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Résultats

Automatic post-processing and merging of multiple spike-sorting analyses and application to cerebellar Purkinje cell activity

Longitudinal multielectrode recordings of Purkinje cell activity during eyeblink conditioning in mice

1.1 Anatomie

Le Cervelet

Le cervelet est une structure qui est composée en périphérie d'un cortex cérébelleux à trois couches replié sur lui-même, de substance blanche et de noyaux profonds en son centre. Chez le mammifère, le cortex cérébelleux est composé de deux hémisphères en périphérie et du vermis au centre, joint par une bande étroite appelée paravermis. Il se divise en 10 lobules (Larsell, 1952) répartis sur le plan antéro-postérieur. Ils s'étendent du vermis vers les hémisphères et sont séparés les uns des autres par des fissures superficielles. Deux fissures profondes divisent le cortex cérébelleux en trois parties distinctes, le lobe antérieur (Lobules I -V), le lobe postérieur (lobules VI -IX) et le lobe flocculo-nodulaire (lobule X). Les noyaux profonds se décomposent en trois groupes, les noyaux médiaux, interposés et latéraux. Le cervelet est connecté au pont par trois paires de pédoncules, nommés inférieur, médian et supérieur. Schéma fonctionnel des connexions cérébelo-olivaires Adapté de Medina et al. (2002) 

1.1.1.1) Le cortex cérébelleux

Afférences

Le cortex cérébelleux reçoit deux afférences excitatrices provenant de l'extérieur du cervelet, les fibres moussues et les fibres grimpantes.

Les fibres moussues projettent depuis de nombreuses sources, au sein du tronc cérébral et de la moelle épinière, appelées communément noyaux pré cérébelleux. Elles forment des synapses au sein de la couche la plus profonde du cortex avec les cellules granulaires au sein des glomérules [START_REF] Jakab | Quantitative morphology and synaptology of cerebellar glomeruli in the rat[END_REF], et avec les cellules de Golgi (Kanichay and [START_REF] Kanichay | Synaptic and Cellular Properties of the Feedforward Inhibitory Circuit within the Input Layer of the Cerebellar Cortex[END_REF]. Elles portent les informations sensorielles, motrices et contextuelles vers le cervelet.

Les fibres grimpantes proviennent de l'olive inférieure controlatérale située dans la moelle allongée. Elles forment des synapses au niveau des cellules de Purkinje, chaque fibre grimpante en contactant une dizaine [START_REF] Ito | The cerebellum and neural control[END_REF], répartie dans différents lobules selon un plan antéropostérieur [START_REF] Sotelo | Development of the olivocerebellar system : migration and formation of cerebellar maps[END_REF][START_REF] Apps | Cerebellar cortical organization : a one-map hypothesis[END_REF]. Ces projections s'organisent en microzones étendues sur le plan antéro-postérieur, recevant toutes des entrées provenant de la même zone de l'olive inférieure (voir Fig. 1.4). Les fibres grimpantes transmettent des signaux concernant la survenue d'erreurs ou d'anomalies et sont fortement impliquées dans les processus d'apprentissage cérébelleux. Leur rôle précis reste flou et sujet à un débat important au sein de la communauté scientifique.

Enfin, le cortex cérébelleux reçoit des projections excitatrices et inhibitrices en provenance des noyaux cérébelleux [START_REF] Ankri | A novel inhibitory nucleo-cortical circuit controls cerebellar Golgi cell activity[END_REF][START_REF] Gao | Excitatory Cerebellar Nucleocortical Circuit Provides Internal Amplification during Associative Conditioning[END_REF], dont le rôle pourrait être d'amplifier certains apprentissages cérébelleux.

Efférence

L'axone des cellules de Purkinje correspond à l'unique sortie du cortex cérébelleux, et contient à ce titre le résultat de l'ensemble des processus computationnels qui y sont réalisés. Elle projette vers les différents noyaux profonds du cervelet et les noyaux vestibulaires situés dans le tronc cérébral. Au sein des lobes antérieurs et postérieurs, ces projections sont organisées du centre vers la périphérie, projetant chez la souris respectivement vers les noyaux médiaux, interposés et latéraux. Les cellules de Purkinje du lobe postérieur projettent vers les noyaux vestibulaires.

Microcircuit

Le cortex cérébelleux se compose de 3 couches, la couche granulaire, la couche des cellules de Purkinje et la couche moléculaire, du centre vers la périphérie. Son organisation est dite cristalline, car cette même structure, présentant néanmoins des variations locales, se répète sur toute l'étendue du cortex cérébelleux. Le centre de cette structure est la cellule de Purkinje. Son corps cellulaire se situe au sein de la couche éponyme et constitue la seule cellule de projection du cortex. Au sein de la couche granulaire, on retrouve les cellules granulaires, les cellules de Golgi et les cellules de Lugaro. Au sein de la couche moléculaire, on retrouve deux types d'interneurones, les cellules en paniers et les cellules étoilées (voir Fig. 1.2).

La cellule de Purkinje

La cellule de Purkinje est un volumineux neurone inhibiteur GABAergique situé dans la couche intermédiaire du cortex cérébelleux décrit en 1837 par Jan Evangelista Purkinje. Son immense arbre dendritique est polarisé vers la périphérie et s'étend sur un plan parasagittal. Son axone, en plus de projeter vers les noyaux profonds du cervelet, émet des collatérales locales inhibant d'autres cellules de Purkinje, les cellules de Lugaro, les interneurones de la couche moléculaire et les cellules de Golgi [START_REF] O'donoghue | Physiological and anatomical studies of the interactions between Purkinje cells and basket cells in the cat's cerebellar cortex : evidence for a unitary relationship[END_REF][START_REF] Hirono | Cerebellar globular cells receive monoaminergic excitation and monosynaptic inhibition from Purkinje cells[END_REF][START_REF] Bornschein | Paired-pulse facilitation at recurrent Purkinje neuron synapses is independent of calbindin and parvalbumin during high-frequency activation[END_REF]. La cellule de Purkinje reçoit des afférences excitatrices provenant des fibres parallèles, avec qui elle forme près de 175 000 synapses chez le rat (Napper and Harvey, 1988a) [START_REF] Strata | Plasticity of the olivocerebellar pathway[END_REF]. L'activation de la fibre grimpante génère au sein de la cellule de Purkinje une activité particulière nommée « complex spike » (Fig. 1.3 B, C). Une fibre grimpante contacte une dizaine de cellules de Purkinje [START_REF] Mlonyeni | The number of Purkinje cells and inferior olivary neurones in the cat[END_REF][START_REF] Caddy | The number of Purkinje cells and olive neurones in the normal and Lurcher mutant mouse[END_REF]. Ces deux afférences excitatrices sont au centre de différentes théories d'apprentissage au sein du cortex cérébelleux, les 175 000 synapses des fibres parallèles représentant une source énorme de plasticité potentielle, plasticité guidée par l'activité de la fibre grimpante et donc des « complex spikes » . Elle reçoit également des entrées inhibitrices provenant des interneurones de la couche moléculaire.

La cellule de Purkinje produit deux types de potentiels d'action, les « simple spikes » et les « complex spikes » . Les « simple spikes » correspondent aux potentiels d'action « normaux » de la cellule de Purkinje. Cette dernière décharge spontanément entre 20Hz et plus de 100Hz [START_REF] Shin | Regular patterns in cerebellar Purkinje cell simple spike trains[END_REF]. Le taux de décharge des « simple spikes » est modulé par les entrées excitatrices des fibres parallèles et inhibitrices des interneurones. Les « complex spikes » sont eux le résultat d'une activation de la fibre grimpante. Ils sont nommés ainsi, car leur forme est atypique, complexe, se composant d'un « simple spikes » suivi par un burst de spikes somatiques hautes fréquences, auquel s'ajoutent des spikes dendritiques calciques [START_REF] Davie | The origin of the complex spike in cerebellar Purkinje cells[END_REF]. Les « complex spikes » se produisent à une fréquence d'environ 1Hz. Les « complex spikes » sont également suivis d'une pause de décharge d'une dizaine de ms des « simple spikes » (voir Fig. 1.3 D). C'est l'enregistrement simultané des « complex spikes » et des « simple spikes » qui permet d'identifier les cellules de Purkinje lors d'enregistrement extracellulaire. Les « complex spikes » sont associés aux « simple spikes » par l'observation de cette pause caractéristique.

La cellule en grain

Les cellules en grains sont de petits neurones excitateurs glutamatergiques situés dans la couche granulaire et représentant le type neuronal le plus nombreux du cervelet, et du système nerveux [START_REF] Andersen | A quantitative study of the human cerebellum with unbiased stereological techniques[END_REF]. Elles reçoivent des entrées synaptiques par plusieurs dendrites courtes qui se terminent dans des glomérules où se forment aussi les synapses avec les fibres moussues et les cellules de Golgi. Les cellules en grain émettent un axone tout à fait particulier. Sa partie initiale, qui correspond à l'axone ascendant, a un trajet centrifuge et rejoint la couche moléculaire. Il se divise alors en deux branches qui s'étendent sur le plan médio-latéral. Ces axones forment un faisceau de fibres nommé fibres parallèles qui s'étend sur 5 mm chez le rat (Napper and Harvey, 1988a). Les fibres parallèles croisent perpendiculairement le plan formé par l'arbre dendritique des cellules de Purkinje et forment avec elle une ou deux synapses dites « en passant ». Les fibres parallèles contactent ainsi jusqu'à 800 cellules de Purkinje. L'axone ascendant forme également des synapses avec les cellules de Purkinje adjacentes (Napper and Harvey, 1988b ;[START_REF] Gundappa-Sulur | Ascending granule cell axon : an important component of cerebellar cortical circuitry[END_REF], suggérant une dépendance plus importante des cellules de Purkinje à l'activité des cellules en grains adjacentes [START_REF] Isope | Properties of unitary granule cell-\textgreaterPurkinje cell synapses in adult rat cerebellar slices[END_REF]. Les fibres parallèles forment aussi des synapses avec les interneurones de la couche moléculaire et les dendrites apicales des cellules de Golgi et de Lugaro. Les cellules en grains, avec les cellules de Golgi, jouent un rôle majeur dans l'intégration et la transmission au sein du cortex cérébelleux, des signaux provenant des fibres moussues.

La cellule de Golgi

Les cellules de Golgi sont des interneurones inhibiteurs de la couche granulaire, à la fois GABAergique et glycinergique. Elles reçoivent des excitations provenant des fibres moussues et des fibres parallèles (cellules en grain) et inhibent les cellules en grain au sein des glomérules. Les cellules de Golgi forment également de nombreuses jonctions gap entre elles [START_REF] D'angelo | Timing and plasticity in the cerebellum : focus on the granular layer[END_REF][START_REF] Szoboszlay | Functional Properties of Dendritic Gap Junctions in Cerebellar Golgi Cells[END_REF], ce qui synchronise leur activité et l'inhibition des cellules granulaires.

Les interneurones de la couche moléculaire

Il existe deux classes d'interneurones au sein de la couche moléculaire, les cellules étoilées et les cellules en panier. La distinction entre les deux types cellulaires n'est pas stricte et l'existence d'un continuum entre les deux types cellulaires a été suggérée [START_REF] Sultan | Quantitative Golgi study of the rat cerebellar molecular layer interneurons using principal component analysis[END_REF][START_REF] Mittmann | Linking synaptic plasticity and spike output at excitatory and inhibitory synapses onto cerebellar Purkinje cells[END_REF][START_REF] Schilling | Besides Purkinje cells and granule neurons : an appraisal of the cell biology of the interneurons of the cerebellar cortex[END_REF]. Les cellules étoilées occupent la partie externe de la couche moléculaire et les cellules en panier la partie interne. Elles reçoivent des synapses excitatrices des fibres parallèles et inhibitrices des cellules de Golgi et d'autres interneurones de la couche moléculaire [START_REF] Eccles | The cerebellum as a neuronal machine. The cerebellum as a neuronal machine[END_REF]. Elles sont également stimulées par les activités des fibres grimpantes adjacentes, par un mécanisme de « spillover ». [START_REF] Jörntell | Receptive Field Plasticity Profoundly Alters the Cutaneous Parallel Fiber Synaptic Input to Cerebellar Interneurons In Vivo[END_REF][START_REF] Szapiro | Multiple climbing fibers signal to molecular layer interneurons exclusively via glutamate spillover[END_REF]. Leur inhibition cible les cellules de Purkinje ainsi que les autres interneurones de la couche moléculaire. Les cellules en panier forment autour du segment initial de l'axone des cellules de Purkinje une structure tout à fait particulière, le pinceau, permettant une inhibition éphaptique quasi instantanée de la cellule de Purkinje [START_REF] Blot | Ultra-rapid axon-axon ephaptic inhibition of cerebellar Purkinje cells by the pinceau[END_REF]. Les deux types d'interneurones semblent réagir différemment aux protocoles de plasticité, suggérant un rôle différent dans les processus d'apprentissage [START_REF] Bao | Target-Dependent Feedforward Inhibition Mediated by Short-Term Synaptic Plasticity in the Cerebellum[END_REF].

Organisation en microzones fonctionnelles

La projection des fibres grimpantes au sein du cortex cérébelleux s'organise en bande étroite [START_REF] Apps | Anatomical and physiological foundations of cerebellar information processing[END_REF][START_REF] Sugihara | Molecular, topographic, and functional organization of the cerebellar nuclei : analysis by three-dimensional mapping of the olivonuclear projection and aldolase C labeling[END_REF], d'environ 100µm [START_REF] Ozden | Reliable Coding Emerges from Coactivation of Climbing Fibers in Microbands of Cerebellar Purkinje Neurons[END_REF], sur le plan latéral et s'étendant sur le plan parasagittal à travers différents lobules. Les cellules de Purkinje au sein de ces zones reçoivent les fibres grimpantes provenant de régions adjacentes au sein de l'olive, dont les propriétés de réponse aux différents stimuli sont similaires [START_REF] Ozden | Reliable Coding Emerges from Coactivation of Climbing Fibers in Microbands of Cerebellar Purkinje Neurons[END_REF][START_REF] Kostadinov | Predictive and reactive reward signals conveyed by climbing fiber inputs to cerebellar Purkinje cells[END_REF], et leurs activités présentant un degré de synchronie important [START_REF] Sasaki | Multiple Purkinje Cell Recording in Rodent Cerebellar Cortex[END_REF]. De plus, ces microzones suivent la forme des marqueurs d'expression moléculaire de zebrin II chez la cellule de Purkinje [START_REF] Brochu | Zebrin II : A polypeptide antigen expressed selectively by purkinje cells reveals compartments in rat and fish cerebellum[END_REF], marqueurs séparant des zones du cortex cérébelleux s'étendant sur le plan parasagittal, et dont les propriétés fonctionnelles varient, avec par exemple un taux de décharge supérieur des cellules de Purkinje dans les zones dites zébrine + par rapport aux zones zébrine - [START_REF] Zhou | Cerebellar modules operate at different frequencies[END_REF]. Les propriétés de décharge des fibres grimpantes semblent hautement spécifiques à une microzone et peuvent changer drastiquement d'une zone à l'autre. La forte implication des fibres grimpantes dans les mécanismes d'apprentissage cérébelleux suggère un rôle distinct des cellules de Purkinje selon la microzone où elles se situent. Les microzones pourraient représenter l'unité fonctionnelle du cortex cérébelleux [START_REF] Andersson | Climbing fiber microzones in cerebellar vermis and their projection to different groups of cells in the lateral vestibular nucleus[END_REF][START_REF] Apps | Cerebellar Modules and Their Role as Operational Cerebellar Processing Units : A Consensus paper[END_REF].

1.1.1.2) Les noyaux profonds

Afférences

Les noyaux profonds reçoivent des afférences inhibitrices provenant du cortex cérébelleux, par l'axone des cellules de Purkinje, et excitatrices des noyaux précérébelleux, par les fibres moussues, ainsi que de l'olive inférieure, par les fibres grimpantes. Organisation territoriale des projections de la boucle nucléo-cortico-olivaire. Adapté de [START_REF] Apps | Cerebellar cortical organization : a one-map hypothesis[END_REF], inspiration [START_REF] Chaumont | Apprentissages Boucle olivo-cortico-nucléaire Cellules de Purkinje Cervelet Contrôle moteur Dissertations universitaires Métabolisme -Régulation Optogénétique Potentiel d'action complexe Potentiel d'action simple Récepteurs GABA Souris transgéniques Transmission nerveuse Transmission synaptique[END_REF] Les projections provenant des cellules de Purkinje des lobes antérieurs et postérieurs vers les noyaux profonds respectent une certaine organisation médio-latérale, les cellules de Purkinje projettent respectivement vers les noyaux médiaux, interposés et latéraux, du centre vers la périphérie [START_REF] Jansen | Experimental studies on the intrinsic fibers of the cerebellum. II. The cortico-nuclear projection[END_REF]. Cette segmentation n'est pas totale, la même cellule de Purkinje pouvant innerver plusieurs noyaux [START_REF] De Zeeuw | Projections of individual purkinje cells of identified zones in the flocculus to the vestibular and cerebellar nuclei in the rabbit[END_REF]. Le nombre respectif des cellules de Purkinje, 200 000, et des neurones des noyaux profonds, 30 000, implique un certain niveau de convergence au niveau des noyaux profonds [START_REF] Sultan | Analysis of mammalian brain architecture[END_REF], auquel s'ajoute un ciblage multiple des cellules de Purkinje. La convergence anatomique est estimée à 1000 cellules de Purkinje pour un neurone des noyaux profonds chez le chat [START_REF] Palkovits | Quantitative histological analysis of the cerebellar nuclei in the cat. I. Numerical data on cells and on synapses[END_REF][START_REF] Telgkamp | Maintenance of high-frequency transmission at purkinje to cerebellar nuclear synapses by spillover from boutons with multiple release sites[END_REF] pour une connectivité fonctionnelle de 40 cellules de Purkinje pour un neurone des noyaux profonds [START_REF] Person | Purkinje neuron synchrony elicits time-locked spiking in the cerebellar nuclei[END_REF], la majeure partie des connexions semblant avoir une influence très limitée.

Les fibres moussues émettent des collatérales vers les noyaux profonds. Ces projections sont ramifiées, peu territorialisées et peuvent projeter dans différentes régions des noyaux profonds [START_REF] Shinoda | The entire trajectory of single climbing and mossy fibers in the cerebellar nuclei and cortex[END_REF] de manière bilatérale [START_REF] Rowland | Coding of tactile response properties in the rat deep cerebellar nuclei[END_REF]. Un certain degré de somatotopie a néanmoins été décrit par des expériences de traçage [START_REF] Courville | Somatotopical organization of the projection from the nucleus interpositus anterior of the cerebellum to the red nucleus. An experimental study in the cat with silver impregnation methods[END_REF] ainsi que des expériences de cartographie électrophysiologique.

Dans les conditions physiologiques, l'activité des fibres moussues est faible, mais elle peut augmenter de manière importante lors de comportement impliquant le cervelet [START_REF] Van Kan | Output organization of intermediate cerebellum of the monkey[END_REF] et module de manière linéaire l'activité des neurones des noyaux profonds [START_REF] Lang | The Roles of the Olivocerebellar Pathway in Motor Learning and Motor Control. A Consensus Paper[END_REF]. La plasticité aux synapses entre les fibres moussues et les neurones des noyaux profonds pourrait être recrutée lors des apprentissages cérébelleux.

