse aux sons purs,
aux vocalisations de souris ou aux vocalisations de cobayes, et spontanés pour chaque groupe. Les taux de
décharge spontané et évoqué en réponse aux sons purs, aux vocalisations de souris et de cobayes étaient
significativement plus bas chez les souris méres WT par rapport aux vierges WT. A l'inverse, le taux de décharge
spontané était significativement plus élevé chez les souris méres KO TPC par rapport aux vierges KO TPC, tout
comme les réponses évoquées aux vocalisations de souris. Les réponses aux sons purs et aux vocalisations de
cobayes ont tendance a étre plus fortes chez les souris méres KO TPC par rapport aux vierges KO TPC, mais cela
n’est pas significatif.

B : Latence de réponse aux sons purs, aux vocalisations de souris ou aux vocalisations de cobayes pour chaque
groupe (vierges WT et KO PC, méres WT et KO TPC). La latence de réponse aux sons purs et aux vocalisations de
souris étaient significativement plus courtes chez les meres WT par rapport aux vierges WT. La latence de réponse
aux vocalisations de souris et de cobayes était aussi significativement plus courte chez les méres KO TPC par
rapport aux vierges KO TPC, mais il n’y avait pas de différence en réponse aux sons purs.

C: Information mutuelle (Ml)/potentiels d’actions mesurés lors de la présentation de vocalisations de souris
(nouveau-nés et mdles adultes) ou de vocalisations de cobayes pour chaque groupe. La valeur de discrimination
entre les vocalisations de souris nouveau-nés était significativement meilleure chez les souris méres WT par
rapport aux vierges WT, mais pas pour celle des vocalisations de souris mdles adultes. Chez les souris KO TPC, ce
sont a la fois les valeurs de discrimination des vocalisations de souris nouveau-nés et mdles adultes qui étaient
significativement plus basses chez les méres par rapport aux vierges. Si la valeur de Ml/potentiels d’actions pour
les vocalisations de cobayes était plus basse chez les souris KO TPC comparé aux WT, il n’y avait pas de différence
significative entre les vierges et les meres.

Nous avons ensuite quantifié la valeur d’information mutuelle (Ml) par potentiels
d’action a la présentation de vocalisations de souris (nouveau-nés et males adultes) ou de
vocalisations de cobayes. Cette Ml a été quantifiée sur la base de patterns temporels avec une
précision de 4 ms pour les vocalisations de souris et de 8 ms pour les vocalisations de cobayes
(voir méthodes). Chez les souris mére WT, la discrimination neuronale entre les vocalisations
de souris nouveau-nés est augmentée par rapport aux vierges WT (Figure 2 C1 ; t-test non
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appariés, p<0,01), mais pas pour celle des vocalisations de souris adultes (C2 ; t-test non
appariés, p=0.18) ni pour les vocalisations de cobayes (C3 ; t-test non appariés, p=0.7216). Par
contre chez les souris KO TPC meéres par rapport aux vierges, les valeurs de discrimination
neuronale sont plus faibles pour les vocalisations de souris nouveau-nés et d’adultes
(vocalisations de nouveau-nés (C1) : t-test non appariés, p<0,01 ; vocalisations de males
adultes (C2): t-test non appariés, p<0,001). Pour les valeurs de Ml concernant les vocalisations
de cobayes, il n’y a pas de différence significative entre les vierges et les méres KO TPC (C3 ; t-
test non appariés, p=0.78).

Chez les mére KO TPC, I'administration intra-nasale d’OT diminue le temps initial mis pour
ramener les nouveau-nés au nid

La figure 3A montre le pourcentage de réussite au test de comportement maternel
réalisé chez des souris méres KO TPC ayant des administrations chroniques intra-nasales d’'OT
(KO-M + OT) ou de la solution physiologique (KO-M + Saline). Le test est considéré comme
réussi lorsque la souris mére a ramené tous ses nouveau-nés au nid, et raté lorsqu’elle n’a
ramené aucun nouveau-né au bout de 8 minutes. Seule la moitié des souris KO-M + Saline ont
réussi le test (6 souris sur 12). Avec I'administration d’OT, les souris KO-M + OT ont un taux de
réussite au test de 56% (9 souris sur 16). Ces résultats ne montrent pas que I’'OT améliore le
taux de réussite au test, puisque pres de la moitié (44%) des souris meres ayant recu de OT ne
rameénent aucun nouveau-né au nid.

Les résultats individuels des souris méres KO TPC ayant ramené tous leurs nouveau-
nés au nid sont présentés dans la figure 3B. Les souris KO-M + Saline présentent une plus
grande variabilité de latence de réponse, que ce soit en termes de temps initial pour ramener
le premier nouveau-né au nid ou de temps entre deux nouveau-nés par rapport aux souris KO-
M + OT. Nous avons donc quantifié le temps cumulé moyen que met chaque souris mere KO-
TPC pour ramener tous les nouveau-nés au nid (Figure 3C). A partir du deuxieme nouveau-né
recherché, les souris KO-M + Saline semblent mettre en moyenne plus de temps a ramener
leurs nouveau-nés aux nids par rapport aux souris KO-M + OT. Mais a cause d’une grande
variabilité des résultats chez les souris KO-M + Saline et certainement d’un trop faible effectif
dans chaque groupe, les différences ne sont pas significatives (t-test non appariés, 2éme :
p=0.6578, 3éme : p=0.3979 4éme : p=0.2768). Enfin, nous avons mesuré le temps moyen que
met la souris a ramener chaque nouveau-né suivant leur ordre de « retour au nid » (Figure 3D
: temps moyen entre deux nouveau-nés ramenés au nid). Si le temps pour aller chercher le
premier nouveau-né n’est pas différent entre les deux groupes, le temps pour aller chercher
le deuxieme et le troisieme nouveau-né semble plus important chez les souris KO-M + Saline
par rapport aux souris KO-M + OT, mais la encore ce n’est pas significatif (t-test non appariés,
2éme : p=0.3753, 3éme : p=0.1613). A partir du quatrieme, nouveau-né, nous ne voyons plus
de différence entre les deux groupes (t-test non apparié, 4eéme : p=0.8796).
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Figure 3 : Résultats du test de comportement maternel

A : Pourcentage de réussite au test de comportement maternel réalisé par des souris méres KO TPC a qui on a
administré en intranasale de I’'OT (KO-M + OT) ou de la solution saline (KO-M + Saline). Le test est considéré
comme réussi lorsque la souris mére a ramené tous ses nouveau-nés au nid, et raté lorsqu’elle n’a ramené aucun
nouveau-né au bout de 8 minutes. Seule la moitié des souris KO-M + Saline ont réussi le test (6 souris sur 12). Avec
I'administration d’OT, les souris KO-M + OT ont un taux de réussite au test de 56% (9 souris sur 16).

B : Résultats individuels des souris meres KO TPC qui ont ramené tous leurs nouveau-nés au nid. Il semblerait que
les souris KO-M + Saline avaient une plus grande variabilité de latence de réponse, que ce soit sur le temps pour
ramener le premier nouveau-né au nid ou celui entre deux nouveau-nés par rapport aux souris KO-M + OT.

C : Temps cumulé moyen pour ramener tous les nouveau-nés au nid entre les souris KO-M + Saline et les souris
KO-M + OT. A partir du deuxiéme nouveau-né recherché, les souris KO-M + Saline mettaient en moyenne plus de
temps a ramener leurs nouveau-nés aux nids par rapport aux souris KO-M + OT. Due a la grande variabilité des
résultats chez les souris KO-M + Saline et certainement du trop faible effectif dans chaque groupe, les différences
ne sont pas significatives.

D : Temps moyen entre deux nouveau-nés ramenés au nid. Si le temps pour aller chercher le premier nouveau-né
n’est pas différent entre les deux groupes, le temps pour aller chercher le deuxiéme et le troisieme nouveau-né
est plus important chez les souris KO-M + Saline par rapport aux souris KO-M + OT. A Partir du quatrieme,
nouveau-né, il n’y a plus de différence entre les deux groupes.

Chez les souris méres KO TPC, I'administration chronique intra-nasale d’OT diminue la
latence des réponses ABR aux sons purs

Les souris meres KO-TPC ayant recu de I'OT (KO-M + OT) ou de la solution
physiologique (KO-M + Saline) ont des seuils équivalents aux souris meres KO TPC (KO-M) sans
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traitement (Figure 4A : t-test non appariés, toutes les valeurs p>0,05). Alors que les mére KO
TPC ont des seuils significativement plus élevés que les souris méres WT, I'OT n’a pas permis
de restaurer des seuils ABR similaires aux méres WT (Figure 1A). En revanche, I'administration
d’OT a eu un effet sur les latences des ondes ABR a 8 et 16 kHz. Une two-way ANOVA a révélé
un effet groupe significatif a 8 kHz (F1,9=6.34 p<0.05) et 16 kHz (F1,9=13.64 p<0.001), et une
interaction entre les groupes et les ondes (p-value la plus faible : p=0.1534 pour 8 kHz). Des
analyses post-hoc ont révélé qu’a 8 kHz, les latences des ondes IV et V étaient
significativement plus courtes chez les KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline et KO-
M (Figure 4B : t-test non appariés, p<0,05). De méme a 16 kHz, les latences des ondes lll a V
étaient significativement plus courtes chez les KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline
et KO-M (Figure 4B : t-test non appariés, p<0,05). Etonnamment, 'OT administré en
intranasale semble diminuer encore plus les latences des ondes tardives des réponses du tronc
cérébral chez les souris meres KO TPC.