Les fibres grimpantes émettent également des collatérales dans les noyaux profonds, mais ces projections sont peu nombreuses et ne génère qu'une faible excitation des DCN en cas de stimulation [START_REF] Lu | Cerebellar Nuclei Neurons Show Only Small Excitatory Responses to Optogenetic Olivary Stimulation in Transgenic Mice : In Vivo and In Vitro Studies[END_REF]. Ils projettent dans des zones correspondant aux projections des cellules de Purkinje qu'ils innervent par ailleurs [START_REF] Apps | Precise matching of olivo-cortical divergence and corticonuclear convergence between somatotopically corresponding areas in the medial C1 and medial C3 zones of the paravermal cerebellum[END_REF][START_REF] Pijpers | Topography of olivo-cortico-nuclear modules in the intermediate cerebellum of the rat[END_REF]. Le rôle de cette projection reste largement débattu, il est évoqué un possible rôle de modulation de la plasticité au sein des noyaux profonds.

Efférences

Les noyaux profonds émettent trois types de projection provenant de trois types neuronaux différents. Les cellules principales, qui représentent la majeure partie des projections des noyaux profonds, les neurones nucléo-olivaires, projetant vers l'olive inférieure, et les neurones nucléocorticaux inhibitrices et excitatrices projetant vers le cortex cérébelleux.

Les projections des cellules principales revêtent une importance particulière, car elles transmettent la majeure partie de la sortie du cervelet. Ces projections, excitatrices, ciblent de nombreuses régions du tronc cérébral, de la moelle épinière, des aires prémotrices et du thalamus [START_REF] Ruigrok | Collateralization of cerebellar output to functionally distinct brainstem areas. A retrograde, non-fluorescent tracing study in the rat[END_REF].

Les projections nucléo-olivaires viennent inhiber l'olive inférieure. La zone de projection des neurones nucléo-olivaires dans l'olive correspond à la zone d'origine des fibres grimpantes innervant les cellules de Purkinje en amont des neurones nucléo-olivaire [START_REF] Ruigrok | Cerebellar influence on olivary excitability in the cat[END_REF][START_REF] Bengtsson | Feedback Control in the Olivo-Cerebellar Loop[END_REF]. Cette projection ferme la boucle cérébélo-nucléo-olivaire. Enfin, comme décrit précédemment, les neurones nucléo-corticaux inhibiteurs et excitateurs projettent vers le cortex cérébelleux [START_REF] Ankri | A novel inhibitory nucleo-cortical circuit controls cerebellar Golgi cell activity[END_REF][START_REF] Gao | Excitatory Cerebellar Nucleocortical Circuit Provides Internal Amplification during Associative Conditioning[END_REF].

Microcircuit

L'organisation cellulaire des noyaux profonds a été assez peu étudiée, la majeure partie des études s'étant concentrée sur un type cellulaire, les cellules principales. On retrouve 6 types cellulaires au sein des noyaux profonds (Uusisaari andKnöpfel, 2011, 2012), les cellules de projections, regroupant les cellules principales, les cellules nucléo-olivaires et nucléo-corticales excitatrices et inhibitrices , ainsi que des interneurones, excitateurs et inhibiteurs.

Cellules principales

Les cellules principales sont des neurones glutamatergiques et correspondent aux neurones de projection majoritaires des noyaux profonds. Elles reçoivent des afférences inhibitrices des cellules de Purkinje et des interneurones locaux. Elles reçoivent également des afférences excitatrices des fibres moussues, des fibres grimpantes et des interneurones excitateurs locaux (Uusisaari andKnöpfel, 2011, 2012). De plus, les synapses que forment les cellules de Purkinje avec les cellules principales sont tout à fait particulières. Les courants synaptiques inhibiteurs de ces dernières sont particulièrement courts (τ = 2, 5 ms). Associé au fort niveau de convergence fonctionnelle des cellules de Purkinje au niveau des cellules principales, cela les rend très sensibles au niveau de synchronisation des cellules de Purkinje. Une augmentation de la synchronisation des afférences inhibitrices aura ainsi pour impact une augmentation de la décharge des cellules principales [START_REF] Person | Purkinje neuron synchrony elicits time-locked spiking in the cerebellar nuclei[END_REF].

Les cellules nucléo-olivaires

Les neurones nucléo-olivaires sont des neurones inhibiteurs projetant vers l'olive inférieure. À l'inverse des cellules principales, la dynamique des IPSC au sein des cellules nucléo-olivaires est particulièrement lente (Najac and Raman, 2015), les rendant sensibles aux variations lentes de décharge de ses afférences. Les neurones olivaires ferment la boucle cérébello-nucléo-olivaire et pourraient avoir un rôle primordial dans l'apprentissage cérébelleux, grâce à leur capacité à inhiber l'olive inférieure et donc l'activité des fibres grimpantes.

L'olive inférieure

L'olive inférieure est située au niveau de la face ventro-latérale de la moelle allongée dans le tronc cérébral. Elle comprend un noyau principal flanqué dorsalement de deux olives accessoires, médiales et dorsales (De Zeeuw et al. (1998), voir Fig. 1.1 et Fig. 1.4).

Afférences

L'olive inférieure reçoit des projections excitatrices, provenant de très nombreuses régions, et inhibitrices, provenant en majorité des neurones nucléo-olivaires. Ces projections respectent une organisation topographique [START_REF] Gellman | Somatosensory properties of the inferior olive of the cat[END_REF].

Elle reçoit ainsi des afférences excitatrices de la moelle épinière [START_REF] Armstrong | Functional significance of connections of the inferior olive[END_REF] des noyaux trigéminaux, de la colonne dorsale, du complexe prétectal des noyaux de la colonne dorsale et du noyau rouge. Ces différentes afférences sont porteuses de signaux somatosensoriels, proprioceptifs et moteurs [START_REF] Voogd | Cerebellar Nuclei and the Inferior Olivary Nuclei : Organization and Connections[END_REF]. Des études électrophysiologiques ont montré que la stimulation de nombreuses régions était capable de générer une activité dans l'olive inférieure : la stimulation du cortex moteur, du cortex préfrontal [START_REF] Dias-Ferreira | Frontocerebellar Connectivity : Climbing through the Inferior Olive[END_REF], du noyau caudé [START_REF] Sedgwick | The response of single units in the caudate nucleus to peripheral stimulation[END_REF] et des nerfs craniaux [START_REF] Baker | Implications and Explications[END_REF] activent toutes les fibres grimpantes.

L'olive inférieure reçoit également une afférence excitatrice à part, provenant de la jonction méso-diencéphalique. La jonction méso-diencéphalique correspond à un ensemble de noyaux recevant des afférences excitatrices des noyaux profonds [START_REF] Onodera | Olivary projections from the mesodiencephalic structures in the cat studied by means of axonal transport of horseradish peroxidase and tritiated amino acids[END_REF]. Cette projection correspond donc à un feedback excitateur de l'activité des noyaux profonds et ferme la boucle formée par l'olive inférieure, le cortex cérébelleux, les noyaux profonds et la jonction mésodiencéphalique.

La majeure partie des afférences inhibitrices au sein de l'olive provient des noyaux profonds, et correspondent à un feedback inhibiteur des noyaux profonds. Elles ferment la boucle corticonucléo-olivaire. Les synapses nucléo-olivaires présentent une dynamique particulière, avec un délai et une durée d'activité longue (Best and Regehr, 2009), le délai d'inhibition maximal étant compris entre 30 et 60ms (Bazzigaluppi et al., 2012b). Cette propriété suggère que cette inhibition aurait pour rôle de s'opposer à une excitation arrivant à sa suite, par exemple dans le cadre d'une tâche d'apprentissage générant un signal d'erreur excitant l'olive. Il existe également certaines projections inhibitrices provenant du tronc cérébral, par exemple du noyau cunéiforme [START_REF] Voogd | Cerebellar Nuclei and the Inferior Olivary Nuclei : Organization and Connections[END_REF]. Projection axonale de trois neurones olivaires Adapté de [START_REF] Sugihara | The entire trajectories of single olivocerebellar axons in the cerebellar cortex and their contribution to Cerebellar compartmentalization[END_REF] Enfin on retrouve une afférence sérotoninergique significative provenant du noyau réticulé situé à proximité de l'olive [START_REF] Bishop | Substance P and serotonin immunoreactivity in the rat inferior olive[END_REF] et dopaminergique provenant du système nigrostriatal.

Efférences

L'olive inférieure émet les fibres grimpantes, qui innervent les noyaux profonds et le cortex cérébelleux. Cette innervation est contralatérale. Une unique fibre grimpante va contacter une dizaine de cellules de Purkinje dans plusieurs lobules différents. [START_REF] Schild | On the inferior olive of the albino rat[END_REF][START_REF] Mlonyeni | The number of Purkinje cells and inferior olivary neurones in the cat[END_REF]Caddy and Biscow, 1976) (Fig. 1.5).

Microcircuit

L'olive inférieure est composée quasi exclusivement de deux types cellulaires, qui sont tous deux des neurones de projection excitateurs et qui se distinguent par leur morphologie. Il existe également des interneurones inhibiteurs, mais ils représentent moins de 0,1 % des neurones de l'olive [START_REF] Walberg | Demonstration of GABA immunoreactive cells in the inferior olive of baboons (Papio papio and Papio anubis)[END_REF].

Les deux types de neurones excitateurs se définissent selon leur morphologie et sont nommés neurones de type 1, ou « straight », et neurones de type 2, ou « curly », et émettent tous deux des axones qui donnent naissance aux fibres grimpantes De [START_REF] De Zeeuw | Microcircuitry and function of the inferior olive[END_REF][START_REF] De Gruijl | Inferior Olive : All Ins and Outs[END_REF]. Ils reçoivent des afférences excitatrices et inhibitrices provenant de l'extérieure de l'olive. Ils forment également entre eux un réseau dense de jonction GAP [START_REF] Llinas | Electrotonic coupling between neurons in cat inferior olive[END_REF][START_REF] Sotelo | Structural study of inferior olivary nucleus of the cat : morphological correlates of electrotonic coupling[END_REF], au sein de structures très particulières, les glomérules. On retrouve l'existence de synapses inhibitrices et excitatrices au niveau de ces glomérules, dont le rôle pourrait être d'influencer le degré de connexion de la jonction GAP et le couplage entre les neurones olivaires. Les neurones excitateurs olivaires présentent une oscillation du potentiel de membrane sous seuil entre 3 et 10 Hz [START_REF] Llinás | Oscillatory properties of guinea-pig inferior olivary neurones and their pharmacological modulation : an in vitro study[END_REF]. Cette oscillation est plus ou moins synchronisée au sein du réseau grâce aux jonctions GAP, selon la distance entre les neurones [START_REF] Devor | Electrotonic coupling in the inferior olivary nucleus revealed by simultaneous double patch recordings[END_REF] et l'influence des entrées excitatrices et inhibitrices modulant le couplage entre cellules [START_REF] Lang | GABAergic modulation of complex spike activity by the cerebellar nucleoolivary pathway in rat[END_REF][START_REF] Placantonakis | Serotonin suppresses subthreshold and suprathreshold oscillatory activity of rat inferior olivary neurones in vitro[END_REF][START_REF] Placantonakis | Two distinct oscillatory states determined by the NMDA receptor in rat inferior olive[END_REF][START_REF] Lang | GABAergic and Glutamatergic Modulation of Spontaneous and Motor-Cortex-Evoked Complex Spike Activity[END_REF][START_REF] Hoge | The extent and strength of electrical coupling between inferior olivary neurons is heterogeneous[END_REF][START_REF] Lefler | Cerebellar inhibitory input to the inferior olive decreases electrical coupling and blocks subthreshold oscillations[END_REF][START_REF] Mathy | Synaptically induced long-term modulation of electrical coupling in the inferior olive[END_REF]. La phase de l'oscillation dans laquelle se trouve une cellule va ainsi moduler sa capacité à répondre ou non à une stimulation extérieure. Le degré de synchronisation des oscillations dans le réseau aura donc un impact sur le pattern d'activation évoqué et spontané de l'olive inférieure. Un potentiel d'action des neurones excitateurs est suivi par un ou plusieurs potentiels d'action à haute fréquence (200-500 Hz) dont le nombre varie selon la phase d'émission du potentiel d'action pour certains [START_REF] Mathy | Encoding of oscillations by axonal bursts in inferior olive neurons[END_REF] et de la probabilité d'occurrence, pouvant être lié à la force de la stimulation, pour d'autres (Bazzigaluppi et al., 2012a). Ce train de PA est efficacement transmis à la cellule de Purkinje et module la forme de leur « complex spikes » [START_REF] Eccles | The cerebellum as a neuronal machine. The cerebellum as a neuronal machine[END_REF][START_REF] Mathy | Encoding of oscillations by axonal bursts in inferior olive neurons[END_REF][START_REF] De Gruijl | Inferior Olive : All Ins and Outs[END_REF].

Boucles anatomiques cérebelo-olivaires

1.1.3.1) Boucle olivo-cortico-nucléaire

La boucle olivo-cortico-nucléaire correspond à la boucle anatomique formée par les projections excitatrices de l'olive vers les cellules de Purkinje, les projections inhibitrices des cellules de Purkinje vers les noyaux profonds et enfin la projection inhibitrice des noyaux profonds vers l'olive inférieure. [START_REF] Ruigrok | Cerebellar nuclei : the olivary connection[END_REF][START_REF] Bengtsson | Cerebellar control of the inferior olive[END_REF][START_REF] Ruigrok | Ins and outs of cerebellar modules[END_REF][START_REF] Bengtsson | Feedback Control in the Olivo-Cerebellar Loop[END_REF]. Cette boucle respecte un alignement important chez l'animal adulte, une zone donnée de cellule de Purkinje recevant les fibres grimpantes de région de l'olive inhibée par la zone des noyaux profonds ciblée par lesdites cellules de Purkinje [START_REF] Ruigrok | Organization of projections from the inferior olive to the cerebellar nuclei in the rat[END_REF]Pijpers et al., 2005) (voir Fig. 1.4). Le cortex cérébelleux s'organise en microzone sur la base des projections olivaires. Ces microzones s'étendent sur le plan parasagittal et sont relativement étroites sur le plan médiolatéral. Le passage d'une microzone à l'autre se traduit par un changement important et brutal de la région d'origine des fibres grimpantes, et donc des profils de réponse des « complex spikes ».

Une microzone du cortex cérébelleux, associée à sa région de projection dans les noyaux profonds et à la zone d'origine de ses fibres grimpantes, forme ce que certains considèrent être l'unité fonctionnelle du système olivo-cérébelleux.

Plusieurs hypothèses ont été proposées sur le rôle fonctionnel de cette boucle anatomique, par exemple un rôle dans la modulation des apprentissages cérébelleux, une modification du profil de réponse sensorielle de l'olive inférieure ou la régulation de la décharge spontanée des cellules de Purkinje (Bengtsson andHesslow, 2006, 2013).

Plus précisément, le rôle de la boucle olivo-cortico-nucléaire dans l'apprentissage cérébelleux reposerait sur la projection inhibitrice des noyaux vers l'olive inférieure. Cette dernière aurait pour rôle d'inhiber l'activité de l'olive inférieure une fois l'apprentissage complété, bloquant ainsi toute nouvelle acquisition.

1.1.3.2) Boucle olivo-cortico-nucléo-mésodiencéphalique

La boucle olivo-cortico-nucléo-mésodiencéphalique-olivaire correspond à la boucle anatomique formée par les projections excitatrices de l'olive vers les cellules de Purkinje, la projection inhibitrice des cellules de Purkinje vers les noyaux profonds, la projection excitatrice des noyaux profonds vers la jonction méso-diencéphalique et enfin la projection excitatrice de la jonction mésodiencéphalique vers l'olive inférieure De [START_REF] De Zeeuw | Projections of individual purkinje cells of identified zones in the flocculus to the vestibular and cerebellar nuclei in the rabbit[END_REF].

Cette boucle a un effet opposé à la boucle olivo-cortico-nucléo-olivaire. Une stimulation de la projection des noyaux profonds vers la jonction méso-diencéphalique se traduisant par une augmentation rapide de l'activité dans l'olive inférieure [START_REF] Ruigrok | Cerebellar influence on olivary excitability in the cat[END_REF]. Une activation simultanée des voies nucléo-olivaire inhibitrices et noyaux profonds mésodiencéphalique excitatrice se traduit par une augmentation rapide et courte suivie d'une inhibition longue de l'olive inférieure (Bazzigaluppi et al., 2012b).

Le rôle de cette boucle est très peu connu, les théories existantes suggérant un rôle dans la modulation du couplage des neurones de l'olive inférieure [START_REF] Lang | Excitatory afferent modulation of complex spike synchrony[END_REF].

Plasticités cérébelleuses

Cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux contient de très nombreux sites de plasticité [START_REF] Tabata | Synaptic Plasticity in the Cerebellum[END_REF]Gao et al., 2012 ;[START_REF] Tabata | Synaptic Plasticity in the Cerebellum[END_REF]. Je présenterai ici les formes de plasticité impliquant les synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje ainsi que les interneurones de la couche moléculaire, qui nous intéresseront plus particulièrement pour leurs fortes implications dans les phénomènes d'apprentissage cérébelleux. In vitro, la stimulation synchrone des fibres parallèles et de la fibre grimpante générait une dépression de ces synapses. À l'inverse une stimulation des fibres parallèles seules générait une potentiation (Fig. 1.6). Ces observations ont été reproduites à de nombreuses reprises (Ito and Kano, 1982 ;[START_REF] Sakurai | Synaptic modification of parallel fibre-Purkinje cell transmission in in vitro guinea-pig cerebellar slices[END_REF][START_REF] Crepel | Pairing of pre-and postsynaptic activities in cerebellar Purkinje cells induces long-term changes in synaptic efficacy in vitro[END_REF]. Une dépression peut également être observée lorsque l'activation des fibres parallèles précède la fibre grimpante, ce qui permettrait l'acquisition d'une modulation d'activité anticipant l'arrivée du « complex spikes » [START_REF] Wang | Genetic regulation of cerebellar development[END_REF][START_REF] Sarkisov | Order-dependent coincidence detection in cerebellar Purkinje neurons at the inositol trisphosphate receptor[END_REF][START_REF] Safo | Timing dependence of the induction of cerebellar LTD[END_REF]. La plasticité au sein de ces synapses est fortement dépendante de la concentration de calcium intracellulaire. Dans le cas d'une activation des fibres parallèles seules, on observe un faible taux de calcium intracellulaire, générant une potentiation synaptique. Dans le cas d'une activation additionnelle de la fibre grimpante, le taux de calcium augmente et entraîne une dépression synaptique [START_REF] Konnerth | Brief dendritic calcium signals initiate long-lasting synaptic depression in cerebellar Purkinje cells[END_REF][START_REF] Bouvier | Burst-Dependent Bidirectional Plasticity in the Cerebellum Is Driven by Presynaptic NMDA Receptors[END_REF].

Ces règles de plasticité, bien que largement admises, souffrent de certains défauts liés aux conditions d'expérience dégradées en rapport de la situation chez l'animal vivant, ainsi qu'à la forte variabilité des conditions expérimentales utilisées. Ainsi certains résultats obtenus, notamment au sein de l'équipe, s'opposent à ces conclusions. Ils décrivent ainsi une absence de plasticité lors de l'activation successive des fibres parallèles et de la fibre grimpante (Bouvier et al., 2018 ;[START_REF] Titley | Complex spike clusters and false-positive rejection in a cerebellar supervised learning rule[END_REF] et une potentiation en cas d'activation simultanée des fibres parallèles et des fibres grimpantes [START_REF] Mathy | Encoding of oscillations by axonal bursts in inferior olive neurons[END_REF][START_REF] Suvrathan | Timing Rules for Synaptic Plasticity Matched to Behavioral Function[END_REF][START_REF] Titley | Complex spike clusters and false-positive rejection in a cerebellar supervised learning rule[END_REF]. Ces différences seraient possiblement liées à une élévation moins importante du calcium intracellulaire dans les conditions expérimentales utilisées. Ces résultats servent de base à la théorie de descente de gradient stochastique, développée au sein de l'équipe, qui propose un algorithme d'apprentissage cérébelleux et qui sera développée ultérieurement dans cette introduction.

1.2.1.2) Synapses entre les fibres parallèles et les interneurones de la couche moléculaire

La plasticité entre les fibres parallèles et les interneurones de la couche moléculaire semble suivre une règle inverse à celles des synapses entre les fibres parallèles et les cellules de Purkinje. Une activation des fibres parallèles seules générerait une dépression des synapses quand une activation des fibres parallèles associées à l'activation des fibres grimpantes entraînerait une potentiation de ces synapses [START_REF] Jörntell | Receptive Field Plasticity Profoundly Alters the Cutaneous Parallel Fiber Synaptic Input to Cerebellar Interneurons In Vivo[END_REF][START_REF] Jörntell | Cerebellar molecular layer interneurons -computational properties and roles in learning[END_REF]. Les interneurones ayant une action inhibitrice sur les cellules de Purkinje, cette plasticité soutiendrait la plasticité se produisant au niveau des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje, en diminuant également l'activation de la cellule de Purkinje lors d'une activation des fibres parallèles associée à un signal de la fibre grimpante, et en l'augmentant dans le cas opposé. Le mécanisme et l'implication de cette plasticité dans les phénomènes d'apprentissage cérébelleux restent peu connus.

Noyaux profonds

La plasticité au sein des noyaux profonds est assez peu connue, cependant les théories d'apprentissage cérébelleuses considèrent qu'elles auraient un rôle important, notamment en stockant les apprentissages à long terme par une plasticité entre les fibres moussues et les cellules principales.

Ainsi, une activation des fibres moussues avant une hyperpolarisation des cellules principales, qui pourraient se produire après la survenue d'un « complex spikes » évoqué dans le cortex cérébelleux [START_REF] Bengtsson | In Vivo Analysis of Inhibitory Synaptic Inputs and Rebounds in Deep Cerebellar Nuclear Neurons[END_REF], entraîne une potentiation des synapses [START_REF] Pugh | Mechanisms of potentiation of mossy fiber EPSCs in the cerebellar nuclei by coincident synaptic excitation and inhibition[END_REF] quand une activation qui n'est pas suivie d'une hyperpolarisation entraîne une dépression synaptique [START_REF] Zhang | Long-term depression at the mossy fiber-deep cerebellar nucleus synapse[END_REF].

Modèles d'apprentissage cérébelleux

La majorité des modèles d'apprentissage cérébelleux consistent en des tâches motrices simples et très majoritairement basées sur le système oculomoteur. En effet, ce dernier a l'avantage d'être limité à deux dimensions et d'être influencé par un nombre limité de paramètres, ce qui permet d'effectuer un lien plus simple entre les signaux neuronaux et le comportement enregistré. De plus, les mouvements oculaires peuvent simplement et précisément être monitorés durant une expérience. On retrouve dans la catégorie des apprentissages oculomoteurs le réflexe vestibuloocculaire (VOR), le réflexe optocinétique (OKR), les saccades correctrices et la tâche de poursuite visuelle. La tâche de conditionnement du clignement de paupière répond également à ces conditions, le mouvement de la paupière étant simple, limité à une dimension et facilement enregistrable. Il n'existe pas, à notre connaissance, de modèle complexe d'apprentissage cérébelleux. La partie concernant le conditionnement du clignement de paupière sera particulièrement détaillée en raison de son rôle central dans ma thèse.

Conditionnement du clignement de paupière 1.3.1.1) Aspects comportementaux

Le conditionnement du clignement de paupière est un réflexe simple et robuste très largement utilisé pour étudier l'apprentissage cérébelleux. Il consiste en la présentation d'un stimulus neutre tel qu'un son ou une lumière, appelé le stimulus conditionné, suivi par un stimulus aversif au niveau de l'oeil entraînant un clignement de paupière, puff d'air ou stimulation électrique (« unconditioned stimulus », US). La présentation répétée de cette association entraîne progressivement le clignement de la paupière au moment du stimulus conditionné [START_REF] Gormezano | Nictitating membrane : classical conditioning and extinction in the albino rabbit[END_REF]. Il existe deux types de conditionnement du clignement de paupière, celui dit « delay » où le stimulus conditionné et l'US terminent au même moment et celui dit « trace » où le stimulus conditionné termine avant l'US. Ce dernier impliquant également l'hippocampe [START_REF] Wu | Reevaluating the role of the hippocampus in delay eyeblink conditioning[END_REF], je parlerai ici uniquement du paradigme « delay ». De nombreux travaux ont démontré la forte implication du cervelet dans ce conditionnement [START_REF] Kim | Cerebellar circuits and synaptic mechanisms involved in classical eyeblink conditioning[END_REF][START_REF] Yeo | Cerebellum and conditioned reflexes[END_REF][START_REF] Medina | Mechanisms of cerebellar learning suggested by eyelid conditioning[END_REF][START_REF] Attwell | Acquisition of eyeblink conditioning is critically dependent on normal function in cerebellar cortical lobule HVI[END_REF][START_REF] Thompson | The role of the cerebellum in classical conditioning of discrete behavioral responses[END_REF][START_REF] Boele | Cerebellar and extracerebellar involvement in mouse eyeblink conditioning : the ACDC model[END_REF][START_REF] Heiney | Cerebellar-dependent expression of motor learning during eyeblink conditioning in head-fixed mice[END_REF] L'acquisition et l'expression de la réponse conditionnée respectent les propriétés suivantes :

• Chez la souris, le délai possible entre le début du stimulus conditionné (lumineux) et l'US varie entre 100 ms et 1 s, avec un maximum d'efficacité à 150 ms [START_REF] Wetmore | Bidirectional plasticity of Purkinje cells matches temporal features of learning[END_REF][START_REF] Chettih | Adaptive timing of motor output in the mouse : the role of movement oscillations in eyelid conditioning[END_REF] Fig. • L'acquisition de la réponse conditionnée est graduelle au cours de l'apprentissage, nécessitant plusieurs sessions distinctes

• En cas d'absence de l'US, la fermeture de l'oeil liée à la réponse conditionnée est maximale au moment où aurait dû se produire le puff d'air [START_REF] Chettih | Adaptive timing of motor output in the mouse : the role of movement oscillations in eyelid conditioning[END_REF] • Le délai de l'initiation de la réponse conditionnée après l'exposition au stimulus conditionné est constant, quel que soit le délai entre le stimulus conditionné et l'US [START_REF] Welsh | Normal motor learning during pharmacological prevention of Purkinje cell long-term depression[END_REF][START_REF] Chettih | Adaptive timing of motor output in the mouse : the role of movement oscillations in eyelid conditioning[END_REF]. Chez la souris avec un stimulus visuel, ce délai est de 100 ms.

• La vitesse de fermeture de la paupière est maximale au moment de son initiation [START_REF] Chettih | Adaptive timing of motor output in the mouse : the role of movement oscillations in eyelid conditioning[END_REF] • L'amplitude de la réponse conditionnée à la fin de l'apprentissage est proportionnelle à la force de l'US utilisée [START_REF] Najafi | Bidirectional short-term plasticity during single-trial learning of cerebellar-driven eyelid movements in mice[END_REF] • Il existe une variabilité importante de la réponse conditionnée entre deux essais consécutifs

1.3.1.2) Circuit neuronal engagé

Il a été démontré que la lésion du cortex cérébelleux et des noyaux profonds empêchait l'acquisition et l'expression du conditionnement du clignement de paupière. [START_REF] Mccormick | The engram found ? Role of the cerebellum in classical conditioning of nictitating membrane and eyelid responses[END_REF]Yeo et al., 1985 ;[START_REF] Attwell | Acquisition of eyeblink conditioning is critically dependent on normal function in cerebellar cortical lobule HVI[END_REF][START_REF] Attwell | Cerebellar function in consolidation of a motor memory[END_REF]. Au sein du cortex cérébelleux, la région précise nécessaire à l'acquisition du conditionnement du clignement de paupière correspond au plancher de la fissure principale, aussi bien chez le lapin [START_REF] Mostofi | Electrophysiological Localization of Eyeblink-Related Microzones in Rabbit Cerebellar Cortex[END_REF], la souris (Heiney et al., 2014a) et le rat [START_REF] Steinmetz | Localization of the cerebellar cortical zone mediating acquisition of eyeblink conditioning in rats[END_REF]. Les fibres grimpantes de cette région présentent une réponse forte et très rapide après l'US. [START_REF] Mostofi | Electrophysiological Localization of Eyeblink-Related Microzones in Rabbit Cerebellar Cortex[END_REF], communication avec Shogo Ohmae). La zone des noyaux profonds correspondante est la partie antérieure de l'interpositus antérieur [START_REF] Freeman | Differential effects of cerebellar inactivation on eyeblink conditioned excitation and inhibition[END_REF][START_REF] Heiney | Cerebellar-dependent expression of motor learning during eyeblink conditioning in head-fixed mice[END_REF].

1.3.1.3) Activité au sein du cortex cérébelleux

Au sein du cortex cérébelleux, l'US entraîne l'émission de « complex spikes » , particulièrement au niveau de la zone impliquée dans l'acquisition du conditionnement. Au cours de l'apprentissage, les cellules de Purkinje développent progressivement une pause dans leur taux de décharge en réponse au stimulus conditionné. Ainsi, Hesslow et son équipe qui réalise des expériences de conditionnement de clignement de paupière chez des furets décérébrés observent une acquisition progressive d'une pause de décharge des spikes simples, dont la durée correspond au délai entre le stimulus conditionné et l'US [START_REF] Jirenhed | Acquisition, extinction, and reacquisition of a cerebellar cortical memory trace[END_REF]Rasmussen et al., 2008 ;[START_REF] Jirenhed | Time Course of Classically Conditioned Purkinje Cell Response Is Determined by Initial Part of Conditioned Stimulus[END_REF]. Cette pause est également observée lors d'enregistrements chez la souris (ten Brinke et al., 2015 ;Ohmae and Medina, 2015). Certaines équipes font également mention de populations augmentant leur taux de décharge durant le conditionnement de clignement de paupière. [START_REF] Kotani | Purkinje cell activity during learning a new timing in classical eyeblink conditioning[END_REF][START_REF] Green | Purkinje cell activity in the cerebellar anterior lobe after rabbit eyeblink conditioning[END_REF].

Réflexe vestibulo-occulaire (VOR) et réflexe optocinétique (OKR)

Le VOR et l'OKR sont deux réflexes correspondant au mouvement compensatoire des yeux lors d'une rotation afin de stabiliser le regard. La différence entre les deux réflexes est que le VOR se produit à l'obscurité et n'implique que la perception vestibulaire de la rotation, quand l'OKR s'effectue avec un environnement visuel, et associe la perception vestibulaire et visuelle de la rotation.

L'OKR est traditionnellement utilisé afin de biaiser la perception de l'animal et générer une adaptation de la part vestibulaire du réflexe, en faisant tourner l'environnement visuel dans le même sens ou le sens opposé à la rotation de l'animal. Cela aura pour effet de donner l'impres-sion à l'animal que sa compensation de la rotation est trop importante ou trop faible, et provoquera une adaptation de l'OKR visible également pour le VOR. Le VOR comportant uniquement la part vestibulaire du réflexe de stabilisation visuel, il est utilisé afin de suivre l'évolution du gain entre la rotation subite et la compensation oculaire lorsque le réflexe est uniquement vestibulaire. Les tâches d'apprentissage impliquant ces réflexes ont l'avantage d'avoir un protocole de perturbation et de quantification bien définies. Le cervelet est fortement impliqué dans la réalisation et l'adaptation du VOR et de l'OKR et le circuit neuronal impliqué est l'un des mieux décrits de la littérature.

Pour plus de détails, voir Ito (1998) et [START_REF] Blazquez | The vestibulo-ocular reflex as a model system for motor learning : what is the role of the cerebellum ?[END_REF].

Adaptation de saccades -Paradigme de McLaughlin

L'adaptation de saccade est un apprentissage réalisé chez le singe. Ce dernier est entraîné à fixer un point dont la position est modifiée instantanément. L'oeil du singe réalise alors une saccade afin d'atteindre la nouvelle position de la cible. Durant la saccade, période pendant laquelle le singe est aveuglé, la cible est déplacée. À la fin de la saccade le regard du singe n'est donc pas centré sur la cible et il doit réaliser une saccade correctrice pour s'y rendre. Progressivement la première saccade aura tendance à se déplacer vers la seconde position de la cible.

Le circuit impliqué étant bien connu, ce paradigme est un bon modèle d'apprentissage moteur dans le cadre de mouvement volontaire. [START_REF] Hopp | The characteristics and neuronal substrate of saccadic eye movement plasticity[END_REF]. Le cervelet y joue un rôle prépondérant, et on y observe des « complex spikes » codant pour l'amplitude et la direction de l'erreur et dont l'occurrence est corrélée avec l'apprentissage [START_REF] Soetedjo | Complex spike activity in the oculomotor vermis of the cerebellum : a vectorial error signal for saccade motor learning[END_REF].

Pour plus de détails, voir [START_REF] Prsa | The role of the cerebellum in saccadic adaptation as a window into neural mechanisms of motor learning[END_REF].

Poursuite visuelle

La poursuite visuelle est également une tâche d'adaptation motrice d'un mouvement volontaire étudié chez l'homme et chez le singe. Ce dernier fixe une cible, mais qui effectue cette fois un déplacement continu d'une position à une autre. En réaction, le regard va suivre la cible avec un léger retard. Au cours de l'apprentissage, le regard va progressivement anticiper le déplacement jusqu'à ce que le regard n'ait plus de retard, voire une légère avance, sur le déplacement de la cible.

Les enregistrements électrophysiologiques durant cette tâche ont démontré que l'apprentissage à court terme était visible au niveau de l'activité des cellules de Purkinje, suggérant un rôle direct du cervelet [START_REF] Medina | Links from complex spikes to local plasticity and motor learning in the cerebellum of awake-behaving monkeys[END_REF]Yang andLisberger, 2013, 2014). Sur un temps plus long, l'apprentissage semble impliquer de multiples sites et mécanismes [START_REF] Yang | Learning on multiple timescales in smooth pursuit eye movements[END_REF].

Le « complex spike »

Les « complex spikes » correspondent à l'activité caractéristique de la cellule de Purkinje à la suite d'une activation de sa fibre grimpante (voir Fig. 1.3 B,C). Ils se produisent à une fréquence d'environ 1 Hz et modulent l'activité des cellules de Purkinje, ses propriétés de décharge et les mécanismes de plasticité qui s'y produisent. Bien que largement étudié, le rôle fonctionnel des « complex spikes » reste l'objet de débats importants entre les différents acteurs du champ scientifique. En effet, les « complex spikes » encodent, en réaction ou anticipation, de nombreux signaux, erreur, récompense, activation motrice, stimulation sensorielle. La grande diversité des signaux encodés et le fort impact sur la cellule de Purkinje des « complex spikes » expliquent les nombreuses théories développées sur leur rôle et leur implication dans différents processus, apprentissage, initiation motrice.

Origines

1.4.1.1) Activité spontanée

La fibre grimpante présente au repos, en l'absence de stimulation de l'olive inférieure, une activité spontanée aux alentours de 1 Hz [START_REF] Lang | GABAergic and Glutamatergic Modulation of Spontaneous and Motor-Cortex-Evoked Complex Spike Activity[END_REF] et dont l'occurrence est irrégulière.

1.4.1.2) Signal d'erreur

L'encodage par les « complex spikes » des signaux d'erreurs est une vision qui domine le champ scientifique depuis un demi-siècle. Un signal d'erreur est défini comme la différence entre l'action désirée et l'action réalisée. L'hypothèse dominante est que lorsqu'une erreur motrice se produit, la fibre grimpante transmet un signal afin de générer un apprentissage au niveau des cellules de Purkinje capables de corriger cette erreur. [START_REF] Ito | Neural design of the cerebellar motor control system[END_REF][START_REF] Ito | The cerebellum and neural control[END_REF]. Cette vision se trouve au centre des principales théories d'apprentissage cérébelleuses. Les types d'erreurs encodées sont multiples et ont été observés in vivo dans de nombreux paradigmes : Douleur, stimulation sensorielle inattendue, glissement de l'image sur la rétine, chute… Une abondante littérature existe à propos de l'encodage par les « complex spikes » des signaux d'erreurs. Par exemple, dans le cadre du réflexe vestibulo-occulaire (VOR) et optocinétique (OKR), on observe un « complex spike » 140 ms après que se soit produit un glissement de l'image sur la rétine [START_REF] Graf | Spatial organization of visual messages of the rabbit's cerebellar flocculus. II. Complex and simple spike responses of Purkinje cells[END_REF][START_REF] Barmack | Vestibular and visual climbing fiber signals evoked in the uvula-nodulus of the rabbit cerebellum by natural stimulation[END_REF][START_REF] Stone | Visual responses of Purkinje cells in the cerebellar flocculus during smooth-pursuit eye movements in monkeys[END_REF][START_REF] Kobayashi | Temporal Firing Patterns of Purkinje Cells in the Cerebellar Ventral Paraflocculus During Ocular Following Responses in Monkeys II. Complex Spikes[END_REF]. De même, dans la tâche d'adaptation de saccades chez le singe on observe une émission de « complex spikes » dépendante de la direction et de l'importance de la distance entre le point de fixation visuel et de la cible [START_REF] Soetedjo | Complex spike activity in the oculomotor vermis of the cerebellum : a vectorial error signal for saccade motor learning[END_REF]. On observe aussi l'émission de « complex spikes » lors de tâche de mouvement de bras chez le singe lorsqu'on lui oppose une résistance inattendue [START_REF] Gilbert | Purkinje cell activity during motor learning[END_REF] ou une modification de la position de l'objectif [START_REF] Wang | Climbing fiber afferent modulation during a visually guided, multi-joint arm movement in the monkey[END_REF]. Enfin, dans le conditionnement de clignement de paupière, le puff d'air vers l'oeil ouvert entraîne l'émission d'un « complex spike », dont la probabilité diminue au cours de l'apprentissage [START_REF] Sears | Dorsal accessory inferior olive activity diminishes during acquisition of the rabbit classically conditioned eyelid response[END_REF]Rasmussen et al., 2014 ;Ohmae and Medina, 2015).

Cependant cette vision n'est pas suffisante et de très nombreuses études ont décrit l'émission de « complex spikes » provoquée par des signaux ne pouvant être rapprochés de signaux d'erreurs.

1.4.1.3) Informations sensorielles

L'occurrence de « complex spikes » peut également signaler la présence de stimulus sensoriels, aussi bien tactiles, que visuelle ou auditif. Ainsi, dans [START_REF] Ju | Neurons of the inferior olive respond to broad classes of sensory input while subject to homeostatic control[END_REF], les auteurs étudient les réponses d'une population de Purkinje au sein de Crus 1 à différents stimulus choisi afin d'être non aversif, son faible, stimulus lumineux et stimulus tactile de différentes régions. Pour chacune de ces stimulations, il a été retrouvé des cellules de Purkinje dont le taux de « complex spikes » était significativement modulé par l'occurrence des différents stimulus. Dans les expériences de conditionnement du clignement de paupière, une fraction de la population des cellules de Purkinje émet, avant tout conditionnement, un « complex spike » en réponse au stimulus visuel (Ohmae and Medina, 2015).