B. Latence des ondes a 8 kHz
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Figure 4 : Résultats des seuils ABR et de la latence des ondes d 8 et 16 kHz pour les souris KO méres (KO-M, KO-M
+ Saline, KO-M + OT)

A : Mesure des seuils ABR chez les souris méres KO TPC : KO-M (marron), KO-M + Saline (vert clair) et KO-M + OT
(vert foncé). Les seuils ABR mesurés n’étaient pas différents entre les trois groupes.

B : Distribution de la latence des ondes | a V pour chaque groupe a 8 kHz. Les latences des ondes IV et V étaient
significativement plus courtes chez les KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline et KO-M.

C : Distribution de la latence des ondes | a V pour chaque groupe a 16 kHz. Les latences des ondes Il a V étaient
significativement plus courtes chez les KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline et KO-M.
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Chez des souris meres KO-TPC, I'administration chronique intranasale d’OT diminue les
réponses évoquées et augmente I'information mutuelle par potentiels d’actions

Pour ces deux groupes nous avons aussi mesuré le taux de décharge évoquée et la
latence des réponses aux sons purs et aux vocalisations, ainsi que la Ml/potentiels d’action
des réponses neuronales aux vocalisations pour déterminer I'effet au niveau cortical de
I’'administration chronique intra-nasale d’OT.
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Figure 5 : Réponses électrophysiologiques pour les souris KO-M + Saline et KO-M + OT

A : Taux de décharge (potentiels d’action par seconde) évoqués (moins le spontané) en réponse aux sons purs,
aux vocalisations de souris ou aux vocalisations de cobayes, et spontanés pour chaque groupe. Les taux de
décharge spontané et évoqué en réponse aux sons purs, aux vocalisations de souris et de cobayes étaient
significativement plus bas chez les KO-M + OT par rapport aux KO-M + Saline.

B : Latence de réponse aux sons purs, aux vocalisations de souris ou aux vocalisations de cobayes pour chaque
groupe (KO-M, KO-M + Saline, KO-M + OT). La latence de réponse aux sons purs, aux vocalisations de souris, et
aux vocalisations de cobayes étaient significativement plus élevés chez les KO-M + OT par rapport aux KO-M +
Saline.

C : Information mutuelle (Ml)/potentiels d’actions mesurés lors de la présentation de vocalisations de souris
(nouveau-nés et mdles adultes) ou de vocalisations de cobayes pour chaque groupe. La valeur de discrimination
entre les vocalisations de souris nouveau-nés, de souris mdles adultes et de cobayes était significativement
meilleure chez les souris KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline.
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La figure 5A montre que le taux de décharge évoqué en réponse aux sons purs, aux
vocalisations de souris et de cobayes est significativement plus bas chez les souris méres KO
TPC ayant recues de I’OT (KO-M + OT) par rapport aux souris Saline (KO-M + Saline) (Figure 5
A1, A2, A3, pour tous les stimuli : t-test non appariés, p<0,001). Cet effet est donc similaire a
ce qui s’observe chez les souris WT, lors du passage vierge-meére, et est I'inverse de ce qui
s’observent chez les souris KO non traitées. Par contre, la latence de réponse aux sons purs,
aux vocalisations de souris, et aux vocalisations de cobayes étaient significativement plus
élevés chez les KO-M + OT par rapport aux KO-M + Saline (sons purs (B1): t-test non appariés,
p<0,05 ; vocalisations de souris (B2): t-test non appariés, p<0,001 ; vocalisations de cobayes
(B3): t-test non appariés, p<0,001). Cet effet sur les latences différe a la fois des souris WT et
des souris KO TPC non traitées. Enfin, la valeur de discrimination neuronale entre les
vocalisations de souris nouveau-nés, de souris adultes et de cobayes est significativement plus
élevée chez les souris KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline (Figure 5 C1, C2, C3,
pour tous les stimuli : t-test non appariés, p<0,001).

Globalement, ces résultats révelent plusieurs aspects différents du traitement
chronique a I'OT : D’une part, il n’y a pas eu un effet comportemental sur le pourcentage de
nouveau-nés ramené au nid dans le test de comportement maternel, seul le temps de rappel
du 2eme et 3eme semble plus court chez les meres traitées. D’autre part, les seuils ABR n’ont
pas été améliorés chez les meres KO TPC traitées a I'OT, mais les latences des ondes tardives
de I’ABR (ondes lll, IV et V) ont été diminuées. Enfin au niveau cortical, le taux de décharge
spontané et évoqué a présenté des changements similaires a ceux observés chez les meres
WT, a savoir une diminution des réponses évoquées par rapport au mere TPC KO recevant une
solution physiologique. La conséquence la plus intéressante est que la MI/potentiels d’action
qui indexe la discrimination neuronale a été augmenté par le traitement chronique a I'OT.
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Discussion

Résumé des principaux résultats

1. Quels sont les effets physiologiques retrouvés entre les souris WT et KO TPC lors du

passage de vierge a mere ? La latence des ondes ABR est diminuée lors du passage de vierges

a meres, et ce pour les deux génotypes. On retrouve aussi une diminution de la latence de
réponse des neurones du cortex auditif aux vocalisations de souris chez les souris méres KO
TPC par rapport aux vierges, comme chez les méres WT.

2. Quels sont les effets différents observés lors du passage de vierge a mere entre les

souris WT et KO TPC ? Au niveau du tronc cérébral, les seuils ABR sont significativement plus

élevés chez les souris méres KO TPC, ce qui n’est pas le cas chez les meres WT. En mesurant
les amplitudes des cing ondes ABR a 8 et 16 kHz a 70dB, nous avons remarqué que les ondes
I, lll et IV étaient significativement plus faibles chez les souris meres KO TPC (KO-M, KO-M +
Saline, et KO-M + OT) par rapport aux souris meres WT (WT-M). Il n’y a pas de différence
significative pour I’onde Il, mais la tendance est a la baisse aussi chez les souris méres KO TPC
(résultats non montrés). Cette baisse d’amplitude des premieres ondes ABR, qui n’a pas pu
étre restaurée grace a I'administration d’OT, pourrait expliquer la diminution des seuils chez
les souris méres KO TPC. Au niveau cortical, alors que les réponses aux vocalisations de souris
diminuent lors du passage de vierge a mére chez les souris WT, elles augmentent chez les
meres KO TPC. A valeurs de MI absolues constantes, la diminution des réponses évoquées
chez les souris WT conduit a augmenter la valeur moyenne d’information mutuelle/Potentiels
d’action (donc plus d’information par PA) alors que celle des souris meres KO TPC diminue par
rapport aux vierges.

3. Le traitement a I’OT restore-t-il un phénotype WT chez les souris meres KO TPC ?

Méme s’il n’y a pas d’amélioration de performance au test de comportement maternel,
I’'administration d’OT (a la dose de 8Ul) semble augmenter la rapidité des souris meres,
lorsqu’elles ont compris la tache, pour ramener leurs premiers petits au nid. Au niveau
cortical, le traitement a I'OT a aussi diminué le taux de décharge aux sons purs comme aux
sons de communication acoustique et a permis une augmentation de la valeur de
MI/Potentiels d’action chez les souris meres KO traitées a I'OT par rapport aux meéres KO
traitées au sérum physiologique. Enfin, I'administration d’OT a accentué encore plus la
diminution des latences des ondes ABR déja observée lors du passage de vierge a mere sur les
deux génotypes, mais elle n’a pas permis d’améliorer les seuils ABR des souris méres KO TPC.

Comparaison avec les réponses corticales aux cris de nouveau-nés obtenues chez d’autres
souches de souris

La premiere étude électrophysiologique sur I'analyse des réponses aux vocalisations
de souris (nouveau-nés) au niveau du cortex auditif a été réalisé en 2006 par Liu et collégues,
chez la souris (de souche CBA/Cal). Leurs résultats ont montré que les neurones des souris
meres ont développé un meilleur suivi temporel pour la cadence naturelle d’émission des
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vocalisations par les nouveau-nés (Liu et al., 2006). Cette méme équipe a aussi rapporté en
2007 que les neurones du cortex auditif des méres avaient des capacités supérieures a ceux
des souris vierges pour détecter et discriminer les vocalisations de nouveau-nés, surtout dans
les 10-20 premieres ms de la réponse (Liu & Schreiner, 2007). lls ont observé une réduction
de la latence de réponse entre les souris vierges et meres mais pas de différence de taux de
décharge en réponse aux vocalisations. Chez les souris NMRI, Rothschild et collegues (2013)
ont observé des « noise correlations » (NC) plus élevées chez les souris meres et une
diminution de la latence de réponse aux vocalisations chez les meéres, mais aucune différence
significative n'a été trouvée entre l'activité évoquée et spontanée entres les souris vierges et
meéres. De méme, dans I'étude de Cohen et Mizrahi (2015) chez la souris C57BL/6, seules des
diminutions légeres et non significatives de I'activité évoquée ont été détectées dans les
neurones pyramidaux et les interneurones positifs pour la parvalbumine.