1.4.1.4) Paramètres moteurs

Les « complex spikes » peuvent également encoder les paramètres moteurs d'une action comme la position, la vitesse ou l'accélération d'un membre. Ainsi, dans [START_REF] Streng | Climbing Fibers Control Purkinje Cell Representations of Behavior[END_REF], les « complex spikes » enregistrés lors d'une tâche de de suivi manuelle chez le singe, permettent de reconstruire la position de la main, sa vitesse et son accélération, a priori et a posteriori. On retrouve également d'autres papiers dans lesquels les « complex spikes » augmentent en anticipation [START_REF] Kostadinov | Predictive and reactive reward signals conveyed by climbing fiber inputs to cerebellar Purkinje cells[END_REF] ou en réponse à une action motrice. Dans les expériences de conditionnement du clignement de paupière, l'existence d'un « complex spike » durant le stimulus neutre est corrélée avec une fermeture de la paupière plus importante par la suite (Ohmae and Medina, 2015 ;ten Brinke et al., 2015).

1.4.1.5) Signal de récompense

Ces dernières années les données démontrant un encodage des signaux de récompense au sein du cervelet par les « complex spikes » se sont multipliées [START_REF] Larry | Cerebellar climbing fibers encode expected reward size[END_REF][START_REF] Kostadinov | Predictive and reactive reward signals conveyed by climbing fiber inputs to cerebellar Purkinje cells[END_REF][START_REF] Sendhilnathan | Complex spikes encode reward expectation signals during visuomotor association learning[END_REF]. Ces observations suggèrent une implication du cervelet dans les tâches de conditionnement pavlovien basé sur la récompense, même si la portée réelle de cette implication reste largement inconnue.

Propriétés d'encodages

Les « complex spikes » sont historiquement considérés comme des signaux relativement simples : binaire, se produisant successivement aux éléments qu'ils encodent et répondant à un nombre faible de stimulus. Cependant, cette vision évolue peu à peu avec l'enregistrement des « complex spikes » dans un nombre toujours plus grand de conditions, complexifiant sans cesse la vision que l'on a de leur rôle.

1.4.2.1) Signal prédictif

Plusieurs études récentes décrivent la possibilité pour les « complex spikes » d'encoder des signaux de manière prédictifs. Ainsi, dans [START_REF] Streng | Climbing Fibers Control Purkinje Cell Representations of Behavior[END_REF], les « complex spikes » enregistrés encodent en anticipation les propriétés motrices ainsi que l'erreur dans la tâche en cour. De nombreux papiers ont également décrit l'acquisition de « complex spikes » évoquée en anticipation à la délivrance d'une récompense [START_REF] Larry | Cerebellar climbing fibers encode expected reward size[END_REF][START_REF] Kostadinov | Predictive and reactive reward signals conveyed by climbing fiber inputs to cerebellar Purkinje cells[END_REF][START_REF] Sendhilnathan | Complex spikes encode reward expectation signals during visuomotor association learning[END_REF]. Enfin, dans le cadre du conditionnement du clignement de paupière, il a été observé l'acquisition d'un pic de « complex spikes » en réponse au stimulus neutre, au fur et à mesure du conditionnement (Ohmae and Medina, 2015 ;ten Brinke et al., 2015ten Brinke et al., , 2019)).

1.4.2.2) Multidimensionnalité

Les « complex spikes » peuvent encoder pour de nombreuses modalités, signal d'erreur, de douleur, information sensorielle, réponse motrice… Une même fibre grimpante est capable de répondre à plusieurs modalités différentes, la probabilité de réponse à l'une des modalités semblant même associée à une augmentation de la probabilité de réponse à une autre modalité. Ainsi, dans [START_REF] Ju | Neurons of the inferior olive respond to broad classes of sensory input while subject to homeostatic control[END_REF] et [START_REF] Gaffield | Conversion of Graded Presynaptic Climbing Fiber Activity into Graded Postsynaptic Ca2+ Signals by Purkinje Cell Dendrites[END_REF], il a été observé que les même « complex spikes » répondait à différents stimuli sensoriel, visuel, sonore et tactile. Dans [START_REF] Ju | Neurons of the inferior olive respond to broad classes of sensory input while subject to homeostatic control[END_REF], la probabilité de répondre à un stimulus est positivement corrélée à la probabilité de répondre également à un autre stimulus. Dans le conditionnement du clignement de paupière, la même fibre grimpante peut répondre à la fois au stimulus neutre et au puff d'air. La corrélation entre ces deux réponses et très importante (Ohmae and Medina (2015), voir 1.8 A, C).

1.4.2.3) Gradation des « complex spikes »

La possibilité d'encoder, au sein d'un « complex spikes » , une intensité de signal aurait de nombreux intérêts computationnels [START_REF] Herreros | Acquisition and execution of motor sequences by a computational model of the cerebellum[END_REF]Rasmussen et al., 2014 ;Bouvier et al., 2018) et bien qu'aucune preuve formelle n'existe de nombreux arguments viennent soutenir cette théorie. Tout d'abord, il a été démontré que la fibre grimpante pouvait porter un nombre de potentiels d'action variable [START_REF] Mathy | Encoding of oscillations by axonal bursts in inferior olive neurons[END_REF]. De plus, plusieurs études rapportent un lien entre forme ou durée des « complex spikes » et amplitude du signal encodé ou effet sur la plasticité au sein des cellules de Purkinje. Ces modifications de forme et de durée pourraient être l'expression de cette gradation. Par exemple, dans des expériences in vivo de saccades visuelles [START_REF] Herzfeld | Encoding of error and learning to correct that error by the Purkinje cells of the cerebellum[END_REF] et de suivi visuel [START_REF] Yang | Purkinje-cell plasticity and cerebellar motor learning are graded by complex-spike duration[END_REF], il est décrit que la durée des « complex spikes » corrélait avec l'amplitude de l'erreur. Une étude de conditionnement du clignement de paupière chez le furet [START_REF] Rasmussen | Number of Spikes in Climbing Fibers Determines the Direction of Cerebellar Learning[END_REF] a exploré l'impact du nombre de potentiels d'actions dans la fibre grimpante sur l'activité de la cellule de Purkinje durant le stimulus conditionné. Lorsque plusieurs potentiels d'action dans la fibre grimpante sont présentés, les cellules de Purkinje acquièrent la pause de décharge caractéristique à la présentation du stimulus conditionné, pause qui disparaît si le nombre de potentiels d'action est diminué.

1.4.2.4) Synchronie et codage populationnel

La structure de l'olive inférieure est particulièrement adaptée à la génération de signaux synchrones. [START_REF] Llinas | Electrotonic coupling between neurons in cat inferior olive[END_REF][START_REF] Sotelo | Structural study of inferior olivary nucleus of the cat : morphological correlates of electrotonic coupling[END_REF][START_REF] Marshall | Altered olivocerebellar activity patterns in the connexin36 knockout mouse[END_REF]. La génération de « complex spikes » synchrone se produisant aussi bien lors de l'activité spontanée de l'olive que lors d'activité évoquée. Ainsi, les « complex spikes » spontanés présentent une synchronie de décharge sur une bande étroite de 1 ms, qui décroît avec la distance et dont l'importance est modulée par les entrées inhibitrices et excitatrices de l'olive [START_REF] Lang | GABAergic modulation of complex spike activity by the cerebellar nucleoolivary pathway in rat[END_REF][START_REF] Lang | GABAergic and Glutamatergic Modulation of Spontaneous and Motor-Cortex-Evoked Complex Spike Activity[END_REF][START_REF] Lang | Excitatory afferent modulation of complex spike synchrony[END_REF]. Les « complex spikes » évoqués présentent par nature un certain niveau de synchronisation, la population et la proportion de « complex spikes » recrutées étant fonction de la nature et de la force du stimulus. Il a été observé que le degré de synchronie module la forme des « complex spikes » [START_REF] Lang | Modulation of Purkinje cell complex spike waveform by synchrony levels in the olivocerebellar system[END_REF], suggérant un possible rôle de cette synchronie dans les mécanismes de plasticité induite par le « complex spike ». De plus, les DCN étant très sensibles à la synchronisation d'activité des cellules de Purkinje, l'occurrence de « complex spikes » plus ou moins synchrone pourrait avoir un rôle spécifique dans la modulation de leur activité. Au niveau d'une cellule, la quantité d'information que l'on peut extraire d'un « complex spike » est relativement faible, même dans le cas où l'on considère l'existence d'une gradation des « complex spikes » . À l'inverse, à l'échelle de la population, l'information transmise par les « complex spikes » permet aisément de séparer les « complex spikes » spontané et évoqué [START_REF] Schultz | Spatial Pattern Coding of Sensory Information by Climbing Fiber-Evoked Calcium Signals in Networks of Neighboring Cerebellar Purkinje Cells[END_REF], permet de distinguer la nature du stimulus à l'origine du « complex spike » [START_REF] Ju | Neurons of the inferior olive respond to broad classes of sensory input while subject to homeostatic control[END_REF], et encode diverses propriétés de la tâche en cours [START_REF] Ozden | Reliable Coding Emerges from Coactivation of Climbing Fibers in Microbands of Cerebellar Purkinje Neurons[END_REF][START_REF] Herzfeld | Encoding of error and learning to correct that error by the Purkinje cells of the cerebellum[END_REF] Cette information populationnelle est possiblement extraite au niveau de DCN où l'on retrouve un fort niveau de convergence des cellules de Purkinje [START_REF] Hoogland | Role of Synchronous Activation of Cerebellar Purkinje Cell Ensembles in Multi-joint Movement Control[END_REF][START_REF] Tang | Synchrony is Key : Complex Spike Inhibition of the Deep Cerebellar Nuclei[END_REF].

Fonctions 1.4.3.1) Apprentissage

Selon la théorie dominante dite de Marr-Albus-Ito, les « complex spikes » aurait un rôle majeur dans l'apprentissage au sein du cervelet. Il en serait le guide, modulant les plasticités dans un sens ou dans l'autre selon qu'il soit présent ou absent. Ce rôle a été étayé par de nombreuses études comportementales. Par exemple, dans la tâche de clignement de paupière l'émission du « complex spike » est suffisante pour permettre l'acquisition du conditionnement [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF], et son inhibition suffisante à son extinction [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF]. Des études chez le furet décérébré ont également démontré que la coactivation du « complex spike » et des fibres moussues permet l'acquisition d'une pause dans le taux de décharge de la cellule de Purkinje [START_REF] Jirenhed | Acquisition, extinction, and reacquisition of a cerebellar cortical memory trace[END_REF]. De plus, dans le cadre du réflexe vestibulo-occulaire, l'absence de « complex spikes » au moment approprié du cycle est nécessaire afin d'observer une augmentation de l'activité des cellules de Purkinje [START_REF] Badura | Climbing Fiber Input Shapes Reciprocity of Purkinje Cell Firing[END_REF]. Les tâches d'adaptations de saccade et de suivit visuel font également le lien entre « complex spikes » et apprentissage [START_REF] Soetedjo | Complex spike activity in the oculomotor vermis of the cerebellum : a vectorial error signal for saccade motor learning[END_REF][START_REF] Medina | Links from complex spikes to local plasticity and motor learning in the cerebellum of awake-behaving monkeys[END_REF].

1.4.3.2) Initiation et timing moteur

De nombreuses théories développent l'idée selon laquelle les « complex spikes » seraient impliqués dans le contrôle de l'initiation de mouvement et la modulation de leur précision temporelle [START_REF] Streng | Complex Spike Wars : a New Hope[END_REF]. Cette hypothèse est originellement basée sur le travail de [START_REF] Llinás | The olivo-cerebellar system : functional properties as revealed by harmaline-induced tremor[END_REF] démontrant que la décharge rythmique de l'olive inférieure en réponse à une injection d'harmaline était responsable d'une modulation musculaire de même fréquence. La stimulation directe des « complex spikes » peut ainsi être responsable de mouvement, comme dans la tâche de clignement de paupière ou le remplacement de la stimulation oculaire par une stimulation directe de l'olive inférieure, permet non seulement l'acquisition du réflexe, mais génère également spontanément un clignement de la paupière [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF]. Il a également été observé une diminution de la durée de fermeture de la paupière à la suite d'un puff d'air en cas d'une inhibition optogénétique des « complex spikes » évoquée par le puff [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF], ainsi qu'une corrélation entre présences de « complex spikes » durant le stimulus conditionné et cette même réponse conditionnée (Ohmae and Medina, 2015 ;ten Brinke et al., 2019). L'élément crucial permettant un impact des « complex spikes » sur le mouvement serait leur synchronisation [START_REF] Hoogland | Role of Synchronous Activation of Cerebellar Purkinje Cell Ensembles in Multi-joint Movement Control[END_REF][START_REF] Tang | Synchrony is Key : Complex Spike Inhibition of the Deep Cerebellar Nuclei[END_REF]. En effet, la forte convergence des cellules de Purkinje sur les DCN rend ces derniers très sensibles à des signaux synchrones à l'échelle de la population. [START_REF] Tang | Complex spike synchrony dependent modulation of rat deep cerebellar nuclear activity[END_REF] observe ainsi une inhibition des DCN en réponse à des « complex spikes » , dont l'intensité augmente avec leur degré de synchronisation. Il existerait donc deux modes d'activité des « complex spikes » , synchrones, dans lesquels ils influenceraient le mouvement, et asynchrones où leur effet sur le mouvement serait minime. Bien que théorique possible, une implication fonctionnelle des « complex spikes » dans le contrôle moteur reste néanmoins à confirmer.

1.4.3.3) Encodage des « simple spikes »

Certaines hypothèses suggèrent que les « complex spikes » pourraient moduler les capacités d'encodage des « simple spikes ». . Il a ainsi été observé dans une tâche de tracking manuelle chez le singe des modifications d'encodage des différents paramètres de la tâche, vitesse et position, par les « simple spikes » des cellules de Purkinje enregistrées lors de l'occurrence d'un « complex spike » [START_REF] Streng | Climbing Fibers Control Purkinje Cell Representations of Behavior[END_REF]. L'hypothèse développée par les auteurs est que les « complex spikes » spontanés aurait pour rôle de « réinitialiser » l'encodage des « simple spikes » de la cellule de Purkinje, cette dernière ayant tendance à spécialiser son codage au fur et à mesure du temps. Dans le cas d'une erreur ou d'un évènement inattendu, le « complex spike » généré aurait pour rôle de modifier la « bande passante » de la cellule de Purkinje afin qu'elle puisse au mieux anticiper et corriger cette erreur.

Les « complex spikes » dans la tâche de conditionnement du clignement de paupière 1.4.4.1) Les « complex spikes » d'erreur

En réponse au puff d'air ou à une stimulation électrique au niveau de l'oeil, on observe l'émission d'un pic de « complex spikes » dans certaines zones du cortex cérébelleux (voir 1.7 D). L'émission de ce pic de « complex spikes » est nécessaire à l'acquisition et au maintien du conditionnement du clignement de paupière [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF][START_REF] Jirenhed | Acquisition, extinction, and reacquisition of a cerebellar cortical memory trace[END_REF][START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF]. La stimulation directe des fibres grimpantes permet en effet de remplacer efficacement le puff d'air [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF][START_REF] Jirenhed | Acquisition, extinction, and reacquisition of a cerebellar cortical memory trace[END_REF], et une inhibition de ce pic entraîne l'extinction du comportement [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF]. Au cours de l'apprentissage, la probabilité d'émission de « complex spike » décroît (Rasmussen et al., 2014 ;Ohmae and Medina, 2015) sous l'effet de l'acquisition d'un clignement protecteur de la paupière, et possiblement de l'acquisition d'une inhibition nucléo-olivaire. Durant la phase d'extinction, lorsque le stimulus neutre est présenté seul, on observe une inhibition des « complex spikes » sous leur taux de décharge spontané au moment où aurait dû se produire le pic de « complex spike » d'erreur. Fréquence des « complex spikes » en réponse au stimulus conditionné par rapport à la réponse aux puff d'air dans une tâche de conditionnement du clignement de la paupière A après apprentissage ; B avant apprentissage ; C Rapport entre la fréquence des « complex spikes » en réponse au stimulus conditionné et au puff d'air ; D Fermeture de la paupière chez la souris entraînée en présence ou non d'un « complex spike » générée par les stimulus conditionnés (cCS : « conditioned complex spike »). La réponse conditionnée est légèrement supérieure en présence d'un « conditioned complex spike » ; Adapté de Ohmae and Medina (2015) et ten Brinke et al. (2015) 

1.4.4.2) Les « complex spikes » conditionnés

Durant la tâche de conditionnement du clignement de paupière, il a été décrit l'existence d'un pic de « complex spikes » en réponse au stimulus conditionné (stimulus neutre, 60-100 ms si stimulus lumineux) (voir Fig. 1.7 D). Cette réponse est retrouvée chez certaines cellules alors que les souris sont naïves, et prend de l'ampleur au fur et à mesure de l'apprentissage. Cette apparition est corrélée avec la probabilité de réponse des « complex spikes » au puff d'air (voir Fig. 1.8 A C, Ohmae and Medina (2015)), ce comportement étant rapproché des neurones dopaminergiques, avec l'apparition d'un premier pic de « complex spikes » contrebalançant la baisse du pic généré par le puff d'air (Ohmae and Medina, 2015). On retrouve également une faible corrélation entre l'occurrence d'un de ces « complex spikes » au niveau d'une cellule et de l'importance de la réponse conditionnée (Ohmae and Medina, 2015 ;ten Brinke et al., 2015) (voir Fig. 1.8 D).

Théories d'apprentissage cérébelleuses 1.5.1 Apprentissage supervisé et non supervisé

Les algorithmes d'apprentissage se divisent en deux grandes catégories, apprentissage supervisé et non supervisé. Les premiers correspondent à des modèles d'apprentissage où une connaissance à priori est nécessaire, avec par exemple l'exposition à un ensemble d'exemples préalablement annotés. L'apprentissage non supervisé, à l'inverse, correspond à un système d'ap-prentissage ne nécessitant pas de connaissance à priori, qui est capable d'apprendre de manière spontanée à partir de règles définies. Ainsi, les mécanismes d'apprentissage supervisés s'adaptent aux situations préalablement bien connues et pour lesquels on dispose d'une importante base de connaissance. À l'inverse les mécanismes d'apprentissage non supervisés seront appropriés aux situations inconnues, nouvelles. Il est à noter que les algorithmes d'apprentissage non supervisés sont également adaptés aux situations connues, bien que moins performant que les algorithmes supervisés.

Dans le cas d'un apprentissage moteur cérébelleux, les modèles d'apprentissage supervisés s'adaptent bien aux apprentissages simples dans lesquels le mouvement correctif à réaliser est évident, et qui ont été maintes fois expérimentés. C'est le cas, à notre connaissance, pour l'ensemble des modèles d'apprentissage étudié jusqu'à présent. Ils sont en revanche inopérants pour la réalisation de mouvements plus complexes jamais expérimentés jusqu'alors. Dans cette situation, un mécanisme d'apprentissage non supervisé est nécessaire.

Le cervelet étant confronté à un moment ou à un autre à une situation inconnue et dont la résolution ne pourra pas avoir été implémentée nativement au moment du développement, il se base donc nécessairement sur un algorithme d'apprentissage non supervisé. Ce dernier peut être associé à des algorithmes d'apprentissage supervisés adaptés aux situations déjà expérimentées ou suffisamment redondantes durant l'évolution.