L'étude de Shepard et al. (2016) a, quant a elle, montré que les enregistrements
obtenus a partir des aires Al et AAF, affichaient des réponses plus faibles chez les souris meres
qgue chez les souris naives (en particulier les neurones affichant une fréquence préférée
inférieure a 40 kHz). Cette diminution des réponses pourrait s’expliquer sur la base de
I’hypothese décrite par Galindo-Leon et al. (2009) selon laguelle la plasticité liée a la maternité
induirait des réponses inhibitrices pour les neurones corticaux ayant des fréquences éloignées
de la gamme USV des vocalisations de nouveau-nés. A l'inverse, les travaux de Marlin et al.
(2015) a été la seule étude rapportant une forte augmentation des réponses évoquées et de
la reproductibilité temporelle d'un essai a I'autre chez les méres par rapport aux vierges. Plus
récemment, Tasaka et al. (2018) ont également trouvé une augmentation transitoire du taux
de décharge mais pour les neurones spécifiguement activés par les USV de nouveau-nés lors
d’une une préexposition effectuée 5 a 6 jours auparavant. D'autre part, ils ont proposé que
les neurones de Al jouent principalement un role dans la détection des cris de nouveau-nés
ans participer a leur discrimination fine, une fonction qui peut se produire dans les régions
cérébrales supérieures.

Mécanismes potentiels aux effets observés chez la souris KO TPC

Chez nos souris KO TPC nous avons observé, lors du passage de vierge a mére, une
augmentation du taux de décharge évoqué et spontané des neurones et une baisse de
I'information mutuelle/potentiels d’actions, qui sont des résultats opposés a ceux observés
lors du passage des souris vierges a des souris mere WT. Il est possible que I'absence du canal
TPC modifie en partie les propriétés physiologiques de la cellule (ce canal a pour réle de
réguler la concentration intracellulaire de Ca?*), ce qui se traduirait au niveau cortical par un
taux de décharge diminué chez les vierges mais augmenté chez les meres par rapport aux WT
en réponse aux stimuli auditifs.

Des données non publiées de notre équipe (Martucci et al., soumis) indiquent que le
canal TPC joue un rble dans la libération calcium dépendante des vésicules de neurohormones
et de neuropeptides, dont I’OT et la VP au niveau de I'hypothalamus. Il est donc possible que
les différences de réponses corticales soient dues a une absence de neuromodulation par I'OT
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(ou la VP) au niveau cortical. L'étude de Marlin et collegues (2015) émet lI'idée que I'OT
augmenterait la balance excitation-inhibition des neurones du cortex auditif en réponse aux
vocalisations de nouveau-nés (en désinhibant les neurones corticaux) a la suite d’un
« pairing » (administration d’OT et présentation de vocalisations de nouveau-nés de fagon
simultanée). Cette hypothese n’est pas compatible avec nos données puisque sur nos souris
KO TPC le traitement a I'OT a augmenté les réponses évoquées corticales.

Enfin, il a été montré que I’OT pouvait moduler la libération de monoamines (Karpova
et al.,, 2016). L'absence d’OT chez nos souris KO TPC pourrait donc modifier I'effet
neuromodulateur des monoamines sur le cortex auditif. L’hypothése d’'une neuromodulation
modifiée a déja été abordée lorsque nous avons discuté des altérations du traitement cortical
des souris KO TPC vierges par rapport au souris WT vierges (Royer et al., soumis). Elle pourrait
donc s’accentuer lors du passage de vierges a meres chez les souris KO TPC. Par exemple, il a
été démontré que la noradrénaline diminue I'activité spontanée et évoquée en agissant sur
les récepteurs alphal (Manunta & Edeline, 1997 ; Gaucher & Edeline, 2015). De plus, les
protocoles de pairing associant I'application de NA ou la stimulation du locus coeruleus et un
stimulus auditif ont permis d’induire des diminutions des réponses évoquées spécifiques a ce
stimulus (Manunta & Edeline, 2004 ; Edeline et al., 2011). Enfin, I'étude de Shepard et al.
(2015b) a montré que la Norépinéphrine (NE) était nécessaire pour la plasticité
développementale de la carte corticale auditive survenant pendant la période critique lors de
I’exposition & un milieu anormal, grace a I'utilisation de souris Dbh”" (Récepteurs a la NE
absents) exposées ou non a un milieu sonore anormal pendant la période critique (P12-P15
pour la C57BL/6 (Barkat et al., 2011)). Ainsi, NE pourrait aussi étre nécessaire a phénomene
de plasticité survenant chez les souris femelles lors de la période post-partum. En effet, lors
de cette période, les meres sont exposées aux vocalisations de nouveau-nés (jusqu’a leur
sevrage) et a des augmentations de concentration en neurohormones et neuromodulateurs.
L'absence de NE pourrait empécher I'apparition de cette plasticité.

Effets comportementaux de I’administration d’OT chez les souris

Il est surprenant de voir que nous avons des effets de I’OT significatifs au niveau du
tronc cérébral (latence des ondes diminuée) et au niveau cortical (taux de décharge diminué
et MI/PA augmenté) chez des souris KO TPC administrée chroniquement, alors que I'effet au
niveau comportemental est peu ou pas visible : Nous n’observons pas d’effets sur la réussite
au test de comportement maternel avec I'administration d’OT a cette dose pendant 8 jours,
seulement une tendance a une plus grande rapidité a ramener les premiers nouveau-nés au
nid. Notons toutefois que la dose de 8Ul est une valeur plutdt haute par rapport a celles
utilisées dans d’autres études (entre 0.008 et 8Ul administré chez le campagnol des prairies :
Bales et al., 2013 ; Guoynes et al., 2017).

Cependant une étude (Bales et al., 2014) ayant réalisée des tests de comportement
sociaux (mais pas de comportement maternel) sur un modele souris d’autisme aprés
administration d’OT pendant 30 jours avec une dose a observé des effets comportementaux
dans ces conditions. Il est donc possible que I'OT administré de fagon chronique ait des effets
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sur la rapidité a ramener les nouveau-nés au nid mais n’ai pas suffisamment d’effet pour
améliorer le taux de réussite au test de comportement. D’ailleurs, une étude a montré que
des souris mutantes pour le récepteur a I’OT (Oxtr’") n’avaient pas déficit dans le retour des
nouveau-nés au nid mais uniguement une augmentation de la latence a ramener ses nouveau-
nés au nid et moins de temps passé dans le nid a les |écher (Takayanagi et al., 2005). Une autre
étude (McBeth et al., 2010) n’a révélé aucune différence de latence a ramener le premier
nouveau-né ou de réussite au test de comportement maternel entre des souris KO
conditionnelles pour le récepteur a I'OT (Oxtrf®8) et des souris normales (Oxtr*/*). Le test a
été réalisé seulement pendant les trois premiers jours post-partum. De ce fait, notre absence
d’effet comportemental du traitement chronique a I’OT n’est pas forcément en désaccord
avec la littérature.

Enfin, si un grand nombre de travaux étudient le lien entre I'OT et le comportement
social, fort peu se posent la question de savoir qu’elles sont les structures du SNC ou I’action
de I'OT permettrait d’expliquer un effet comportemental. Deux autres études, en plus de
Marlin et al. 2015 sur le réle de I’OT au niveau du cortex auditif, abordent cependant cette
guestion. En 2016, Oettl et ses collegues ont montré que la libération endogéne d’OT (par
optogénétique) par les neurones du PVN augmentait I'exploration olfactive puis la
reconnaissance de deux rats de méme sexe, ainsi que le taux de décharge des neurones du
noyau antérieur olfactif (AON) qui projettent vers les cellules inhibitrices granulaires du bulbe
olfactif (Oettl et al., 2016). De plus, le taux de décharge des neurones AON a aussi été
augmenté lorsqu’ils ont appliqué un agoniste des récepteurs a I'OT (TGOT) avec une
augmentation du rapport signal sur bruit des cellules granulaires, ce qui suggere que les OTRs
agissent sur les neurones AON pour moduler finement les informations olfactives nouvelles
impliquées dans la mémoire sociale. Plus récemment, Tan et collegues en 2019 ont montré
gu’une population mixte d'interneurones GABAergiques (32,6%) et de neurones pyramidaux
glutamatergiques (46,5%) exprimant le récepteur a I’OT (OXTR) dans le cortex préfrontal (PFC),
avaient un taux de décharge plus élevé lors de I'application d'ocytocine. Des expériences en
optogénétiques réalisées in vivo ont montré que la dépolarisation sélective des neurones du
PFC connectés aux noyaux de I'amygdale (BLA) et sensibles a I'OT diminuait la préférence pour
la nouveauté sociale (sans affecter le comportement social), la préférence pour les nouveaux
objets, et le comportement anxieux (Tan et al., 2019). Cette étude a permis de révéler une
nouvelle population distincte de neurones dans le PFC qui sont sensibles a I'OT et envoient
des projections glutamatergiques directes aux noyaux de I'amygdale, pour mettre en jeu le
systéme cortico-limbique.