Théorie Marr-Albus-Ito

1.5.2.1) Théories

La théorie dominante concernant les mécanismes d'apprentissage cérébelleux se base sur les théories de Marr (1969), Albus (1971) et Ito [START_REF] Ito | Neural design of the cerebellar motor control system[END_REF]Ito and Kano, 1982). Dans cette théorie la fibre grimpante joue un rôle de guide, et module ainsi la plasticité des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje. La fibre grimpante serait activée lors d'erreur ou mouvement à corriger (douleur, stimulation inattendue, glissement d'image sur la rétine…). Elle entraînerait alors une diminution du poids des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje active en anticipation de la fibre grimpante. Ce système permettrait d'acquérir une inhibition de la cellule de Purkinje en anticipation de l'erreur ce qui permettrait de la corriger. Afin de compenser cette diminution de poids synaptique et éviter une saturation de la plasticité, les synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje sont potentialisées lorsqu'elles sont actives en l'absence d'activité de la fibre grimpante, et donc de « complex spikes ». Ces mécanismes de plasticités ont été largement testés et validés in vitro (LTD : [START_REF] Ito | The cerebellum and neural control[END_REF] ; Sarkisov and [START_REF] Sarkisov | Order-dependent coincidence detection in cerebellar Purkinje neurons at the inositol trisphosphate receptor[END_REF] ; [START_REF] Safo | Timing dependence of the induction of cerebellar LTD[END_REF]) LTP : Lev-Ram et al. (2002[START_REF] Lang | Excitatory afferent modulation of complex spike synchrony[END_REF] ; [START_REF] Coesmans | Bidirectional parallel fiber plasticity in the cerebellum under climbing fiber control[END_REF]). Cette théorie peut être complétée par l'implication des interneurones de la couche moléculaire qui, excités par les fibres parallèles, inhibent les cellules de Purkinje. Les synapses
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Fig. 1.9 : Règles de plasticité, Marr-Albus-Ito

Règles de plasticité prédites par le modèle dit de Marr-Albus-Ito. Une activation unique des fibres parallèles génère une LTP et une activation successive des fibres parallèles et de la fibre grimpante engendre une LTD. Adapté de (Bouvier et al., 2018). FP : Fibres parallèles ; FG : Fibre Grimpante ; LTP : « long term potentiation » ; LTD : « long term depression » entre les fibres parallèles et les interneurones de la couche moléculaire suivraient logiquement des règles inverses de celles des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje [START_REF] Jörntell | Cerebellar molecular layer interneurons -computational properties and roles in learning[END_REF].

De nombreuses observations in vivo viennent également soutenir cette théorie. Les expériences menées par l'équipe de Hesslow ont montré que chez le furet décérébré, l'association répétée de l'activation des fibres parallèles suivie par l'émission d'un « complex spikes » entraîne l'acquisition d'une suppression de l'activité des cellules de Purkinje lors de l'activation des fibres parallèles (Hesslow and Ivarsson, 1994 ;[START_REF] Jirenhed | Acquisition, extinction, and reacquisition of a cerebellar cortical memory trace[END_REF][START_REF] Wetmore | Bidirectional plasticity of Purkinje cells matches temporal features of learning[END_REF]. De plus, dans la tâche d'apprentissage cérébelleuse de conditionnement du clignement de paupière, la stimulation directe de la fibre grimpante est suffisante pour permettre l'acquisition de la réponse conditionnée [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF], son inhibition permet son extinction [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF], et son maintien empêche l'extinction d'avoir lieu (Medina et al., 2002).

1.5.2.2) Limites

La théorie de Marr-Albus-Ito repose sur un algorithme d'apprentissage supervisé. En effet, l'envoi du signal d'erreur aux bons neurones nécessite une connaissance préalable des modifications d'activité à réaliser afin de corriger l'action. Cette information peut s'avérer extrêmement complexe pour des mouvements qui nécessitent l'activation simultanée de plusieurs muscles avec des degrés de contraction et de relâchement différent. Le nombre de possibilités, l'exposi-tion à certaines situations totalement nouvelles, la difficulté du lien entre l'erreur observée, chute par exemple, et la correction à apporter rendent cette étape quasiment impossible à réaliser pour le système olivaire. La complexité de cette tâche a été décrite pas [START_REF] Minsky | Steps toward artificial intelligence[END_REF] sous le nom de « credit assignement problem », notion qui s'applique à l'ensemble des problématiques similaires. De ce fait, en l'état, la théorie de Marr-Albus-Ito ne permet pas d'expliquer la manière dont des apprentissages moteurs préalablement inconnus, complexes ou non, sont réalisés.

De plus, le principe selon lequel un signal d'erreur serait uniquement associé à une diminution d'activité de la cellule de Purkinje est peu performant sachant que certaines erreurs pourraient être réduites par l'augmentation du taux de décharge de certaines cellules de Purkinje. Enfin, l'acquisition de profils de décharge complexes, par exemple diminution puis augmentation d'activité, est impossible à réaliser avec cette théorie. En effet, la nature du mouvement peut contraindre son évaluation à des moments précis dans le temps, rendant une modulation de l'activité des cellules de Purkinje temporellement précise impossible avec la théorie classique. On peut parler d'un « temporal credit assignement problem » (Bouvier et al., 2018).

La principale limite de cette théorie est qu'elle n'indique pas la manière dont le message d'erreur est généré et suppose l'existence d'un système permettant une parfaite attribution de ces messages d'erreurs. Elle reste néanmoins adaptée aux modèles d'apprentissage cérébelleux étudiés jusqu'à présent, dans lesquels le lien entre l'erreur et la correction est prédictible et contraint et qui correspondent à des situations communément rencontrées dans l'environnement des sujets (VOR, conditionnement du clignement de paupière, adaptation de saccade … ). Ces différents apprentissages pourraient donc suivre la théorie de Marr-Albus-Ito, l'attribution correcte du signal d'erreur ayant déjà été acquise préalablement au cours de la vie du sujet ou de l'évolution.

Théorie de descente stochastique de gradient -« stochastic gradient descent »

Afin de dépasser ces limitations, un modèle basé sur un algorithme d'apprentissage non supervisé a été proposé et partiellement exploré in vitro dans Bouvier et al. (2018). Il se base sur un algorithme de descente de gradient stochastique, une des solutions proposées par [START_REF] Minsky | Steps toward artificial intelligence[END_REF] afin de résoudre le « credit assignement problem ».

1.5.3.1) Théorie

Considérons un système composé de multiples neurones ayant chacun un niveau d'activité r (rate, Fig. 1.10 A). L'association de chacune de ces activités produit un effet sur l'action ou le mouvement en cours.

Cette théorie repose sur un principe d'essai-erreur. L'activité d'un neurone du système est modifiée (δr), on observe l'effet de cette modification sur le comportement, visible indirectement par la modulation (δε) du signal d'erreur, amélioration ou détérioration, et on décide ensuite de la modification à apporter à l'élément perturbé. Au niveau d'une unité, la connaissance de la modification d'activité δr et de l'effet de cette modification sur le mouvement δε permet d'obtenir le gradient de l'erreur (Fig. 1.10, B), et de connaître la modification d'activité à lui appliquer afin de diminuer cette erreur. La ou les cibles de cette perturbation d'activité seraient aléatoires à chaque répétition de l'action, permettant d'explorer tous les éléments du système avec un nombre de répétitions suffisant. L'exploration peut également être réalisée sur le plan temporel, permettant d'explorer, au sein d'une cellule, l'effet d'une modification d'activité à différent instant sur le résultat final du mouvement. Ce modèle permet, avec un nombre de répétitions suffisant, d'atteindre pour chaque élément d'un système, son profil de décharge optimal afin de réaliser l'action la plus performante possible (Bouvier et al., 2018).

Cette théorie nécessite plusieurs éléments :

• Existence d'un signal perturbant l'activité, dans un sens ou dans l'autre, d'une sous partie des neurones, δr. Le sens de la perturbation doit être connu

• Cette perturbation d'activité doit être suffisante pour modifier l'action perceptiblement

• Système comparant l'action réalisée à celle attendue, afin de déterminer si l'action a été améliorée ou détériorée

• Envoie de cette information, amélioration ou détérioration de l'action, au niveau des neurones du système, δε

• Mécanisme permettant, au niveau des neurones ayant été perturbés et recevant cette information, de modifier leur activité, dans le sens de la perturbation si l'action a été améliorée, dans le sens inverse sinon 

1.5.3.2) Implémentation cérébelleuse

Origine de la perturbation

Le point central, et novateur, de cette hypothèse concerne l'origine de la perturbation aléatoire des cellules de Purkinje. Dans cette implémentation ce sont les fibres grimpantes qui en sont responsables, et plus précisément leur activité spontanée. En effet les fibres grimpantes présentent, en plus de leur activité évoquée, une activité spontanée aux environs de 1Hz, et dont le rôle reste flou, hormis quelques considérations homéostatiques. Cette activité spontanée est le candidat idéal pour générer une perturbation aléatoire. Son apparition est irrégulière et modifie l'activité des cellules de Purkinje chez qui elle génère un « complex spikes ». De plus, sa basse fréquence lui permet de ne toucher qu'une fraction des cellules de Purkinje sur des intervalles de temps biologiques, 20 % pour 200ms, point essentiel afin de pouvoir explorer différentes combinaisons de perturbation. Les « complex spikes » issus de cette activité spontanée seront nommés pCS (« perturbation complex spike »). L'impact de ces pCS sur les cellules de Purkinje serait une augmentation de leur activité, un « complex spikes » correspondant au niveau de l'axone à plusieurs potentiels d'action haute fréquence.

Impact de la perturbation sur le mouvement

Il est supposé que l'augmentation d'activité des cellules de Purkinje par la génération de pCS est suffisante afin d'observer des effets sur le mouvement. Plusieurs publications font état de la possibilité de générer un mouvement en cas de stimulation des fibres grimpantes, [START_REF] Mauk | Classical conditioning using stimulation of the inferior olive as the unconditioned stimulus[END_REF] observent ainsi un clignement de paupière généré par stimulation des fibres grimpantes. Une inhibition de la génération des « complex spikes » suivant un puff orbital a également été associée à une réduction de la réponse motrice de fermeture de la paupière [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF]. Il est également reporté une faible augmentation de la fermeture de paupière en anticipation du puff, dans une tâche de conditionnement du clignement de paupière, en association avec l'enregistrement d'un « complex spikes » pendant le stimulus conditionné (ten Brinke et al., 2015).

Prédiction et soustraction du signal d'erreur

La comparaison entre l'erreur prédite et l'erreur réelle pourrait se produire au sein de l'olive inférieure. En effet cette dernière reçoit de nombreuses entrées excitatrices, à l'origine des signaux d'erreur, et une entrée inhibitrice provenant des noyaux profonds du cervelet. L'inhibition agirait comme une prédiction de la quantité de signaux excitateurs reçus, permettant alors d'estimer si la force du signal excitateur, et donc la taille de l'erreur, est supérieure ou non à la normale. Cette inhibition se renforcerait lorsqu'elle est trop faible pour empêcher la survenue d'un « complex spikes » et s'affaiblirait dans le cas contraire. Une plasticité au niveau des synapses entre les fibres moussues et les neurones nucléo-olivaires pourrait jouer ce rôle. On s'attendrait alors à une potentiation des synapses activées avant l'émission d'un « complex spikes » et une dépression en l'absence de « complex spikes ». La détection de l'occurrence d'un eCS pourrait se faire grâce à la synchronisation de décharge des cellules de Purkinje qui se produit dans de tels cas. Ce type de plasticité a déjà été observé entre les fibres moussues et les cellules principales des noyaux profonds, mais n'a pas été étudié chez les neurones nucléo-olivaires [START_REF] Zhang | Long-term depression at the mossy fiber-deep cerebellar nucleus synapse[END_REF][START_REF] Pugh | Mechanisms of potentiation of mossy fiber EPSCs in the cerebellar nuclei by coincident synaptic excitation and inhibition[END_REF].

Transmission du signal d'erreur

Une fois l'erreur réel soustraite par l'erreur prédite, cette information serait transmise aux cellules de Purkinje par l'activité évoquée des fibres grimpantes. Ces dernières généreraient donc un signal lorsque le mouvement est pire que celui attendu. Les « complex spikes » issus de cette activité seront nommés eCS (« error complex spike »).

Règle de plasticité

Enfin, la pérennisation ou non de la modulation de l'activité des cellules de Purkinje perturbées serait permise par des mécanismes de plasticité entre les fibres parallèles et les cellules de Purkinje. On observerait alors 2 situations distinctes. La première serait la présence d'un pCS, augmentant l'activité de la cellule de Purkinje et accompagnée d'une amélioration du mouvement, qui ne serait donc pas suivi d'un eCS. Dans ce cas, on observerait une potentiation des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje actives en même temps que le pCS, afin de conserver l'augmentation de décharge provoquée par le pCS. Dans le deuxième cas, on aurait un pCS accompagné d'une détérioration du mouvement et donc suivi d'un eCS. Cela se traduirait donc par une dépression des synapses entre les fibres parallèles et la cellule de Purkinje activent en même temps que le pCS, afin d'aller dans le sens opposé à l'augmentation de décharge provoqué par le pCS. L'eCS suivrait le pCS dans un délai compris entre 50 et 300ms, délai suffisant pour que la perturbation ait un effet, et que le signal d'erreur puisse parvenir à l'olive inférieure. Ce délai est également connu pour permettre une plasticité efficace dans les protocoles de plasticité (Sarkisov and [START_REF] Sarkisov | Order-dependent coincidence detection in cerebellar Purkinje neurons at the inositol trisphosphate receptor[END_REF][START_REF] Safo | Timing dependence of the induction of cerebellar LTD[END_REF]. Les mêmes règles de plasticité inversées peuvent exister entre les fibres parallèles et les interneurones de la couche moléculaire.

Les règles de plasticités correspondantes sont les suivantes (Fig. 1.11) :

• Activation des fibres parallèles et pCS � Potentiation des synapses, LTP • Activation des fibres parallèles et pCS suivie d'un eCS � Dépression des synapses, LTD Ainsi, seules les synapses actives en même temps que les pCS sont soumises à une plasticité dont le sens est déterminé par l'absence ou la présence de l'eCS. Les synapses actives sans pCS ne sont pas modifiées (Fig. 1.11). Cette prédiction s'oppose aux deux règles de plasticité de la théorie de Marr-Albus-Ito, à savoir LTD dans le cas d'une activation des fibres parallèles avant un « complex spikes » et LTP en cas d'activation seule des fibres parallèles, en prédisant une absence de plasticité dans les deux cas.

Ces prédictions s'opposent largement au consensus établi, notamment car elles s'opposent à des observations maintes fois reproduites. Ces différences pourraient s'expliquer par les conditions dans lesquels les différents travaux de patch in vitro ont été réalisés. En effet, les conditions dans lesquels ces expériences ont été réalisées sont éloignées des conditions physiologiques par de nombreux aspects, ce qui a pu avoir d'importants effets sur les plasticités observées. La condition la plus cruciale est l'utilisation de concentration calcique extracellulaire très audessus de celle observée in vivo, 2mM contre une concentration maximale observée de 1,5mM in vivo [START_REF] Jones | Brain fluid calcium concentration and response to acute hypercalcaemia during development in the rat[END_REF][START_REF] Silver | Intracellular and extracellular changes of [Ca2+] in hypoxia and ischemia in rat brain in vivo[END_REF]). A cela s'ajoute l'utilisation d'inhibiteur GABA et la stimulation directe des fibres parallèles produisant une activation intense. Chacun de ces éléments pourrait être responsable d'une augmentation calcique non physiologique responsable d'une transition de la LTP vers la LTD, la cellule de Purkinje suivant une règle STDP inversée [START_REF] Coesmans | Bidirectional parallel fiber plasticity in the cerebellum under climbing fiber control[END_REF][START_REF] Piochon | LTD-like molecular pathways in developmental synaptic pruning[END_REF][START_REF] Bouvier | Burst-Dependent Bidirectional Plasticity in the Cerebellum Is Driven by Presynaptic NMDA Receptors[END_REF].

Des travaux sur tranche ont été réalisés dans Bouvier et al. (2018) en respectant les conditions physiologiques décrites plus haut, afin de tester les règles de plasticités prédites par le modèle. Les pCS ont été générés par une stimulation plus faible de la fibre grimpante que pour les eCS, en accord avec la vision de « complex spikes » gradée. L'ensemble des quatre règles de plasticité ont été testées et sont conformes aux prédictions dans ces conditions expérimentales. D'autres papiers ont également fait état de la possibilité d'observer une LTP en cas d'activation simultanée des cellules granulaires et de la fibre grimpante [START_REF] Mathy | Encoding of oscillations by axonal bursts in inferior olive neurons[END_REF][START_REF] Suvrathan | Timing Rules for Synaptic Plasticity Matched to Behavioral Function[END_REF][START_REF] Wetmore | Bidirectional plasticity of Purkinje cells matches temporal features of learning[END_REF] et l'impossibilité de générer une LTD selon les protocoles classiques en cas de stimulation directe des cellules granulaire [START_REF] Marcaggi | Short-and long-term depression of rat cerebellar parallel fibre synaptic transmission mediated by synaptic crosstalk[END_REF]. [START_REF] Titley | Complex spike clusters and false-positive rejection in a cerebellar supervised learning rule[END_REF] en utilisant une concentration calcique de 1,2mM, ont également retrouvé certains de ces résultats. Dans leur cas un « complex spikes » généré en même temps qu'une activation des fibres parallèles génère une LTP de ces synapses. Un « complex spikes » arrivant 150 ms après l'activation des fibres parallèles n'engendre pas de plasticité, sauf si la concentration calcique est augmentée à 2mM où ils observent alors une LTD. Une LTD y est observée avec de basses concentrations calciques uniquement si deux « complex spikes » sont émis. (Bouvier et al., 2018). FP : Fibres parallèles ; FG : Fibre Grimpante ; LTP : « long term potentiation » ; LTD : « long term depression » ; eCS : « error complex spike » ; pCS : « perturbation complex spike »

Autres théories d'apprentissages cérébelleuses.

D'autres théories d'apprentissage cérébelleux ont également été proposées, mais aucune jusqu'à présent ne permet une implémentation satisfaisante sur le plan biologique.

Le groupe de Medina a développé une hypothèse basée sur le principe de « Temporal difference learning » selon laquelle des pics de « complex spikes » apparaîtraient en anticipation de phénomènes générant naturellement des « complex spikes » à la manière des neurones dopaminergiques (Ohmae and Medina, 2015 ;[START_REF] Hull | Prediction signals in the cerebellum : Beyond supervised motor learning[END_REF]. Selon cette hypothèse un signal anticipant l'émission d'un « complex spikes » finirait progressivement par émettre un « complex spikes » anticipateur entraînant l'inhibition du « complex spikes » normalement émis à sa suite 1.12. Ce mécanisme permettrait d'anticiper un signal d'erreur et de réaliser des actions correctrices beaucoup plus tôt que les 200 ms avant le pic de « complex spikes ». En cas de diminution du signal prédit -par exemple baisse de l'erreur, le taux de « complex spikes » passerait sous la ligne de base et provoquerait progressivement la suppression du pic de « complex spikes » anticipateur. Cette théorie se base sur l'observation dans plusieurs conditions expérimentales de l'apparition d'un pic de « complex spikes » anticipant l'émission successive de « complex spikes » et associé à la diminution ou disparition de ce deuxième pic. Ainsi dans ten Brinke et al. (2015), au cours d'un apprentissage du conditionnement de paupière, un pic de « complex spikes » apparaît à la présentation du stimulus conditionné (Fig. 1.7 D). De plus, l'importance du pic de « complex spikes » en réponse au stimulus conditionné est proportionnelle au pic de « complex spikes » NS appris

0 1 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 -1 1 Différence Fibre grimanpte Avant Apprentissage NS appris + + - Valeur prédite US 1 2 1 1 1 1 0 0 US US NS 2 US 1 0 0 0 US 1 0 1 - 1 Omission US NS NS NS 2 1 NS NS 2 1 NS

Valeur actuelle

Fig. 1.12 : Illustration de la théorie de « Temporal Difference » [START_REF] Kostadinov | Predictive and reactive reward signals conveyed by climbing fiber inputs to cerebellar Purkinje cells[END_REF], l'ajout d'un son anticipant cette récompense entraîne un pic de « complex spikes » en réponse à ce son et une disparition quasi totale du pic de « complex spikes » émis après que la récompense soit délivrée.

Dean and Porrill (2014) ont également proposé un algorithme d'apprentissage non supervisé dont le concept se rapproche beaucoup de l'algorithme de descente de gradient stochastique, mais aucune implémentation plausible sur le plan biologique n'est proposée [START_REF] Dean | Decorrelation learning in the cerebellum : computational analysis and experimental questions[END_REF].

Projet de thèse

La mise en place de ma thèse a été motivée par la possibilité de tester in vivo, dans un modèle d'apprentissage cérébelleux, l'application des différentes théories d'apprentissage présentée. Le but était d'obtenir les données permettant de tester les différentes théories et au besoin d'en développer de nouvelles.

Le choix de la tâche comportemental s'est porté sur la tâche de conditionnement du clignement de paupière. Il présente de nombreux avantages, il est purement cérébelleux, bien décrit et caractérisé et la zone du cortex cérébelleux impliquée est connue. De plus, le timing du puff d'air étant connu précisément, les « complex spikes » peuvent aisément être séparés entre « complex spike » d'erreur, après le puff d'air, ou « complex spike » de perturbation, durant le stimulus conditionné. Cette tâche a été associée à un enregistrement chronique à l'aide de « silicon probes » 64 canaux du cortex cérébelleux afin d'enregistrer la décharge des cellules de Purkinje, « simple spike » et « complex spike », durant la tâche.

Durant ces cinq années, j'ai mis en place l'ensemble du protocole présenté par la suite. J'ai construit mes propres set up expérimentaux, sur le plan logiciel, contrôlé par Python et des cartes Arduino, et matériel, production des différents circuits électroniques de contrôle et de l'ensemble du poste expérimental. J'ai mis en place les solutions techniques (protocole chirurgical, développement du microdrive, limage et recyclage des électrodes, ciblage de la bonne zone du cortex cérébelleux …) permettant de réaliser les enregistrements électrophysiologiques à l'aide des « silicon probes », méthode jamais encore utilisée au sein de l'équipe ou de l'institut. J'ai adapté le conditionnement de clignement de paupière afin de le rendre compatible avec la stabilité des enregistrements extracellulaires. J'ai également mis au point un processus permettant de déplacer de manière quotidienne les électrodes et de tester les propriétés de réponse des zones enregistrées afin d'initier l'apprentissage au moment adéquat. J'ai mis en place l'ensemble des solutions permettant l'analyse des données obtenues. En me basant sur les logiciels MountainSort et Kilosort, j'ai développé une pipeline permettant une amélioration importante de la détection des « simple spikes » et des « complex spikes » et permettant une analyse entièrement automatisée, aucune étape de manipulation ou d'identification manuelle n'étant requise. Enfin, j'ai réalisé la très grande majorité des analyses qui seront présentées dans cette thèse.

Ce travail a été réalisé avec l'aide de nombreuses personnes, ingénieures, techniciens, doctorants et stagiaires. Je tiens pour cela à remercier Aurélien Wyngaard, Gérard Paresys, Yvon Cabirou, Jozsua Fodor, Jean-Charles Wurtz, Lina Jeantin et Aurélien de la Chapelle.
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Abstract

The increasing site counts of multielectrodes used in extracellular recording preclude traditional manual spike sorting and have led to the development of several new software suites with high degrees of automation. It remains difficult, however, to find parameters enabling optimal processing of signals from all neuronal types. Here, we describe a procedure for merging the outputs of multiple spike-sorting analyses, enabling the accumulation of results optimised for different activity features. This approach was motivated by and applied to the analysis of cerebellar activity. In addition to classical 'simple spikes', Purkinje cells emit 'complex spikes', whose low frequency, long-lasting signal and inclusion of 'spikelets' all challenge standard analyses. The core of our procedure involves the identification of cluster-fusion candidates and assurance that only fusions which increase cluster quality are performed. The algorithm was further evaluated and validated by testing the recovery of injected spike waveforms. In tests combining analyses from Kilosort and MountainSort, these adaptations yielded a 60 % increase in the number of Purkinje cell clusters with both simple and complex spikes detected. Combining multiple analyses offers a general method for improving spike-sorting. Our package, called Lussac, is compatible with SpikeInterface, accepts input in PHY format and automates post-processing. The software is available under a free software licence.

Introduction

Pioneering multielectrode recordings (B. L. [START_REF] Mcnaughton | The stereotrode: A new technique for simultaneous isolation of several single units in the central nervous system from multiple unit records[END_REF][START_REF] Wilson | Dynamics of the hippocampal ensemble code for space[END_REF][START_REF] O'keefe | Phase relationship between hippocampal place units and the EEG theta rhythm[END_REF] were analysed using a semiautomatic method of 'cluster-cutting' [START_REF] Gray | Tetrodes markedly improve the reliability and yield of multiple single-unit isolation from multi-unit recordings in cat striate cortex[END_REF]. A small number of spike waveform parameters, such as peak amplitudes on each electrode, would be selected and detected spikes projected onto these dimensions pairwise. Clusters would be defined manually and verified using the rate of detections during the refractory period, which should be zero in the absence of any contamination.

For several years, improvement of the techniques focused on the generality of the automatic clustering, for instance taking into account amplitude variations, the statistics of firing and accommodating complex cluster shapes; this background is reviewed in [START_REF] Einevoll | Towards reliable spike-train recordings from thousands of neurons with multielectrodes[END_REF].

The advent of highly-integrated silicon probes forced development in another direction. The large volumes of data required above all increasing automation. Several very capable software suites have been developed, including Kilosort [START_REF] Pachitariu | Kilosort: realtime spike-sorting for extracellular electrophysiology with hundreds of channels[END_REF], MountainSort (Chung et al. 2017), Spyking Circus [START_REF] Yger | A spike sorting toolbox for up to thousands References[END_REF]) and YASS [START_REF] Lee | Yet Another Spike Sorter applied to large-scale multi-electrode array recordings in primate retina[END_REF]). Typically, these must exploit the locality of extracellular signals and project spike waveforms in a reduced dimensional space, where the dimensions are the principal components of spike waverforms. In some suites, spikes are then redetected and sorted using template matching of the cluster waveforms.

Few laboratories perform multielectrode recordings of cerebellar activity (de Solages et al. 2008;Gao et al. 2012;[START_REF] Tsutsumi | Purkinje Cell Activity Determines the Timing of Sensory-Evoked Motor Initiation[END_REF][START_REF] Sedaghat-Nejad | P-sort: an open-source software for cerebellar neurophysiology[END_REF]. Most prefer carefully targeted single-unit recordings, which therefore are generally performed acutely. Chronic recordings tend to have lower signal-to-noise ratios than such acute recordings. Additional challenges of the analysis of cerebellar multielectrode recordings include the high-frequency of activity in the Purkinje cell layer and the presence of complex spikes. For several reasons, the latter in particular tend to slip through the cracks with standard configurations of spike-sorting software. Firstly, the filtering and windowing may need to be adjusted to ensure that lowfrequency components of the complex spike are not attenuated or truncated (Zur and Joshua 2019). Secondly, the variable waveform complicates detection and alignment. Finally, their low frequency compared to simple spikes (roughly a 100-fold difference) means they may only weakly influence the principal component decompositions; in consequence, they are often poorly represented during the sorting, which would tend to degrade the clustering of their waveforms. An alternative method to detecting complex spikes using deep learning has also been explored [START_REF] Markanday | Using deep neural networks to detect complex spikes of cerebellar Purkinje Cells[END_REF].

As part of a series of experiments aiming to perform longitudinal chronic multielectrode recordings of Purkinje cells during eyeblink conditioning, we sought to optimise and automate the sorting of complex spikes. Our overall approach was to perform then merge multiple parallel analyses adapted to complex and simple spikes; we combined the outputs from multiple runs of Kilosort and MountainSort. To achieve this, we automated cluster fusions within a decision framework ensuring that cluster quality could only be increased. This in turn required jitter correction both within and between clusters and elimination of duplicate spikes. We verified the efficacy of our optimisations by injecting spike waveforms into the traces and quantifying their recovery. For cerebellar recordings our package improves the spikesorting analyses of two standard packages.

Materials and Methods

The bulk of the techniques implemented will be explained in later sections, to avoid repetition and to maintain a logical narrative.

Data

The data presented here were recorded as part of experiments to study longitudinal changes of Purkinje cell activity during eyeblink conditioning.

The data and recording methods are described in detail in the corresponding paper (Llobet et al, in preparation). In brief, 64-site multielectrodes (Cambridge Neurotech) were implanted in mouse cerebellum and advanced towards the putative eyeblink region until cells responding strongly to the air puff directed at the ipsilateral eye were recorded. Continuous recordings throughout learning and extinction sessions (3 per day of 70 trials) were obtained. The mice were walking continuously on a wheel; the possible influence of the locomotion on the cerebellar activity should be borne in mind. However, the statistics of firing are likely to be strongly influenced by the brief eyeblink conditioning trials. The recordings were band-pass filtered (0.1 Hz-7.5 kHz) at acquisition and before spike sorting in MountainSort the instantaneous median of all 64 channels was subtracted pointwise from each channel (this operation is standard in Kilosort); this attenuated common local field potentials, interference and movement artefacts. The data will be made available as part of Llobet et al (in preparation).

Software

We used Kilsort 2 and MountainSort 3 and 4. We implemented a small patch in MountainSort 4 enabling the use of an asymmetric window around detected spikes in order better to accommodate the long waveform of complex spikes without introducing unnecessary noise through signal-free portions of the trace preceding detected spikes.

Our software package, implemented in Python 3.8, accepts multiple input files in the 'PHY' format (https://phy.readthedocs.io/en/latest/) or can schedule analyses via SpikeInterface [START_REF] Buccino | SpikeInterface, a unified framework for spike sorting[END_REF]). The operation of the package is controlled by parameters that are read from a configuration file edited by the user. The package, called Lussac1 , is publicly available under a free-software licence and a tutorial is available on the site.

Filtering

Unless otherwise stated, offline filtering employed a 2nd-order Butterworth filter of the stated corner frequency, applied forward and backwards to eliminate any time shift.

Wavelet decompositions

The continuous wavelet decompositions of Fig. 1 were produced using the scipy.signal.cwt python library. The 'morelet 2' wavelet family was used.

Spatiotemporal profiles of simple and complex spikes

Before describing the specific adaptations implemented for sorting complex spikes, we illustrate their properties in comparision with simple spikes. The extracellular signals of simple and complex spikes are generated through different mechanisms. For simple spikes, the main dipole is generated by the action potential itself in the axon initial segment and soma. Inward membrane current in these compartments generates an extracellular negativity and returns via the proximal dendrites; generating a more diffuse positivity in that region. For complex spikes, the driving sink is the large, distributed synaptic current entering the proximal dendrites (where the field it generates is called a 'fat spike'; Gao et al. 2012) and it appears to return near the soma (Voorhoeve 1967;[START_REF] Han | Climbing fiber synapses rapidly and transiently inhibit neighboring Purkinje cells via ephaptic coupling[END_REF], probably through a somatic potassium conductance; there is also evidence for an expected passive return through spiny branchlets, which are not innervated by the climbing fibre.

Upon these synaptically-generated dipoles are superimposed a small number of somatic action potentials (similar to the simple spike), and partially correlated with dendritic calcium spikes [START_REF] Monsivais | Determinants of Action Potential Propagation in Cerebellar Purkinje Cell Axons[END_REF][START_REF] Otsu | Activity-Dependent Gating of Calcium Spikes by A-type K+ Channels Controls Climbing Fiber Signaling in Purkinje Cell Dendrites[END_REF].

The waveforms of simple and complex spikes both depend upon the position of the electrode with respect to the Purkinje cell. Examples are shown in Fig. 1A. The forms of the complex spike are quite variable. However, despite the variation of signal sign, the components of the different dipoles will always have similar frequency components, simply because every inward current must always be balanced by an outward current to satisfy conservation of charge. The relative constancy of the frequency components (as opposed to the amplitude or sign) can be seen in the wavelet decompositions (spectograms; Fig. 1D).

The frequency components can also be observed in the temporal domain.

Thus, in Fig. 1B,C, we illustrate simple and complex spike waveforms after bandpass filtering with low-and ihgh-frequency ranges. Although the highfrequency components of the simple spike can also be found in the complex spike, their amplitude is strongly attenuated at positions removed from the soma. In contrast, the slowest frequency components are both exclusive to the complex spike and have a reasonable amplitude if varying sign (negative near the dendrites, positive near the soma) at most recording locations. 

Parallel analyses and process automation

With standard configurations, most spike-sorting software works well for simple spikes but less so for complex spikes. As explained in the previous section, a distinguishing feature of the complex spike is a low-frequency, long-lasting signal component; indeed it is sometimes the only visible signal. There can also be several spikelets following the first spike, which resembles the associated simple spike. Optimal signal processing for complex spikes would therefore involve lower corner frequencies for the highpass filter (possibly also for the lowpass filter), and longer peri-spike windows.

However, these changes would all decrease the signal-to-noise ratio for simple spike processing. Furthermore, many algorithms cluster spikes by projecting them onto data-derived principal components. Depending on the details of the procedure, complex spikes, which occur at much lower frequencies than simple spikes, may barely influence the largest principal components and in consequence be poorly represented and less easily seperable during the clustering.

Instead of trying to find a compromise set of parameters that would nevertheless risk being suboptimal for both simple and complex spikes, we decided to adopt a strategy of performing parallel analyses optimised separately for simple and complex spikes. This necessarily entailed developing procedures for merging the clusters arising from different analyses, but the procedure was also of potential benefit within analyses. Complex spikes were sometimes detected with noticeable jitter (more an issue with MountainSort, because Kilosort performs template matching) and we found that a useful preliminary to cluster fusion was (re)alignment of spike waveforms within a cluster and of cluster averages. An additional objective was to automate the entire postprocessing procedure. This optimises researcher time while reinforcing objectivity and reproducibility of the analyses.

We shall now outline (Fig. 2) the fully automated pipeline for cleaning and merging multiple analyses including from different analysis suites. Each 

Analysis parameters

The complete parameter sets used in the present example analysis are given in the online tutorial. The key parameters that we varied were the filtering band and the detection threshold. The filtering band favoured complex spikes (low frequencies) or simple spikes (high frequencies). A high detection threshold ensured that high signal-to-noise units were detected without contamination, while lower thresholds enabled more inclusive detection of units with lower signal-to-noise ratios.

Cluster quality

A key criterion in curating the data and guiding decisions on cluster fusion is the quality of a cluster. The main factors determining cluster quality relate to its member spikes: the number of spikes correctly detected and attributed to the cluster, and the degree to which the cluster has been contaminated by spikes from other neurones or by noise events. An additional quality issue is the jitter of spike alignment. Although some information about cluster quality can be obtained by calculating distances with neighbouring clusters, which may for instance show that they overlap, these considerations generally inform the clustering process. Here we focus on the classic method of evaluating violations of the refractory period, which is an intrinsic estimator of quality that does not require inclusion of information about other clusters.

As a preliminary, it should be noted that absolute refractory periods can be shorter than a millisecond at physiological temperature; however, the relative refractory period will be longer and, in some neurones, even longer intervals are in practice never invaded, presumably because sufficient excitatory drive is not available. Thus, in the cerebellum, molecular layer interneurones can display interspike intervals as short as a millisecond, but the intervals between Purkinje cell simple spikes are rarely shorter than 2 ms.

Although inferior olivary neurones can burst at high frequencies, the spikes of a burst contribute to a single complex spike of the Purkinje cell. Complex spikes are only rarely observed at intervals shorter than about 35 ms. For simplicity, we restrict our estimates of contamination to fixed time windows that are conservative, for complex and for non-complex spikes. We shall continue to call these periods the refractory period. The measurements also censored a small window close to zero, because of occasional duplicate spikes at some stages of the analyses. We thus measured refractory-period violations at times of ±0.1-1.0 ms for non-complex spikes and of ±1.5-30 ms for complex spikes.

Two contamination models representing extremes of a continuum can be considered. In one, a single unit is responsible for all of the contaminating spikes. In this case, only intervals between the original and contaminating unit give rise to violations of the refractory period, because intervals between spikes of the contaminating neurone will also respect their refractory period. In the alternative, contaminating spikes arise from numerous other neurones or simply represent noise. In this case, the contaminating events can be considered to respect a negligible number of refractory periods and we assume that their violations of refractory periods of all spikes in the cluster are random.

We define cluster contamination C as the fraction of contaminating spikes (or noise events):

C = n c N
where n c is the number of contaminating spikes, N the total number of spikes and n t the number of true spikes; N = n t + n c . We assume that firing statistics are stationary.

For a recording lasting time T , the expected number of contaminant spikes falling within the duration of refractory period t r of a given reference spike is n c t r /T , assuming independence of the timing of true and contaminating spikes (and assuming throughout that spike numbers are sufficiently large such that accounting for the reference spike is unnecessary). By a symmetrical argument, each of the true spikes is expected to give rise to an equivalent number violations of the refractory periods of the contaminant spikes. The total number of these refractory period violations will be

n v = 2n t n c t r T . (1) 
This is equivalent to the result obtained by [START_REF] Hill | Quality Metrics to Accompany Spike Sorting of Extracellular Signals[END_REF] on the basis that random 'rogue spikes' only interact with true spikes. In fact, this result seems more consistent with the case of a single neurone with its own refractory period (assumed also to be t r ) being responsible for the contaminating spikes. No additional violations would be expected, because that neurone will not violate its own refractory period. However, if contaminating spikes do occur randomly (because of noise or the contribution of many difference units), it is necessary to include contaminant-to-contaminant violations. By a similar argument to that above, their number will be

n 2 c t r T
and the total number of violations becomes

n v = (2n t + n c )n c t r T . (2) 
We can then solve each equation for the number of contaminant spikes under the two hypotheses, giving:

C = N -N 2 -n v T /t r N (3) 
for the case of random contaminating spikes, where a quadratic root has been eliminated because the n c cannot exceed N , and, for the case of a single contaminating unit,

C = N -N 2 -2n v T /t r 2N . ( 4 
)
We shall use the estimate for random contamination Eq. ( 3). This will underestimate contamination if the assumption of randomness is not satisfied, but the magnitude of the underestimate is small if the level of contamination is small.

Correlated activity between the reference and contaminating spikes falling within refractory period leads to error in the estimated contamination, in the sense that a positive correlation causes on overestimate of contamination. This clearly occurs for complex spikes contaminated by neighbouring complex spikes. Because complex spikes systematically display synchronicity, any contamination is likely to be overestimated several fold. This is why different quality thresholds will be used below for complex spikes. In general, both negative and positive correlations occur between neurones and will cause over-and underestimates of cluster contamination. However, more important than the absolute quality value for our procedure is whether the quality increases or decreases in a possible fusion.

In addition to excluding spikes from other units, high cluster quality requires detecting most spikes from a unit, i.e. not to miss spikes. This quality is most simply captured indirectly-good clusters will have high frequencies yet low levels of contamination. We therefore combined these two factors into a single quality metric

Q = f (1 -(k + 1)C) ( 5 
)
where f is the firing frequency of the cluster, C is the contamination (see above) and k a user-selected contstant. We have used k = 2, which means that a cluster is only considered to have increased its quality after a fusion if at least twice as many good spikes as bad were added.

Unit classification

Different postprocessing steps were applied to putative complex spikes and to non-complex spikes including simple spikes, so a separation was effected.

The expected characteristics of complex spikes and those of other neurones were drawn from the literature but also, in a slightly circular manner, from examination of units recorded with high signal-to-noise ratios, which are assumed to be little affected by contamination or loss of spikes.

Complex spikes are widely reported to have frequencies around 1 Hz. We identified as potential complex spikes units with firing frequencies between 0.1 and 4.8 Hz and with fewer than 5 % of interspike intervals between 10 and 35 ms. The lower frequencies accommodate incomplete and split clusters while the upper frequency bound could be set inclusively because few other units had such low frequencies and discharge characteristics. Non-complex spikes (including simple spikes) were therefore categorised by a complementary frequency range . The relatively low frequency limits were to allow retention of split clusters.