Ces deux dernieres études montrent donc que I'action de I'OT peut se faire a plusieurs
niveaux dans le SNC : son action peut se faire directement dans le systéme sensoriel impliqué
dans la tache comportementale demandée a I’'animal mais aussi dans des structures plus
intégrées comme le cortex préfrontal ou I'amygdale.
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Au cours de cette discussion générale, aprés un rappel des résultats majeurs détaillés dans les
3 articles, j’aborderai successivement la question sur les paramétres a utiliser pour analyser
au mieux la capacité des neurones corticaux a traiter des sons de communication acoustiques,
puis je tenterai de répondre a la question sur les liens possibles entre les résultats
comportementaux observés et les résultats enregistrés dans le cortex auditif en
électrophysiologie. Je parlerai ensuite de ce que nos analyses ont permis de mettre en lumiére
sur le réle du canal TPC dans le traitement des signaux de communication, et enfin, je traiterai
la question sur la possibilité que la souris TPC puisse étre un nouveau modele d’autisme dans
la recherche.

I. Syntheése des résultats

Pour synthétiser mes principaux résultats, il est utile de comparer deux a deux les différents
groupes qui correspondent a des situations physiologiques différentes.

a. Chez les souris vierges KO TPC (par rapport aux vierges WT)

En imagerie calcique biphotonique nous avons remarqué que les neurones corticaux des
souris KO TPC étaient moins sélectifs pour les vocalisations de souris (répondent a plus de
vocalisations de souris) et avaient tendance a répondre a plus de catégories de stimuli (sons
purs et vocalisations) par rapport aux WT.

En électrophysiologie, nous avons observé que les neurones corticaux des souris KO TPC ont
une reproductibilité temporelle moins bonne aux sons de communication et montrent des
réponses moins fortes aux vocalisations de souris que les neurones des souris WT.

Les données électrophysiologiques et d’imagerie calcique ont montré que les neurones des
souris KO TPC ont un « rapport signal sur bruit » (SNR, défini comme étant la réponse évoquée
moyenne divisée par la SD) plus faible et une discrimination neuronale (Ml) plus faible entre
les vocalisations de souris nouveau-nés par rapport aux neurones WT.

b. Chez les souris méeres WT (par rapport aux vierges WT)

Chez les souris meres WT, nous avons observé que le taux de décharge évoqué en réponse
aux sons purs était diminué et des champs récepteurs plus étroits par rapport aux souris
vierges WT.

Nous avons détecté des réponses aux vocalisations de nouveau-nés et d'adultes également
diminués chez les meéres WT. Pourtant, la valeur d'information mutuelle par potentiels
d’action (MI/Spike) calculée sur les vocalisations de souris nouveau-nés est augmentée par
rapport aux vierges, ce qui indique que chaque PA émis porte un peu plus d’information sur
I'identité des vocalisations. De plus, la latence de réponse aux vocalisations de nouveau-nés
et des adultes était significativement plus courte.
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Malgré une diminution similaire du taux de décharge des réponses aux vocalisations de
cobayes, la latence de réponse et la MI/Spike ne différaient pas entre les vierges et les méres
pour ces vocalisations hétérospécifiques, indiquant un traitement différent des vocalisations
conspécifiques et hétérospecifiques.

Enfin, nous avons remarqué que les valeurs de « noise correlations » (NC) enregistrés chez les
souris meéres WT étaient diminués par rapport aux vierges, suggérant une émission de PA des
neurones distants plus indépendants les uns des autres chez les souris meres WT par rapport
aux vierges WT.

c. Chez les souris meres KO TPC (par rapport aux méres WT)

Nos résultats ont montré que les réponses corticales aux vocalisations de souris augmentaient
lors du passage de vierge a mere chez les souris KO TPC alors qu’elles diminuaient chez les
WT. Cela a conduit a une diminution de la valeur moyenne d’information mutuelle par
potentiels d’action (MI/Spike) chez les méres KO TPC alors que celle des souris méres WT
augmente par rapport aux vierges.

d. L’administration d’OT chez les souris méres KO TPC

Méme s'il n’y a pas eu d’amélioration de performance au test de comportement maternel,
I'administration d’OT semblait augmenter la rapidité des souris méres a ramener leurs
premiers petits au nid.

De plus, nous avons observé que le traitement a I'OT a permis de diminuer les réponses
évoquées aux sons purs et aux sons de communication acoustique, et d’augmenter la valeur
de MI par potentiels d’action chez les souris meres KO traitées a I'OT par rapport a celles
traitées au sérum physiologique.

En conclusion, il y a bien eu des modifications du traitement des signaux de communication,
et plus particulierement des vocalisations de souris, chez les souris KO TPC lors du passage
vierge a mére. Cependant, il faut distinguer des changements qui étaient déja présents chez
les souris WT de ceux qui différent par rapport aux WT. La diminution de la latence des
réponses aux sons purs au niveau du tronc cérébral et des réponses aux vocalisations de souris
au niveau cortical avait déja été observée chez les souris meres WT. Par contre,
I'augmentation du taux de décharge des neurones et de I'information mutuelle par potentiels
d’action qui diminue sont deux effets présents seulement chez les souris meres KO TPC.
Notons que la variabilité des réponses plus importante, la moindre sélectivité des neurones
et la moindre reproductibilité temporelle des réponses aux vocalisations de souris existait déja
chez les souris KO TPC vierges par rapport aux WT vierges.

136



Il. Quels parametres utiliser pour déterminer et connaitre la capacité des
neurones corticaux a traiter des sons de communication acoustiques ?

Traditionnellement, la physiologie sensorielle a utilisé le taux de décharge pour quantifier la
sélectivité des réponses évoquées des neurones aux différents parametres des stimuli auditifs
(la fréquence ou l'intensité d’un son pur, la fréquence de la modulation en amplitude ou en
fréquence d’un son complexe). Méme si le taux de décharge reste un indice trés utilisé pour
qguantifier les réponses évoquées, y compris a des stimuli naturels (Wang et al., 1995;
Grimsley et al., 2012), d’autres paramétres ont aussi été développés pour comprendre a quel
point les réponses neuronales participaient a un code neuronal des stimuli de
I’environnement, qui prennent en compte d’autres indices que le nombre de PA émis par les
neurones.

a. La reproductibilité temporelle des réponses (CorrCoef) :

Les neurones peuvent transmettre des informations sur les stimuli auditifs via leur taux de
décharge, la latence du premier potentiel d’action (PA) ou via des motifs temporels. Il a été
montré que des trains de potentiels d’action émis en réponse a un stimulus sont
reproductibles d’une présentation a I'autre dans le systéme auditif (revue de Huetz et al.,
2011 ; Gaucher et al., 2013b). Les motifs temporels observés dans les réponses neuronales a
des stimuli naturels seraient propres a chaque stimulus, et donc susceptibles d’étre le support
d’un codage de l'identité des stimuli, méme s'il est vrai que ces motifs temporels sont
dépendants des parametres acoustiques comme la modulation d’amplitude ou de fréquence,
le front de montée, etc... Cette reproductibilité de I'’émissions des PAs a chaque essai de
présentation du stimulus peut étre quantifié par des indices qui mesurent la précision avec
laguelle un neurone émet un ou plusieurs PA exactement au méme moment pour chaque
essai. Dans notre équipe, nous utilisons le coefficient de reproductibilité temporelle
(CorrCoef)car il a été montré par des simulations qu’il était indépendant du taux de décharge
des neurones (Gaucher et al., 2013a) contrairement au Rcorr que nous avions utilisé dans des
études précédentes (Huetz et al., 2006, 2009). Ce CorrCoef a été utilisé dans notre article
« Altered cortical discrimination between communication sounds in a mouse lacking two-pore
channels: a two-photon and electrophysiological study. » pour savoir si ces neurones du cortex
auditif des souris KO TPC présentaient une aussi bonne reproductibilité temporelle des
réponses au vocalisations de souris ou hétérospécifiques que les neurones des souris WT.
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Figure 14 : Reproductibilité temporelle des réponses aux vocalisations de souris (A) ou de cobayes (B)
mesurée selon un coefficient (CorrCoef) pour chague groupe.