After this classification step, a non-stringent contamination limit of 40 % was applied to remove very low-quality non-complex-spike clusters. The contamination limit was inclusive at this stage in anticipation of stricter quality control at the end of the pipeline. Complex spike units were not filtered at this stage, partly because their contamination is overestimated.

Spike alignment

Detection of complex spikes can be subject to substantial jitter, in particular because spikelets are sometimes detected. We found it necessary to align spikes within some complex spike units in order to facilitate comparisons of cluster waveforms. Without correct alignment, average waveforms could be severely distorted, precluding identification of similar waveforms.

The alignment procedure was implemented and applied systematically to all complex spike units. (It could be performed generally, but with additional computing cost for little gain.)

The overall approach was to shift each spike to a best-matching position with respect to a template. For this step, all spikes were bandpass twice filtered at 300-4000 Hz. The filtering reduced the influence of noise on the matching calculations. The matching was performed by finding the smallest shift between the test and reference waveforms for which a maximum of the scalar product exceeded a threshold. Multiple shifted scalar products could be efficiently calculated using a convolution function, so the peak of the convolution was taken. Calculations were performed on the 5 channels with the largest peak signal amplitudes. The threshold was set adaptively, as follows.

1. A reference waveform was identified (this will be described below) and its scalar product with itself was calculated ('reference scalar product').

2. The convolution peaks between all of the test waveforms and the reference were calculated.

3. Large values were winsorised to (i.e. replaced by) the reference scalar product.

4. The mean absolute deviation (MAD) of the winsorised convolution peaks was calculated.

5. The threshold was set at (reference scalar product) -5.18 MAD of these peaks.

The intuitive explanations for this approach are that the scalar product strongly favours coincidence of large peaks, exactly what is desired for spike alignment. The scalar product of the reference with itself represents the value expected for a noiseless ideal case. For this reason their values are winsorised when setting the threshold. Exploration with real data suggests that a threshold at about 5.2 MAD below the ideal will be exceeded by most spikes in the presence of typical noise. The choice of the first maximum implemented a preference for small shifts, thereby minimising disruption to the features that caused the clustering algorithm to form the cluster initially.

Reference waveforms were 'bootstrapped' in stages. First, a random sample of 150 spikes was selected from the cluster. For every pair of waveforms, the optimum alignment was calculated according to the above procedure, with one of the waveforms being chosen at random to be the reference. For each waveform, the absolute values of the shifts to optimum alignment with the other waveforms were summed. The waveform with the smallest sum was chosen as the seed reference. The remaining spikes of the sample were aligned to it and the median waveform became the definitive reference. All spikes were then aligned to that reference and the cluster average waveform recalculated.

The end result of this alignment is illustrated in Fig. 3. Some clusters are naturally well aligned and for them the procedure produces little change (Fig. 3A). For others a larger effect is observed (Fig. 3B).

To complete the alignments, clusters were aligned using their average waveforms.

Cluster fusion

Many spike-sorting packages tend to over cluster. This is of course preferable to under clustering, because it is much easier to merge clusters during post-processing than it is to split them. We sought to automate the merging of clusters, both to relieve normal post-processing but also, more fundamentally, to enable the merging of multiple analyses.

Clusters were merged automatically at two levels: first within analyses, in which case units had been erroneously split, and secondly between analyses, when clusters for the same units have many coincident spikes. (Some coincident spikes, typically arising from spikelets of complex spikes, can occur within analyses.) The methods for merging clusters were similar the two situations, with one specific difference. Thus, cluster candidates for fusion were identified on the basis of pairwise determinations of the similarity of waveforms, the similarity of their autocorrelograms with their crosscorrelogram, and, only for inter-analysis fusions, on the basis of the numbers of coincident spikes. Candidates for fusion were only merged if a higher quality cluster was generated. These steps will now be detailed.

For inter-analysis fusions only, a proportion of 30 % simultanenous spikes were required for the clusters to be considered for fusion, where spikes were considered simultaneous if they occurred within an interval of 0.8 ms for complex spikes or 0.2 ms for any other spike.

Each average cluster waveform (n ≤ 50000, 5 channels) was bandpass filtered (300-6000 Hz for simple spikes and 150-3000 Hz for complex spikes)

and their difference was determined as the minimum sum of absolute differences as the waveforms were shifted relative to each other. This value was then normalised by the sum of the absolute values of both waveforms, to compensate for variability that increases with waveform amplitude.

Auto-and crosscorrelograms offer powerful diagnostics for identifying clusters belonging to the same unit. A particularly useful property is that the shape of an autocorrelogram is unchanged (up to noise effects) if spikes are removed from the cluster at random. It follows that the crosscorrelogram of two clusters representing the same unit should be similar to each of their autocorrelograms, which should also be similar. Therefore, the final criterion we used to identify fusion candidates was the similarity of each autocorrelogram of a cluster pair with their crosscorrelogram (the similarity of the autocorrelograms being implicit), as follows.

The correlograms were calculated and any central peak due to duplicate spikes zeroed (within ±5 ms for complex spikes and within ±0.2 ms for simple spikes). The correlograms were lowpass filtered at 10 Hz for complex spikes and 800 Hz for non-complex spikes, then normalised by the average rate within a window of ±40 ms for complex spikes and ±20-30 ms for other spikes. The comparison of correlograms was restricted to a region around the central dip in order to maximise the sensitivity of the difference measure (comparing long, normalised baselines would reduce the sensitivity). This region was fixed at ±40 ms for complex spikes. Because non-complex spike autocorrelograms are quite heterogeneous, the comparison region was de- In all possible pairwise comparisons, the number of common spikes (for inter-analysis fusions), the waveform differences and the correlogram differences were combined as indicated in Table 1 to determine which clusters were eligible for fusion. These analyses provided a list of all cluster pairs eligible for fusion. Using the pairwise eligibility, the clusters were partitioned into groups eligible for fusion. Thus, if clusters A and B were eligible for fusion and also clusters B and C, then A, B and C were all grouped together for potential fusion. Within eligible groups, all fusions of pairs and triples were tested, and the merged (or single) cluster with the highest quality was retained, using the metric of Eq. 5. Before calculating cluster quality, dupli- 

Intra-analysis

Inter-analysis CS non-CS CS non-CS Fraction coincident spikes ≥ 0.40 ≥ 0.40 Waveform difference < 0.13 < 0.50 < 0.13 < 0.20 Sum of correlogram differences < 0.35 < 0.16 < 0.16 < 0.14 Table 1: Criteria for cluster fusion eligibility. cate spikes were removed from the merged cluster by the simple method of retaining only a single non-complex spike within any interval of 0.2 ms and a single complex spike in any interval of 1.0 ms. (During intra-analysis fusions, the spike that best fitted cluster mean was retained; during inter-analysis fusions, the first spike of the coincident pair was kept.)

Purkinje cell reconstitution

As a preliminary to the next section in which we shall evaluate algorithm performance for Purkinje cell units, it is necessary to separate simple spikes from other non-complex spike cerebellar units (at least Golgi cells, molecular layer interneurones, mossy fibres are certainly observed). We classified as simple spikes units with firing rates greater than 50 Hz and an effective refractory period longer than 2 ms.

Simple spikes were linked to their complex spikes on the basis of the existence of a deep pause in the complex spike × simple spike crosscorrelogram (median ≤ 50 % of baseline in the 0-8 ms window).

Algorithm performance and validation by spike injection

We compared the performance of our multi-analysis procedure with single analyses of MountainSort and Kilosort, each with its recommended parameter set. We first counted the number of clusters of each type detected.

We also counted the number of Purkinje cell clusters with both simple and complex spikes. The results are graphed in Fig. 7. Lussac provided an approximately 50 % improvement on this measure.

We verified the overall accuracy of the spike sorting for native and com- bined analyses by injecting spikes into the existing traces and observing how they were detected. We injected spike waveforms from existing clusters (avoiding known existing spike times from the same cluster and their refractory periods) and reanalysed the data. This was performed for 271 complex spike and 192 non-complex-spike clusters, with a number spikes equal to 10 % of the cluster total being injected (up to 1000 spikes).

Examples of injected spikes are shown in Fig. 8A,B. Evaluating the performance of recovery requires incorporation of information about selectivity and sensitivity. True positives are readily quantified as the proportion of injected spikes recovered in the cluster. It is more difficult to determine the true negatives, so we used the estimated contamination of the whole cluster (there were too few injected spikes per cluster to allow reliable determination of contamination only of injected spikes). These were combined analogously to the quality score in Eq. 5,

Q i = R i (1 -(k + 1)C), (6) 
where Q i is the quality score for injections, R i is the proportion of injected spikes recovered, C is the contamination estimate as above and the constant k also retains its meaning-it is the ratio of good spikes to bad. The score depends upon the signal-to-noise ratio of the cluster, as can be seen in Fig. 8C-F, and was consistently higher for the Lussac package than the individual sorting softwares. It is worth recalling that for complex spikes the contamination is overestimated because of their correlated firing, causing the quality score of all complex spike clusters to be underestimated.

Discussion

From a starting point of trying to improve the treatment of cerebellar complex spikes in standard spike-sorting analysis packages, we have developed a principled method for combining analyses from different packages and using different parameters. As part of this development, we have fully automated the basic post-processing procedures of combining over-split clusters and applying a quality threshold to the results.

A comparative evaluation of our procedures with single analyses from MountainSort and Kilosort demonstrated that the performance of our package was never worse and, in particular for complex spike clusters with lower signal-to-noise ratios, sometimes markedly better. The strictly positive improvement is guaranteed by the use of the final quality metric to guide cluster selection and fusion during the merges-actions are only undertaken if they improve quality. Thus, insofar as our quality metric is valid, our method should never make things worse.

There was, however, no guarantee that merging analyses would improve results. The improvement observed unsurprisingly depended on the signalto-noise ratio of the unit. All analyses methods yielded similar good results

for units with a strong signal, although Lussac was generally still able to eke out a small improvement. At lower signal-to-noise ratios, however, the difference was more marked. We believe severel different mechanisms contribute.

The most obvious is that the ability to merge analyses offers the freedom to optimise parameters for different spike types. The cerebellar complex spike is fairly extreme example of an unusual spike waveform for which current software has not been explicitly optimised. One key element of optimisation is the ability to vary filtering and window lengths to accommodate the long-lasting components of the complex spike waveform.

A partially related issue is the ability to vary detection threshold. A high threshold will detect only the strongest units and will isolate them from noise, ensuring a very low contamination; we believe this characterises the policy of Kilosort in recommending a relatively high detection threshold.

Lower thresholds will detect smaller signals, but will equally allow noise events to increase contamination of clusters that would have remained pure with a higher threshold. The ability to combine analyses with low and high thresholds offers the possibility of obtaining the best of both worlds:

retaining pure clusters of strong signals detected with a high threshold, but also including clusters of weaker signals detected with a lower threshold.

Finally, many current spike-sorting packages, including MountainSort and Kilosort are not deterministic. This may arise from the (very reasonable) acceleration technique of performing some steps of the analysis on random spike samples of controlled size. However, we can observe that this randomness manifests in stochastic detection of entire clusters at lower signal-to-noise ratios. The procedure of combining multiple analyses enables these intermittent detections to be accumulated, resulting in a higher probability of detection.

For our initial objective of improving treatment of complex spikes, our package is beneficial, a finding validated by spike injection. When interpreting the absolute quality metrics of the complex spike clusters, it should be borne in mind that their contamination tends to be overestimated (because of their correlated firing). For non-complex spikes, the gains from merging analyses were more modest but still appeared worthwhile.

Merging analyses offers a simple and independent method for improving spike-sorting, especially if the recordings include units with different waveforms. The package can in principle be applied to recordings from any brain regions, with the only requirement being interoperability with SpikeInterface or the supply of sorting outputs in the PHY format. Using one simple configuration file, the package offers a turnkey approach to automate both post-processing and the merging of multiple analyses.

of electrodes validated with ground truth recordings in vitro and in vivo. eLife 7, e34518, DOI: 10.7554/eLife.34518. 

Introduction

For decades, neuroscience has been guided by the conviction that learning and memory are based upon synaptic plasticity. Although this postulate has lost none of its force, it has proven challenging to link synaptic plasticity to learning behaviours. Establishing such a link is challenging for a number of reasons. One substantial obstacle is the sparse, distributed nature of much of brain function: how to identify the neurones/synapses controlling the behaviour? Additionally, there are few brain regions and behviours for which theories exist that are sufficiently detailed to generate testable predictions about the specific synaptic plasticity leading to a given behavioural adaptation. The final difficulty to overcome is to monitor neurones/synapses throughout the learning process.

Iterative motor learning involving the cerebellum is a model behaviour that offers several key advantages in attempting to understand the link between plasticity and behaviour. There is excellent evidence linking several such behaviours to compact regions of the cerebellar cortex: eyeblink conditioning (C. H. Yeo et al. 1985;[START_REF] Glickstein | The Cerebellum and Motor Learning[END_REF]; vestibulo-ocular reflex (Ito 1998); saccade adaptation [START_REF] Barash | Saccadic Dysmetria and Adaptation after Lesions of the Cerebellar Cortex[END_REF]. At a cellular level, there is abundant evidence that granule cell-Purkinje cell synapses are plastic and their plasticity can be controlled by climbing fibres, whose activity is clearly related to error conditions (Ito and Kano 1982). This information has been combined into quite prescriptive and detailed theories of cerebellar motor learning.

The theory that emerged from the (separate) works of Marr (Marr 1969), Albus (Albus 1971) and Ito [START_REF] Ito | Climbing fibre induced depression of both mossy fibre responsiveness and glutamate sensitivity of cerebellar Purkinje cells[END_REF]) has informed our understanding of cerebellar function. According to this theory, the perception of movement errors elicits activity of climbing fibres. The complex spikes evoked by climbing fibres in Purkinje cells are thought to induce depression of previously active sensory and contextual inputs from mossy fibres via granule cells and their parallel fibres. The depression of the parallel fibre inputs then leads to a weakened drive to Purkinje cells, which in turn disinhibits the output neurones of the deep cerebellar nuclei. Their modified output influences the movement. Additional forms of plasticity likely to contribute are a potentiation able to compensate the depression of parallel fibre to Purkinje cell synapses, and also reciprocal plasticity of at molecular layer interneurones [START_REF] Jörntell | Reciprocal Bidirectional Plasticity of Parallel Fiber Receptive Fields in Cerebellar Purkinje Cells and Their Afferent Interneurons[END_REF].

As detailed in our recent article (Bouvier et al. 2018), the Marr-Albus-Ito theory in fact represents a very limited algorithm. Although it may suffice to optimise the best studied models of cerebellar learning, most of which involve restricted movements (e.g. of the eye) or simple reflexes (eyeblink conditioning), we showed that it is unable to generalise to more complex, arbitrary movements of the sort that some researchers believe are optimised by the cerebellum. We therefore sought alternative algorithms and plausible neuronal implementations capable of optimising a broader class of movements. We proposed a trial-and-error algorithm, a form of stochastic grandient descent. The basic principle is quite simple: the motor command is modified slightly and if the modified command is beneficial-the movement error decreases-the modification is consolidated by synaptic plasticity.

We proposed a detailed neuronal implementation of the stochastic gradient descent algorithm, of which central aspects were:

• spontaneous complex spikes constitute the command perturbations • evoked complex spikes signal an increase of error

• adaptation of inhibition in the inferior olive maintains an estimate of average movement error

The implementation included several synaptic plasticity rules in which the existence of a perturbation complex spike (pCS) during the movement and before the error is permissive for plasticity whose sign is then determined by the absence (LTP) or presence (LTD) of a classical error complex spike (eCS). A central difference with the Marr-Albus-Ito theory is the role for perturbation complex spikes.

More stringent testing of the competing hypotheses for the cerebellar learning algorithm clearly requires in vivo experimentation. Most recordings of cerebellar Purkinje cell activity during learning have involved acute recordings sampling different learning stages [START_REF] Li | Acquisition of Neural Learning in Cerebellum and Cerebral Cortex for Smooth Pursuit Eye Movements[END_REF][START_REF] Kimpo | Gating of neural error signals during motor learning[END_REF]ten Brinke et al. 2015;Ohmae and Medina 2015). This body of work has yielded results largely aligned with the Marr-Albus-Ito theory, but was (naturally) not designed to examine a potential role for perturbation complex spikes. A small number of longitudinal recordings have been performed.

The work of Hesslow and colleagues has, again, aligned with Marr-Albus-Ito, without excluding a role for perturbation complex spikes [START_REF] Hesslow | Learned Movements Elicited by Direct Stimulation of Cerebellar Mossy Fiber Afferents[END_REF], while recordings during saccade adaptation in monkeys [START_REF] Kojima | Changes in Simple Spike Activity of Some Purkinje Cells in the Oculomotor Vermis during Saccade Adaptation Are Appropriate to Participate in Motor Learning[END_REF][START_REF] Soetedjo | Complex Spike Activity of Purkinje Cells in the Oculomotor Vermis during Behavioral Adaptation of Monkey Saccades[END_REF][START_REF] Catz | Cerebellar Complex Spike Firing Is Suitable to Induce as Well as to Stabilize Motor Learning[END_REF][START_REF] Catz | Cerebellar-dependent motor learning is based on pruning a Purkinje cell population response[END_REF] have proven difficult to interpret. Further in vivo support for a central role of synaptic plasticity controlling Purkinje cell activity comes from studies of mutant mice, in particular when the effects of plasticity at both parallel fibre and interneurone synapses on Purkinje cells are blocked eyeblink conditioning cannot be acquired [START_REF] Boele | Impact of parallel fiber to Purkinje cell long-term depression is unmasked in absence of inhibitory input[END_REF].

In order to test the competing theories we set out to obtain longitudinal recordings from Purkinje cells during eyeblink conditioning. This learning model is well characterised and has the crucial additional benefit of a precisely timed error-the air puff-enabling confident classification of perturbation (before the puff) or error (after the puff) complex spikes, an essential distinction in evaluating the theories. Recordings of cerebellar activity generally target single cells, but we elected to use multielectrodes, with the aim of increasing yields and obtaining an augmented sample of population activity.

Our results offer detailed information regarding the richness and evolution of complex spike activity in relation to the conditioned stimulus, the conditioned response and the unconditioned stimulus, during both conditioning and extinction trials. Surprisingly, no systematic modulation of simple spike activity was observed during learning, despite the presence of suitable complex spike activity, which contradicts both theories. Possible explanations for the lack of modulation are discussed. Our results show that chronic multielectrode recordings of Purkinje cell activity are possible during eyeblink conditioning and indicate that further experiments will be necessary to ascertain which, if either, of the competing theories best accounts for eyeblink conditioning.

Methods

Overview

The experimental setup was largely inspired by the descriptions of [START_REF] Heiney | Cerebellar-Dependent Expression of Motor Learning during Eyeblink Conditioning in Head-Fixed Mice[END_REF], with the adaptation of imposed locomotion suggested by Albergaria et al. (2018). Techniques for multielectrode recordings were adapted from de Solages et al. (2008), employing integrated headstages (IntanTech) and microfabricated 64-channel probes (Cambridge Neurotech) mounted on custom 3D-printed implants. Spike-sorting was performed by merging parallel MountainSort (Chung et al. 2017) analyses in a fully automated sorting and post-processing pipeline, as described in Llobet et al (manuscript in preparation).

Setup

Conditioning and recording were performed on a setup housed in a large wooden box. The box was soundproofed with acoustic pyramid foam (Pansorb) inside and out. The interior of the box was dark except for an infrared light and LEDs providing the light conditioned stimulus. The box was placed within a Faraday cage on an anti-vibration table (TMC). The setup was assembled on a tapped aluminium baseplate (Thorlabs).