A : Le CorrCoef est significativement plus bas chez les souris KO TPC (KO-V et KO-M) par rapport aux
souris WT (WT-V et WT-M) en réponse aux vocalisations de souris (t-tests non appariés, p<0.001). De
méme pour les souris KO-M + OT par rapport aux souris KO-M + Saline (t-tests non appariés, p<0.001).
B : En revanche, pour les vocalisations de cobayes, il n’y a plus de différence significative entre les souris
KO TPC et les souris meres WT. La différence est toujours significative entre les souris KO-M + OT par
rapport aux souris KO-M + Saline (t-tests non appariés, p<0.05) pour les vocalisations de cobayes.

Méme si la reproductibilité temporelle est significativement plus faible chez les souris vierges
KO TPC par rapport aux souris WT pour les vocalisations de souris (Royer et al., soumis), dans
ce projet nous n’avons pas trouvé de différences significatives lors du passage de vierges a
meres chez les souris WT comme pour les souris KO TPC. Nous avons méme trouvé une plus
faible reproductibilité temporelle pour les neurones des souris méres KO TPC qui ont recu de
I’OT intranasale par rapport a celles qui ont recu du sérum physiologique (figure ci-dessus).
Ces résultats semblent contredire les résultats montrant une amélioration de Ia
reproductibilité temporelle des neurones corticaux des souris méres par rapport a des souris
vierges naives en réponses aux vocalisations de nouveau-nés (Marlin et al., 2015).

La question qui se pose est de savoir quels sont les mécanismes qui permettent une
reproductibilité temporelle des décharges neuronales et comment elle peut é&tre modulée pas
des neuromodulateurs et/ou des situations physiologiques. Il semble que les situations de
diminutions de réponses évoquées favorisent les augmentations de reproductibilité
temporelle. Par exemple, dans le cortex somesthésique la stimulation des afférences
noradrénergiques augmente la précision temporelle des réponses (Lecas, 2004), un effet qui
se retrouve dans le systéme auditif depuis le noyau cochléaire (Kossl & Vater, 1989) jusqu’au
cortex auditif (Manunta & Edeline 1997, Edeline, 2012).
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b. L'information mutuelle (MI) :

On peut supposer que les traitements opérant dans les systémes sensoriels ont pour but de
permettre une discrimination des stimuli environnementaux. De ce fait, quantifier les
capacités de codage des neurones corticaux est devenu un enjeu fondamental en physiologie
sensorielle. Il existe de nombreuses méthodes permettant de quantifier I'information portée
par les neurones sur l'identité des différentes vocalisations (Borst & Theunissen, 1999 ; Nelken
et al.,, 2005). Dans le cortex auditif, Nelken et collegues (2005) ont évalué différents
parametres qui peuvent étre extraits des réponses neuronales (taux de décharges, latence,
motifs temporels) et qui peuvent servir a discriminer les stimuli sur la base des réponses
neuronales. En appliquant cette méthode, Schnupp et collegues (2006) ont quantifié la
capacité des neurones du ACx a discriminer des vocalisations selon les motifs temporels
présents dans les réponses évoquées. Dans ce travail, I'information Mutuelle (Ml) n’est plus
calculée sur la base du taux de décharge mais sur la base de motifs temporels. Cette méthode
guantifie dans quelle mesure l'identité de la vocalisation peut étre déduite a partir des
réponses neuronales. Plus les motifs temporels de réponse different entre stimuli, plus les
réponses portent de I'information, et donc plus le neurone peut discriminer les différents
stimuli (Schnupp et al., 2006).

Il est aussi possible de quantifier I'information portée par une population de neurones
enregistrés simultanément avec un indice qui calcule une Ml de population (Mlpep). Pour cela,
on concaténe les histogrammes temporels post-stimulus (PSTHs) correspondant aux réponses
d’enregistrements simultanés (issus d’une matrice d’électrodes) et on considére le PSTH
concaténé comme une seule réponse. Cela permet, en théorie, d’augmenter I'information
portée par les réponses des neurones pour discriminer des vocalisations (une valeur de Ml
souvent plus élevée), (par exemple ici nous avons pris 5 enregistrements simultanés). Dans
notre équipe, cette méthode d’analyse appliquée a des enregistrements simultanés
provenant de 5-9 électrodes différentes a révélé de meilleures capacités de discrimination des
vocalisations qu’avec la Mlndividuelle (Aushana et al., 2018 ; Souffi et al., 2020).

Enfin, comme l'information mutuelle n’est pas basée sur le taux de décharge, mais que le taux
de décharge peu aussi apporter de I'information supplémentaire sur la facon dont le stimulus
est codé par le neurone, d’autres études ont travaillé sur la mesure du nombre de PA ou la
latence des réponses a un stimulus, en rapportant I'information mutuelle a I'un de ces deux
parameétres (Nelken et al., 2005). Une mesure souvent utilisée (Borst & Theunissen, 1999) est
la MI rapportée au nombre de potentiel d’action (MI/Spike), qui revient a mesurer la valeur
d’information dans chaque potentiel d’action. Si la valeur de MI n’est pas différente entre
deux situations, alors que les réponses neuronales contiennent moins de PA dans une
situation que dans I'autre, alors le neurone transmet plus d’information a chaque émission de
PA que dans 'autre situation. Dans notre étude nous avons comparé la Mling, la Ml/spike et la
Mloop comme mesures de la capacité de la discrimination entre des vocalisations des neurones
du cortex auditif chez les souris WT et KO TPC.
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Figure 15 : Valeurs de discriminations neuronales (Mi/Spike, Mling_et Mlp,,) mesurées lors de la
présentation de vocalisations de souris (nouveau-nés et mdles adultes) ou de vocalisations de cobayes
pour chaque groupe.

A: La Mi/Spike pour les vocalisations de souris nouveau-nés (uniquement) est significativement
meilleure chez les souris WT méres (WT-M) par rapport aux vierges (WT-V), alors que chez les souris
KO TPC ce sont a la fois les valeurs de Mi/Spike des vocalisations de souris nouveau-nés et méles adultes
qui sont significativement plus faibles chez les méres (KO-M) par rapport aux vierges (KO-V). La
Ml/Spike est augmentée chez les souris KO-M + OT par rapport aux KO-M + Saline.

Bet C: LA Mg et la Mlpop est significativement moins bonne chez les souris KO TPC (KO-V et KO-M) par
rapport aux souris WT (WT-V et WT-M) pour les vocalisations de souris nouveau-nés et d’adultes souris
(t-tests non appariés, p<0.05). En revanche, il n’y a plus de différence significative entre les souris KO-
M + OT par rapport aux KO-M + Saline. La moins bonne Mlpop, (C) entre les souris KO-TPC (KO-V et KO-
M) et WT (WT-V et WT-M) existe aussi pour les vocalisations de cobayes.
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c. Pourquoi nous avons décidé de travailler sur la MI/Spike plutét que la Mljhg ?

Méme si nous avons observé une valeur plus faible d’information mutuelle (Mling)pour les
neurones des souris KO TPC par rapport aux WT (données non publiées, figure 15) pour les
vocalisations de souris, nous n’avons pas observé de différences lors du passage de vierge a
meére chez les souris WT et les KO TPC, de méme entre les souris méres KO TPC qui ont regu
de I'OT ou du sérum physiologique intranasal.

La valeur de MI de population (Mlpop) est certes encore meilleure chez les souris WT par
rapport aux souris KO TPC, mais il n’existe toujours pas de différences lors du passage de
vierge a meére. Cette analyse de la Mlpop a tout de méme été utilisée dans I'article « Altered
cortical discrimination between communication sounds in a mouse lacking two-pore channels:
a two-photon and electrophysiological study. », car c’est ce calcul qui théoriguement se
rapprochait le plus du classifieur utilisé pour évaluer la discrimination entre des vocalisations
de souris ou de cobayes faite en imagerie calcique sur la base des réponses d’une population
de neurones (en moyenne 200 neurones) pour chaque session d’enregistrement (Royer et al.,
soumis).

En revanche, nous avons observé des différences importantes entre les groupes pour le taux
de décharge et donc sur le nombre de potentiels d’action émis en moyenne pour chaque
stimulus (cf. figure 2 de I'article en préparation : Modifications liées a la maternité dans le
traitement cortical des signaux de communication : Altérations chez la souris n’exprimant pas
de canal TPC et restauration partielle par un traitement chronique d’Ocytocine). Cela nous a
incité a analyser la valeur de MI/Spike pour étudier la discrimination neuronale des sons de
communication lors du passage de vierges a meres chez les souris WT (Royer et al., 2021) et
les souris KO TPC.

Dans notre étude, plusieurs facteurs limitent la valeur de d’information mutuelle calculée a
partir des réponses aux vocalisations de souris, qui n’est pas tres élevée par rapport a la valeur
maximale possible si les neurones étaient capables de discriminer 18 vocalisations entre elles
(Valeur maximale de la Ml = logx(18) = 4,17 Bit ; valeur moyenne de la Ml calculée réelle :
environ 0,9 Bit). D’une part, les vocalisations de souris présentées sont de courte durée (entre
12 et 60 ms), ce qui ne permet pas aux neurones de développer des motifs temporels de
décharges suffisamment différents entre les 18 vocalisations. Les neurones corticaux
pourraient étre uniquement sensibles aux fronts de montée des vocalisations qui sont trés
rapides (la vocalisation étant déja courte). Les neurones auraient donc une trés bonne
capacité de détection des vocalisations, mais une faible capacité a discriminer ces courtes
vocalisations. De plus, les neurones corticaux n’émettent que 1 ou 2 potentiels d’actions a
chaque essai en réponse a ces courtes vocalisations. |l y a donc peu de possibilités pour
développer des motifs temporels propres a chaque vocalisation (car ces motifs possédent peu
de PA). Notre valeur de Ml serait surtout liée a la latence de la réponse qui peut étre différente
entre les vocalisations (cf. figure 4C: Royer et al.,, 2021) puisque I’énergie maximale du
stimulus apparait a des moments différents d’une vocalisation a I'autre (cf. Liu & Schreiner,
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2007 ; et Lin & Liu, 2010). Enfin, méme en calculant la Ml sur les réponses aux vocalisations
hétérospécifiques de cobayes qui durent environ 300mes, les valeurs de Ml restent faibles. Cela
pourrait s’expliquer également par le fait que nous avons enregistré des neurones corticaux
dont les fréquences préférées (BF) sont sur 2 octaves (entre 4 et 16 kHz, résultats non publiés).
La diversité des réponses est tres limitée par rapport au cortex auditif d’autres souches de
souris (par exemple chez la souris CBA/Cal les BFs sont entre 4 et 64 kHz) ou d’autres especes
ou les fréquences préférées sont sur plus d’octaves (par exemple chez le cobaye les BFs sont
entre 0.25 et 36 kHz).

d. Calcul du score de discrimination en imagerie calcique :

En imagerie calcique, nous avons calculé la capacité de discrimination des vocalisations sur
une population de neurones (en moyenne 200 neurones par séance d’enregistrement) en
utilisant un classificateur centroide entrainé a discriminer des vecteurs d'activité de cette
population de neurones. Lorsque le classificateur est testé sur des vecteurs encore jamais
présentés, un score de discrimination (pouvant aller de 0 a 100% de réussite) est obtenu pour
cette population de neurones. Avec cette technique, nous arrivons a des scores élevés de
classification correcte entre les vocalisations (entre 80 et 100% de réussite, cf. figure 1E :
Royer et al., soumis). Cela peut étre di a plusieurs facteurs. D’abord, nous avons travaillé en
imagerie calcique sur des souris éveillées alors que nous avons travaillé en électrophysiologie
sur des souris anesthésiées, ce qui pourrait conduire a des valeurs plus élevées de MI en
imagerie calcique par rapport a I'électrophysiologie (mais voir Huetz et al., 2009 pour des
exemples inverses). De plus, nous avons travaillé sur une population de neurones en imagerie
calciqgue beaucoup plus importante qu’en électrophysiologie : Alors que nous avons en
moyenne 200 neurones par séances d’enregistrement en imagerie cacique, nous n’avons que
5-6 enregistrements simultanées avec des réponses au vocalisations pour calculer la Mlpop €n
électrophysiologie (avec en plus des fréquences préférées trés similaires). Il est donc fort
probable d’avoir des réponses populationnelles plus différentes les unes des autres pour
chaque vocalisation, lorsque la réponse populationnelle est calculée a partir de 200 neurones
plutdt que sur 5-6 enregistrements.

lll. Quels liens peut-on faire entre les résultats comportementaux observés et
les résultats enregistrés dans le cortex auditif en électrophysiologie ?

Méme s’il n’y a pas de différence entre les groupes de souris méres KO TPC qui ont recu de
I’'OT ou du sérum physiologique en termes de taux de réussite au test de comportement
maternel (cf figure 3A de l'article en préparation : Les modifications corticales liées a la
maternité dans le traitement des sons de communication sont altérées chez la souris
n’exprimant pas le canal TPC mais sont partiellement restaurées par le traitement chronique
d’Ocytocine) ce test nous a permis de diviser deux groupes distincts de souris : celles qui
réussissaient le test de comportement maternel (c’est-a-dire qui ramenaient tous leurs
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nouveau-nés au nid au bout de 8 minutes) et celles qui ne ramenaient aucun nouveau-nés au
nid au bout de 8 minutes. Et ce, a la fois chez les souris qui avaient recu de I'OT et celles qui
avaient recu du sérum physiologique. Les enregistrements électrophysiologiques obtenus sur
ces souris meres KO TPC se répartissent comme suit :

- 5 souris KO-M + Saline qui ont réussi le test

- 4 souris KO-M + Saline qui n’ont pas réussi le test

- 5 souris KO-M + OT qui ont réussi le test

- 5 souris KO-M + OT qui n’ont pas réussi le test

Nous avons donc évalué s’il existait des différences entre les réponses corticales entre les
souris qui avaient réussi la tache de comportement maternel par rapport a celles qui n’avaient
pas réussi le test. La figure suivante présente les résultats séparément pour les KO-M traitées
au sérum physiologique et a I’'OT ayant réussi au test (Succeeded test) ou pas (Failed test).
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Figure 16 : Réponses électrophysiologiques aux sons purs, aux vocalisations de souris (nouveau-nés et
mdles adultes) ou de cobayes chez les souris KO-M + Saline ou KO-M + OT ayant réussi le test de
comportement maternel (Succeeded test) ou n’ayant pas réussi le test (Failed test).

A : La taux de décharge moyen est augmenté chez les souris KO-M + Saline qui ont réussi le test (jaune
foncé) pour les sons de communication (t-test non apparié, p<0.001 pour les vocalisations de souris et
p<0.01 pour les vocalisations de cobayes). Il est aussi augmenté chez les souris KO-M + OT qui ont réussi
le test (jaune foncé) pour les réponses aux sons purs, mais au contraire il est diminué pour les
vocalisations de cobayes (t-test non apparié, p<0.05 pour les sons purs et p<0.01 pour les vocalisations
de cobayes).

B : Les souris qui ont réussi le test de comportement maternel (jaune foncé) ont en moyenne une latence
de réponse inférieure aux vocalisations de souris ou de cobayes (t-test non apparié, p<0.001 pour les
vocalisations de souris et p<0.01 pour les vocalisations de cobayes).

C: La Mi/Spike n’est pas différente pour les souris entre les souris qui ont réussi le test et celles qui ne
I'ont pas réussi.
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Les mémes parameétres ont été quantifiés que ceux étudiés dans I'article en préparation :
Modifications liées a la maternité dans le traitement cortical des signaux de communication :
Altérations chez la souris n’exprimant pas de canal TPC et restauration partielle par un
traitement chronique d’Ocytocine. Les résultats nous montrent que :

Le taux de décharge est augmenté chez les souris KO-M + Saline qui ont réussi le test (jaune
foncé) pour les sons de communication (t-test non apparié, p<0.001 pour les vocalisations de
souris et p<0.01 pour les vocalisations de cobayes). Il est aussi augmenté chez les souris KO-
M + OT qui ont réussi le test (jaune foncé) pour les réponses aux sons purs, mais au contraire
il est diminué pour les vocalisations de cobayes (t-test non apparié, p<0.05 pour les sons purs
et p<0.01 pour les vocalisations de cobayes).

En termes de latence des réponses évoquées, on observe que les neurones des souris qui ont
réussi le test de comportement maternel ont une latence de réponse inférieure aux
vocalisations de souris ou de cobayes (t-test non apparié, p<0.001 pour les vocalisations de
souris et p<0.01 pour les vocalisations de cobayes). En termes de valeurs moyennes de
MI/Spike, nous ne voyons pas de différence entre les souris qui ont réussi le test et celles qui
ne I'ont pas réussi.

Sur la base de ces résultats nous concluons que ni le taux décharge ni de la MI/Spike des
neurones corticaux des souris KO TPC n’est en rapport avec leur réussite au test de
comportement maternel. En d’autres termes, le taux de décharge et la Ml mesuré au niveau
du cortex auditif n’est pas un parameétre qui indique si la souris a réussi ou pas le test
comportemental. Les résultats sur la latence des réponses aux vocalisations (de souris
notamment) suggerent que les souris qui réussissent le test de comportement maternel ont
en moyenne des latences de réponse plus courte mais cela est vrai pour les souris traitées a
I’OT et au sérum physiologique.

En résumé, ces résultats confirment que I'OT n’a pas permis de modifier le comportement
maternel des souris KO TPC. Dans l'article en préparation (Modifications liées a la maternité
dans le traitement cortical des signaux de communication : Altérations chez la souris
n’exprimant pas de canal TPC et restauration partielle par un traitement chronique
d’Ocytocine), il apparait que les souris meres KO TPC qui ont recu de I'OT n’ont pas un taux de
réussite au test comportemental plus élevé que celles traitées au sérum physiologique, bien
que le taux de décharge des neurones corticaux soit diminué et que la MI/Spike soit
augmentée par rapport aux souris qui ont recu du sérum physiologique. Potentiellement, les
souris KO-M + OT qui avaient réussi le test de comportement maternel auraient d{ étre celles
ou l'effet cortical de I'administration d’OT mime le plus celui observé chez les souris WT. Or
ce n’est pas le cas ni en terme de taux de décharge ni de MlI/Spike. Seuls les latences plus
courtes pour les neurones des souris ayant réussi le test vont dans le sens de nos hypothéses,
mais comme cet effet s’observe aussi avec I’'administration de sérum physiologique il n’est pas
dbdaloT.

144



Comme nous ne voyons pas de différences au niveau de la MI/Spike entre les souris qui ont
réussi le test ou non, nous devons nous demander s'il est pertinent de comparer les résultats
d’un test de comportement maternel avec I'analyse de la discrimination fine entre des
vocalisations effectuées par les neurones du cortex auditif. En effet, au niveau cortical nous
cherchons a évaluer si les neurones discriminent entre les vocalisations, mais le test de
comportement maternel est un test de détection des cris de nouveau-nés et non un test de
discrimination. La souris n’a pas besoin de discriminer les cris de nouveau-nés pour
comprendre qu’il y en a en dehors du nid (et en état d’hypothermie). De ce fait, au niveau
cortical, il serait peut-étre plus intéressant de travailler sur des parameétres permettant de
guantifier la détection par les neurones des cris de communication chez les souris meres KO
TPC (et de comparer les valeurs obtenues avec celles des souris WT). Par exemple, la
guantification de courbes ROC (Receiver Operating Characteristic) qui a déja été utilisée
précédemment dans notre équipe (Massaux et al., 2004), pourrait étre un outil approprié pour
savoir si les neurones corticaux des souris KO TPC sont moins performants que ceux des souris
WT pour la détection des vocalisations de souris nouveau-nés ou d’adultes. Potentiellement,
au niveau comportemental, il serait aussi intéressant de mettre au point un test de
discrimination entre deux vocalisations chez les souris KO TPC (et les souris WT) pour
déterminer si le déficit observé au niveau cortical sur la valeur de MI/Spike (et son
amélioration grace a I'administration d’OT) est en rapport avec un déficit comportemental.
Un tel test sera peut-étre difficile a mettre au point car acoustiquement les vocalisations de
souris nouveau-nés utilisées sont trés similaires entre elles (tout comme les vocalisations de
souris males adultes) et nous ne sommes pas sdrs que nos souris, méme WT, dont la fréquence
préférée (BF) des neurones corticaux ne va pas au-dela de 24kHz (avec donc une absence de
représentation des ultra-haute fréquences), puissent réussir ce test sur des USV.

IV. Que nous apportent ces résultats sur le role du canal TPC dans le traitement
des signaux de communication ?

Le canal TPC est un canal ubiquitaire situé sur la membrane des endolysosomes
(endosomes/lysosomes) des cellules, dont les neurones. Des données non publiées de notre
équipe (Martucci et al., soumis) indiquent que le canal TPC jouerait un réle crucial dans la
libération Ca?* dépendante des vésicules de neurohormones et de neuropeptides, dont I’'OT
et la vasopressine (VP) au niveau de I’'hypothalamus. Des récepteurs a I’'OT ont été mis en
évidence au niveau des neurones du cortex auditif de souris vierges et surtout de souris meres
(Mitre et al., 2016). Il est donc possible que les différences de réponses corticales chez ces
souris KO TPC soient dues a une absence de neuromodulation par I'OT (ou la VP) au niveau
cortical. Nos données montrent aussi que les souris KO TPC ont des taux de monoamines (DA,
5-HT et leur métabolites 5-HIAA, HVA et DOPAC) significativement plus faibles que les souris
WT (Royer et al, soumis). Il serait donc pertinent de déterminer si le canal TPC joue aussi un
réle dans la libération de ces neuromodulateurs. Enfin, il faut souligner qu’il existe
d’importantes projection des neurones PVN et SON de I'hypothalamus vers les structures
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synthétisant les monoamines (Knobloch et al., 2012). De ce fait, I'OT pourrait moduler la
libération de ces monoamines (Karpova et al., 2016) grace aux projections hypothalamiques,
en se fixant sur les neurones libérant des neuromodulateurs comme la noradrenaline (Fliers
et al., 1985, 1986 ; Petersson et al., 1998), la dopamine (Xiao et al., 2017), ou la sérotonine
(Yoshida et al., 2009 ; Mottolese et al., 2014. En d’autres termes, selon cette hypothése, les
taux bas en OT dans le cerveau des souris KO TPC réduirait la libération des neuromodulateurs
au niveau du cortex auditif.

Indépendamment de son action, sur les neurohormone et les neuromodulateurs, une autre
hypothése serait que le canal TPC joue un role direct sur la physiologie des neurones corticaux
en modifiant localement (au niveau des dendrites et/ou des synapses) le taux de Ca?*
intracellulaire en réponse a I'activité neuronale. Nous n’avions pas remarqué de différence
dans I'élévation de la fluorescence moyenne des neurones (et donc de changements en
termes de variations détectables du Ca?*) en réponse a des sons en imagerie calcique (Figure
1: Royer et al.,, soumis) mais nous n’avons étudié que les variations de fluorescence
somatiques, et ce uniquement chez des souris vierges KO TPC et WT. Il serait particulierement
intéressant d’évaluer en imagerie calcique les réponses de neurones du cortex auditif chez
des souris méres, pour déterminer si les différences observées en WT et KO TPC sont
amplifiées ou au contraire atténuées lors du passage vierge-meére, ou bien encore si d’autres
différences peuvent étre observées entre WT et TPC KO.

Enfin, 'administration chronique d’OT chez des meres KO TPC a induit des effets intéressants
dans le cortex auditif. Par rapport a des souris mere KO TPC traitées au sérum physiologique,
I’OT a diminué le taux de décharge et a augmenté la MI/Spike des neurones des méres KO
TPC. Pour autant, I'OT n’a pas permis de restaurer un phénotype WT chez les souris méres KO
TPC: L'OT a méme fait baisser la reproductibilité temporelle, a augmenté la latence de
réponse et n’a pas amélioré la valeur brute d’information mutuelle (individuelle et de
population) chez les souris meres KO TPC. Comme nous avons constaté des diminutions
significatives de monoamines chez les souris KO TPC, il serait intéressant d’appliquer un
neuromodulateur (comme la dopamine ou la noradrénaline) au niveau du cortex auditif pour
restaurer certains parameétres des réponses évoquées corticales a la fois chez la souris KO TPC
mere mais aussi chez la souris KO TPC vierge. Pour finir, une autre possibilité pour restaurer
au niveau cortical, mais aussi au niveau comportemental, un phénotype WT serait
d’administrer chroniquement un agoniste de la 5HT ou de la DA en plus de I'OT. Nous
pourrions peut-étre voir, par exemple, une amélioration du taux de réussite au test
comportement maternel chez les souris méres KO TPC grace a I'administration d’OT et de
monoamines.
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V. La souris TPC peut-elle étre un nouveau modeéle d’autisme ?

Notre équipe a montré que la souris KO TPC avait des taux d’OT, de VP et de monoamines plus
bas que des souris WT. Par ailleurs, un déficit de comportement social et maternel a aussi été
décrit chez ces souris (Martucci et al., soumis). De plus, il a été découvert que deux régions
chromosomiques codant des isoformes du canal TPC (TPC1, Chr. 12 q24.13 et TPC2, Chr.
11913.3) exprimées chez I'nomme, ont été identifiées comme des régions du génome humain
liées a une variation du nombre de copies (CNV) dans I'autisme et chez les enfants présentant
un retard de développement du langage ou et de perte auditive (Khan et al., 2007, Shink et
al., 2005 ; Chilian et al., 2013). Enfin chez 'Homme, de faibles niveaux d'acétylcholine ou
d'ocytocine ont également été trouvés chez les patients atteints de troubles du spectre
autistique (TSA) (Perry et al., 2001; Husarova et al., 2016).

Etant donné les altérations observées chez la souris KO TPC, la question se pose de savoir si
cette souris peut étre considérée comme un modeéle de TSA. Dans d’autres modeéles animaux
présentant une déficience du comportement social, des altérations du traitement sensoriel
ont été observées (Geramita et al., 2020 ; Mei et al., 2016 ; Chen et al., 2020 ; Scott et al.,
2018, 2020 ; Thye et al.,, 2018), bien que les mécanismes neuronaux sous-jacents a ces
altérations ont été rarement étudiés. Plusieurs types de données suggerent que des
altérations de la régulation des réserves de calcium intracellulaires peuvent avoir un impact
important sur la facon dont les neurones traitent les entrées synaptiques, et une étude a
montré qu’ils peuvent étre impliqués impliqués dans les TSA (Nguyen et al., 2018).

Chez 'Homme, le traitement des stimuli acoustiques dans le systeme auditif est maintenant
de plus en plus étudié chez les patients atteints de TSA (revue dans O'Connor, 2012). Des
études humaines utilisant I'lRMf ont quantifié les réponses corticales a de la parole ou des
sons, et les résultats indiquent une fiabilité de réponse et un rapport signal/bruit plus faible
chez des personnes atteintes de TSA par rapport aux témoins (Distein et al., 2012, Haigh et al.,
2014). Les recherches visant a comprendre le lien entre autisme et perception auditive se sont
également concentrées sur la discrimination de la parole dans des conditions bruyantes
(Teder-Salejavri et al., 2005 ; Lepisto et al., 2009), et ces patients atteints de TSA semblent
étre moins capables de discriminer les signaux vocaux que les témoins en condition bruitée.
Les études animales nous permettraient donc une approche plus précise pour comprendre les
mécanismes du traitement des stimuli acoustiques impliqués dans les troubles du spectre
autistique.

Mon projet de thése a permis d’observer des altérations du traitement des signaux de
communication acoustique au niveau du cortex auditif primaire, chez ces souris femelles KO
TPC. Notre étude a permis de montrer que par rapport a une souris WT, le taux de décharge,
la reproductibilité temporelle, la latence de réponse, et surtout la discrimination entre des
vocalisations de souris sont altérés chez ces souris KO TPC vierges et méres. Cela suggere que
le canal TPC joue un rdle dans le traitement cortical des signaux acoustiques de
communication et peut-étre dans le traitement des stimuli sensoriels en général. Ces résultats
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apportent donc informations supplémentaires importantes, qui completent les données sur
les taux de neurohormones ou neuromodulateurs ainsi que les résultats comportementaux.
Tous ces résultats vont dans le sens d’altérations en lien avec les TSA. Cependant, ils ne nous
permettent pas de préciser le role potentiel du canal TPC dans les mécanismes impliqués dans
les TSA. En effet, nous ne pouvons pas savoir si les déficits en traitement cortical des signaux
acoustiques de communications sont dus soit a un effet direct du canal TPC sur la physiologie
des neurones du cortex auditif, soit a un effet indirect résultant d’une neuromodulation
altérée (avec de faibles taux de neuromodulateurs et neurohormones). De plus, nous ne
savons pas non plus si ces altérations sont dues a un déficit en un seul neuromodulateur ou
bien a plusieurs, ni si elles peuvent étre compensés.

Pour réponse a ces questions, nous pourrions par exemple réaliser les mémes expériences
chez une souris qui n’exprime pas le canal TPC uniquement dans I’"hypothalamus (OT et VP)
ou le locus coerelus (NA). Du fait de I'absence du canal TPC dans les cellules libérant ces
neuromodulateurs, nous pourrions déterminer si le faible taux d’OT seul, ou de noradrénaline
seul, induit un déficit dans le traitement cortical des signaux de communication au niveau du
cortex auditif de ces souris et/ou une altération du comportement social et maternel. Si les
altérations observées dans traitement cortical des signaux de communication ne sont pas
retrouvées chez ces souris, cela voudrait dire que, soit ce ne sont pas un mais plusieurs
neuromodulateurs qui sont impliqués dans ces déficits, soit c’est I’'absence du canal TPC au
niveau du cortex auditif (ou systeme auditif) qui induit le déficit observé chez nos animaux.
Enfin, il est évident que I'étude des altérations du cortex auditif ne permet pas d’expliquer a
elle seule les réponses comportementales d’'un modele murin d’autisme. Il serait intéressant
d’étudier d’autres structures comme le cortex pyriforme (car la souris utilise beaucoup son
odorat pour le comportement social) ou le cortex somatosensoriel (le « barrel » cortex) pour
savoir si nous retrouvons des altérations comparables a celle observées dans le cortex auditif.
Si nous retrouvions des altérations similaires dans d’autres cortex cela montrerait que le canal
TPC a un rble général dans le traitement des informations sensorielles nécessaires a un
comportement social « normal ». Pour finir, nous pourrions aussi étudier des structures plus
intégrées comme le cortex préfrontal pour déceler peut-étre chez ces souris KO TPC des
déficits dans les mécanismes liés a la prise de décision ou au comportement social modifiés.
Cependant, il risque d’étre tres difficile de déterminer précisément |'activation neuronale
associée a la prise de décision d’autant plus que, comme il existe des altérations du traitement
cortical des signaux de communication, il sera difficile de savoir si les différences observées
au niveau du cortex préfrontal entre les souris KO TPC et WT sont dues aux déficits de
traitement des informations sensorielles transmises au cortex préfrontal ou a un déficit de
traitement au sein des réseaux neuronaux du cortex préfrontal.
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Titre : Etude électrophysiologique et bi-photonique des modifications du traitement des signaux de
communication dans le cortex auditif chez des souris meres n'exprimant pas de canaux endolysosomaux «

two-pore channels » (TPC).
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Résumé : La communication acoustique est cruciale pour
les interactions sociales. Chez 'Homme, il a été suggéré
gu’un traitement anormal des stimuli sensoriels joue un
role important dans le comportement social des patients
atteints de troubles du spectre autistique (TSA), ce qui
pourrait s'expliquer par une activité altérée des réseaux
corticaux. Parmi plusieurs hypothéses, celle d'un
déreglement des réserves de Ca2+ intracellulaire a été
évoquée, bien que ces mécanismes restent a identifier.
Dans les cellules, les endolysosomes libérent du Ca2+ via
I'activation des canaux « two-pore channel » (TPC) situés a
leur membrane, canaux dont le réle dans le systéme
nerveux central (SNC) est largement méconnu.

Notre équipe travaille sur une souris n'exprimant pas le
canal TPC (KO TPC), qui présente un taux plasmatique en
ocytocine (OT) trés bas et des probléemes de
comportements sociaux, notamment les meres qui
montrent un déficit de comportement maternel. Nous
avons évalué si ces problemes de comportements sociaux
étaient liés a un déficit de traitement cortical des signaux
de communication chez la souris KO TPC et si ce déficit

s'aggrave lors du passage de vierge a mére. Pour cela, j'ai
analysé les réponses des neurones du cortex auditif
primaire de souris WT (vierges et meres) et KO TPC
(vierges et meéres) a des vocalisations de souris (nouveau-
nés et adultes) ainsi qu'a des vocalisations de cobayes,
en utilisant deux techniques I'électrophysiologie
extracellulaire sur souris anesthésiée et I'imagerie
calcique sur souris vigile. Nous avons observé que le taux
de décharge, la reproductibilité temporelle, la latence
des réponses, et surtout la discrimination entre des
vocalisations de souris sont altérés chez ces souris KO
TPC vierges et meres, par rapport aux souris WT. Certains
paramétres des réponses corticales, mais pas le
comportement maternel, ont été restaurés par
I'administration intranasale chronique d'OT lors des 9
premiers jours post-partum chez la mere KO TPC. Nos
résultats indiquent qu'il y a bien des modifications
anormales du traitement des signaux de communication,
notamment des vocalisations de souris, dans le cortex
auditif chez les souris KO TPC lors du passage vierge a
mere.

Title: Electrophysiological and bi-photonic study of modifications in the communication sounds processing
the auditory cortex in mother mice lacking endolysosomal two-pore channels (TPC).

Keywords: Auditory cortex, Electrphysiology, Calcium imaging, Two-Pore Channels, Motherhood, Oxytocin

Abstract: Acoustic communication is crucial for social
interactions. In humans, it has been suggested that
abnormal processing of sensory stimuli plays an important
role in social behavior of patients suffering from autism
spectrum disorders (ASD), which could be explained by
altered activity of cortical networks. Among several
hypotheses, that of a deregulation of intracellular Ca2+
reserves have been proposed, although these mechanisms
remain to be identified. In cells, endolysosomes release
Ca2+ through the activation of two-pore channels (TPC)
located at their membrane; the role of these channels in the
central nervous system (CNS) is largely unknown.

Our team is working on a mouse that does not express the
TPC (TPC KO). It has very low plasma oxytocin (OT) levels
and social behavior problems, especially mothers who
show a maternal behavior deficit. We investigated whether
these social behavior problems are related to deficits in
cortical processing of communication sounds in TPC KO
mice and if this deficit worsens during the transition from

virgin to mother. For that, | have analyzed the responses
of neurons from the primary auditory cortex of WT (virgin
and mother) and TPC KO (virgin and mother) mice to
mouse vocalizations (pups and adults) and to guinea pig
vocalizations, using two techniques: extracellular
electrophysiology in anesthetized mice and calcium
imaging in awake mice. We observed that the firing rate,
the temporal reliability, the response latency, and more
importantly the discrimination between mouse
vocalizations are altered in these virgin and mother TPC
KO mice, compared to WT mice. Some parameters of
cortical responses, but not maternal behavior, were
rescued by chronic intranasal administration of OT
during the first 9 days postpartum in the TPC KO dam.
Our results indicate that there are many changes in the
processing of communication sounds, including mouse
vocalizations, in the auditory cortex in KO TPC mice
during virgin-to-mother transition.
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