The setup is illustrated in Fig. 1A. A socket keyed to the electrode implant allowed easy installation of the mouse and robust fixation of the head in a reproducible position between sessions. The mouse was positioned on a wheel that we motorised following the suggestion of Albergaria et al. (2018) that constant locomotion rendered eyeblink conditioning faster and more re- a microphone at the position of the mouse's eye. On two setups, the arrival of the puff was timed at 7 and 11 ms after the valve trigger, while the puff terminated about 100 ms after the valve closure trigger, the persistence possibly reflecting the time taken for the flow of surrounding air to dissipate rather than malfunction of the valve.

Eyelid position was monitored with a camera (Allied Vision Mako U-130)

operating at 160 Hz.

Control

The overall design of the experimental control was to acquire electrophys- 

Implant and electrodes

We designed a simple 3d-printable implant (Fig. 1B) to orient and advance the probe to its stereotaxic target. This implant also served to immobilise the head of the mouse during the conditioning sessions. It was designed using

FreeCad and printed on a Form2 printer. In brief, a shuttle was constrained to linear motion along 1 mm-diameter steel rod inserts and advanced via a fixed screw thread using a captive nut. The electrode was glued into position using PEG (warmed in a microwave oven), permitting recovery using hot water. The design of the implant ensured that the electrode was parallel to defined surfaces of the implant, facilitating stereotaxic positioning. A keyed socket on the setup was designed to hold the implant, enabling rapid and robust head-fixed installation of the mouse on the experimental setup.

We used 64-site electrodes. The majority had 4 shanks at 250 µm spacing and sites distributed on a 25 µm staggered grid; for 3 animals a 6-shank design was also used (Cambridge NeuroTech). The site map for one shank from a typical electrode is shown in Fig. 1C, alongside specimen raw recordings.

One advantage of these particular electrodes was a precisely defined shape (i.e. without unspecified epoxy coverings), enabling predictable, precise and reproducible mounting and stereotaxic positioning. In order to facilitate passage of the dura mater, the electrode tips were bevelled as follows. A disk drive platter was exposed and polishing abrasive disk affixed. The electrode was gently pressed on the spinning surface at the desired angle, top and bottom, for approximately 2 minutes. The progress of the bevelling was inspected under a dissection microscope.

A subset of the electrodes had been recycled by soaking them overnight in a trypsin solution.

Animals

Experiments conformed to French and European animal experimentation laws and regulations and were performed under authorisation #5729 from the 'Comité d'éthique no. 5 Charles Darwin'. Adult (4 months at the time of surgery) male C57Bl/6J mice were housed with an inverted light cycle.

At the end of the experiments (3-6 weeks after surgery), the animals were euthanised using cervical dislocation and the cerebellum was dissected out for subsequent histological analysis of the electrode tracks.

Surgery

Animals were induced using 4 % isoflurane and after installation on a stereotaxic frame maintained with 1-2 % isoflurane throughout the surgery. The surgical plane of anaesthesia was maintained by monitoring the breathing, fur and the absence movements. If necessary the concentration of anaesthetic was altered. The animal lay on a heating blanket under thermostat control at 37°C. The ear bars had rounded tips to preserve the eardrums and were coated with a lidocaine ointment. The eyes of the mice were protected from drying with ophthalmic gel. The mice received an analgesic subcuta-neous injection of buprenorphin (0.05 mg/kg s.c.) and a subscalp injection of xylocaine (2 %). The scalp was shaved using an electric trimmer, disinfected with betadine, incised to the skull and withdrawn to expose the right occiput, bregma and lambda.

The head position and orientation were adjusted such that bregma was below lambda and the line joining them was at an angle of 10°to the horizontal, facilitating avoidance of a venous sinus. The stereotaxic coordinates were zeroed at bregma. The upper surface of the right occiput and hemisphere were scraped clean and roughened with a scalpel, then painted generously with hydrogen peroxide solution (3 %). A small hole was drilled at br-1.5 mm, 1.5 mm right to receive a backup ground wire and a screw to anchor the implant. A 100 µm platinum wire was rolled into a ball at one end;

the ball was lowered into the hole (making contact with the cerebrospinal fluid) and a stainless stell screw was introduced. "Super Bond" (Sun Medical/GACD) was used to cover the screw, to coat the site of the implant, to build a low wall around the furture craniotomy. The craniotomy was drilled at br-6.3 mm (posterior) and 1.5 mm (lateral, right). A 0.5 mm hole at br-1.5 mm, 1.5 mm (left) was drilled to receive a platinum wire (as above)

which would be the primary ground connected to the electrode ground.

After orienting the implant on the micromanipulator of the stereotaxic frame, the tip of the electrode was positioned with respect to the vascular network around the primary fissure. In about half of the animals, the electrode was oriented parallel to the fissure, in the other half it was oriented parallel to the fissure. The tips of the electrodes were advanced through the dura mater about 1 mm into the cerebellum. The craniotomy was filled with 'Duragel' (Dow Corning, 3-4680;[START_REF] Jackson | Artificial dural sealant that allows multiple penetrations of implantable brain probes[END_REF], a low-strength resin that allows advance of the electrodes. The implant was cemented firmly in place using dental acrylic (Pi-Ku-Plast HP 36), which also covered the ground holes. The access to the craniotomy around the electrode (within the implant) was filled from a syringe with vaseline which had been warmed in a microwave oven, and the electrode was also covered. The aim of the Duragel and vaseline was to prevent the electrode from becoming trapped in dried exudate which still tended to accumulate.

The scalp was sutured to cover any exposed skull and another injection of buprenorphin (top-up dose, 0.005 mg/kg s.c.) administered. The animal was removed from the stereotaxic frame and resuscitated under a heating lamp. Implanted animals were housed two to a cage.

Recording

Once the mouse was installed on the experimental setup, the implanted electrode was connected to the headstage (IntanTech RHD 64ch, #C3315). As Eye closure was monitored using a video as follows. A region of interest around the mouse eye was defined at the beginning of the session and stills from this region were then acquired and stored at 160 Hz during the trials, with the frame trigger being acquired. A bug in the scripts lead to the loss of images for a small number of trials. This was detected by a reduced number of images being acquired and because the switching of the LED, which was visible as a reflection in the mouse's eye, did not occur in the expected stills. In these cases, the timings of the remaining images were unknown. This intermittent error was no longer observed when the camera was driven by a custom C++ program rather than from the global Python script.

Targeting and histology

The approach for targeting the eyeblink region had been previously explored using injections.

Before implanation, the backs of the electrodes were painted with DiI, enabling (sometimes partial) identification of the electrode track in histological section.

As described in the Results, after a post-implantation recovery of 4 days, the electrode was progressively advanced to the desired fold of the Purkinje cell layer, as judged by depth and the presence of a strong modulation of complex spike activity in response to the air puff.

Before euthanasia at the end of the experiment, the animal was installed on the setup and the electrode connected to a stimulator. A current (200 µA/10 s) was then passed to generate an electrolytic lesion.

After euthanasia, the cerebellum was dissected out included in OCT Compound (Tissue-Tek) and 100 µm sections cut on a cryostat. The mounted sections were visualised in transmitted light and using epifluorescence for the DiI. The electrode track and site of the electrolytic lesion were located manually in the Allen Mouse Brain Common Coordinate Framework(Q. [START_REF] Wang | The Allen Mouse Brain Common Coordinate Framework: A 3D Reference Atlas[END_REF] with the aid of the Quick NII tool [START_REF] Puchades | Spatial registration of serial microscopic brain images to three-dimensional reference atlases with the QuickNII tool[END_REF]).

Analysis

Although multielectrode extracellular recording is a standard technique and that has been applied in many brain regions, it is rarely used in cerebellar recordings. Particular challenges include the very high frequency of activity in the Purkinje cell layer and the difficulty of processing complex spikes. . The outputs of this analysis were Purkinje cell spike clusters, in some of which simple and complex spikes could be linked, average and individual spike waveforms, and the train of spike times. Specimen mean simple and complex spike waveforms and their crosscorrelogram are shown in Fig. 1D; the complex spike induces a brief but profound reduction of simple spike activity.

Analysis procedures described in de

Eyelid closure was calculated by thresholding regions of interest over the eye in the acquired images. The rectangular region of interest was drawn so as to span the eye vertically around its centre. The eye and eyelid were of sufficiently different intensity that simple counts of pixels above and below the intensity threshold were sufficient to define the respective areas of eyelid and eye. After identifying the numbers of supra-and infrathreshold pixels when the eye was fully open or closed, we used these limits to transform linearly the pixel numbers to fractional eyelid closure. This analysis yielded the franctional eyelid closure (FEC) as a function of time, with a resolution of 6 ms set by the frame rate.

The precise timing of the conditioned and unconditioned stimuli were also extracted from the synchronisation signals recorded alongside the electrophysiology.

Inter-session tracking of neurones

Several cluster, electrode and recording features were combined to enable a subset of neurones to be tracked across multiple recording sessions. The details of this procedure are described in a sister paper (Wyngaard, Llobet and Barbour, manuscript in preparation).

Statistics

The number of recordings was limited by laboratory (human and financial) resources. The experiments were performed with the aim of testing two specific theories of cerebellar learning, but analyses were not pre-planned with specificity, so this work should be considered to be at least partially exploratory. We have not attempted to correct the reported statistics for the exploratory nature of the work and the associated analytical flexibility.

Statistical analyses will be detailed in the Results. However, where appropriate, we have used a robust measure of location (Tukey's biweight with standard parameter value c = 4.695) and estimated standard errors or 5-95 % confidence intervals using a nonparametric bootstrap with bias correction and 'acceleration' ('BCa'; [START_REF] Efron | An Introduction to the Bootstrap; Chapman and Hall/CRC[END_REF]. Following

the advice of [START_REF] Ren | Nonparametric bootstrapping for hierarchical data[END_REF], we resampled measures with replacement at the animal level only. For conciseness, below we shall refer to these measures as 'robust mean' and 'bootstrap CI'.

Regression lines were obtained using the R Robust Linear Model package. The rlm call was used with the Tukey's biweight option.

Results

Experimental protocol

Once the mice had recovered from the surgery implanting an electrode in the right cerebellum, the electrode was advanced progressively towards the putative eyeblink zone at 150-200 µm per day, allowing the mouse a minimum of three days of habituation to the setup. Typically two shanks (out of four)

of the electrode would encounter a Purkinje cell layer. The electrode was advanced (and occasionally withdrawn partially) seeking at least one Purkinje cell that responded strongly to the air puff with short-latency complex spikes. The puff was directed at the right eye, ipsilateral to the recording.

It should be noted that all puff timings given throughout this paper have been corrected for valve response and air flow times and represent the time of arrival at the eye. During the descent of the electrode, the mouse was habituated to the experimental setup and to the movement of the wheel. Of the mice initially implanted, in 15 (about one third of those implanted) a sufficient complex-spike response driven by the air puff was observed, and these animals formed the sample studied below.

For each electrode shank on which acceptable complex spike responses to the air puff were observed, we identified the site position on the electrode.

Then, using post-experiment histology, in which individual electrode tracks could be identified by the traces of DiI left in the tissue and by an electrolytic lesion, we localised the best responding Purkinje cells on a standardised atlas (Q. [START_REF] Wang | The Allen Mouse Brain Common Coordinate Framework: A 3D Reference Atlas[END_REF]. The locations of the these cells are shown in Fig. 2B; the shapes and colours represent response parameters as plotted in Fig. 2C, which shows latency of the response (measured from puff to peak) and the mean number of complex spikes in excess of baseline firing per trial for each response; only excesses > 0.135/trial are plotted, which roughly corresponds to all significant responses. The marginal histograms for each parameter are also shown. The earliest complex spike responses attained peak probability around 20 ms and the distribution displayed skew to longer latencies. Firing probabilities were also skewed to high values, with the strongest responses involving slightly more than one complex spike on every trial in excess of the baseline rate. As may be seen from Fig. 2B, most of the recordings were made around the floor of the primary fissure, although a smaller number of complex spike responses were also in neighbouring lobules. In the anteroposterior direction, the responsive recordings extended from br -6.4 mm to br -5.5 mm with respect to Bregma, whereas the position of the eyeblink zone is given as br -5.6 mm by Heiney, J. Kim, et al. (2014).

With the electrode in position, on the day before the onset of conditioning, a block of 20 conditioned-stimulus-only trials followed by an interval of 20 s and 20 air-puff-only trials followed by intervals of 30 s was carried out.

This provided information about complex spike responses to these stimulus modalities before any training or reinforcement had occurred.

On the following day, the conditioning experiments began. The main trial structure is illustrated in Fig. 3B. Within a single conditioning trial, two conditioned stimuli were combined, with the hope of increasing the numbers of active inputs to Purkinje cells and thus providing a robust substrate for synaptic plasticity. The triggering of the two stimuli was staggered, to compensate for the longer processing in the visual pathway, with the aim for activity from the two modalities to arrive simultaneously in the cerebellum.

The interval between conditioned and unconditioned stimuli was shorter than in most recent eyeblink studies, but corresponds to that giving the strongest conditioning in [START_REF] Heiney | Cerebellar-Dependent Expression of Motor Learning during Eyeblink Conditioning in Head-Fixed Mice[END_REF].

The timing between the trials in a session is shown in Fig. 3. 70 trials per session were separated by intervals that were sufficiently long (between 15 and 25 s) and random to preclude accurate prediction by the animal.

Furthermore, online monitoring of the eye enabled adaptively delaying a trial if the eye was insufficiently open. At the end of each session, 5 test trials with the air puff only were applied, with the aim of monitoring the strength of the pathways for the unconditioned stimulus and response; these were especially useful to select responsive cells during the extinction phase, when no air puff was otherwise applied.

Each session lasted about 30 minutes and animals received 3 sessions per day (Fig. 3C). As will be seen below, the overall protocol allowed much of the conditioning to occur by the second day. From the 6th conditioning session, every 10th trial had a shorter-interval (7 s) trial interleaved. The conditioning sessions were followed, on days 3 and 4, by a sequence of extinction trials, in which the air puff was omitted. After the extinction sessions, the conditioning trials recommenced to probe 'savings'. All extinction and 're-conditioning' trials contained the extra, short-latency trials.

We were unable to ensure perfect repeatability of this long and intricate protocol, giving rise to a degree of heterogeneity in the data. Thus, some sessions were lost because of technical problems, mice dropped out of the sample due to loss of cells (and because of a covid lockdown), and in a fraction of trials eye-closure data were lost because of an overflow of the video acquisition buffers (Methods). In one mouse, the air puff was intially set incorrectly to a low pressure and no learning occurred; the protocol for this mouse was considered to have been initiated at the time of setting the air pressure correctly. Some overall animal and cellular statistics are given in Fig. 3C.

Data overview

The mean time course of acquisition, extinction and reacquisition of the conditioned response is shown in Fig. 4A and the associated session-averaged conditioned responses are shown in Fig. 4B. The conditioned response is acquired with a notable sigmoid time course: no response is apparent in the first session, a small response is observed in the second and third sessions, while a robust response developed by the fourth session. The average conditioned response began at -80 ms with respect to air-puff arrival and reached a value of 0.6 at the end of the conditioning block. As was already apparent on the first day, there were clear behavioural changes between sessions.

On the second day, the conditioned response decreased during sessions but increased between them. The kinetics during extinction were quite different. Initially rapid declines of the response during sessions were partially reversed between sessions. Upon restoring the unconditioned stimulus, there was a rapid reacquisition of the conditioned response. Despite little further increase during the session, during the next session a considerably stronger response was observed.

Although the electrophysiological recordings focused on the evolution of Purknje cell activity during the conditioning trials, the whole sessions were recorded. The extensive activity was important for the spike sorting and enabled baseline characteristics to be measured with precision. The frequency of simple spikes was 90 ± 29 Hz (mean ± SD) and that of complex spikes 1.5 ± 0.33.

Our ambition in performing longitudinal recordings was to track the activity of individual cells throughout learning, and thus relate changes of simple spike activity to the history of complex spike activity. We have developed a tracking method combining information about cluster waveform, firing statistics and spatial localisation (the method will be described in a future publication). At this stage, the method enables only a small number of cells to be tracked across sessions and the bulk of the analysis below will be performed without linking cells across sessions. Nevertheless, we show specimen data in Fig. 5 from a Purkinje cell tracked over 5 sessions as it offers a clear illustration of many of the observations that will be investigated below.

Complex spike activity showed a prominent peak after the air puff, which we shall term error complex spikes (eCSs). There was also a strong peak of activity during the conditioned stimulus. We shall call such spikes conditioned-stimulus complex spikes (cCSs), while more generally any complex spike falling during the command for the conditioned response (ap- Smoothed firing rates were normalised to their baselines, which varied between sessions. The timing of the conditioned stimuli relative to the air puff at 0 is indicated by the shaded area.

proximately during the 100 ms before the air puff) we shall call perturbation complex spikes (pCS). The simple spike activity (normalised to variable baselines around 140 Hz) shows a clear reduction of activity with a trough around -85 ms, before the air puff. This simple spike response is apparent in the first session, before any conditioned response is generated, but barely evolves in the following sessions while the conditoned response increases. In contrast, the complex spike activity did change over time. The eCS peak became smaller and more delayed. The cCS peak showed some tendancy to increase, with the appearance of a later component at around -40 ms.

Of note, the cCS peak was clearly present in the first session, before any learning. 

Complex spike responses

Complex spike activity has been reported to be elicited by inputs other than easily identified movement errors. As has been described previously during eyeblink conditioning (Rasmussen, Jirenhed, Wetmore, et al. 2014;Ohmae and Medina 2015;ten Brinke et al. 2015), we observed quite sharply timed peaks of activity in advance of the air puff. These peaks and their evolution during conditioning are shown in the group data of Fig. 6, in which panel A shows the session averages during conditioning. In the analyses that follows, when cells have been selected for eCS responses, the same criterion was always applied: the mean number per trial of eCS in excess of the baseline was ≥ 0.225. For extinction sessions this was determined from the 5 air-puff-only trials and is thus less reliably estimated than for the (re-)conditioning sessions, in which 75 air-puff responses were typically available.

As will become apparent below, one justification for this selection is that changes of complex spike activity are correlated with the strength of the eCS peak. A strong peak is of course triggered by the air puff; these are classic error complex spikes (eCS). However, two peaks were apparent during the conditioned stimulus and we classify these as early and late conditionedstimulus complex spikes (early and late cCS), according to the time windows detailed in Fig. 6A and legend. During extinction (Fig. 6B), error complex spikes were of course absent, but the peaks for early and late cCSs were still present. Part of their reduction between blocks may be the result of noisier selection of responsive cells during extinction. When conditioning was resumed (Fig. 6C), there was a rapid reacquisition of conditioned responses and a return to a complex spike firing profile similar to that in the initial conditioning block. The accelerated relearning is thought to reflect the phenomenon of savings'.

It has been reported that inhibition of error complex spikes builds up during conditioning (J. J. [START_REF] Kim | Inhibitory Cerebello-Olivary Projections and Blocking Effect in Classical Conditioning[END_REF]Medina et al. 2002). In our recordings, an inhibition of complex spikes below their baseline was indeed revealed during the extinction phase. In other words, at the time of the eCS peak, fewer complex spikes were detected than would normally occur sponataneously. We note that a reduction of complex spike activity can be seen to extend from before the air puff to after the eCS peak.

As may be seen from the curves for the successive sessions in Fig. 6 and the time courses plotted in panel D, the peaks underwent progressive changes as the experiment progressed. During conditioning, the eCS peak reduced while the early cCS peak increased slightly and the late cCS peak developed. These changes were correlated with the progression of the conditioning rather than the simple passage of time, because they were largely reversed by exctinction and then recovered when conditioning was resumed.

Relation between eyelid closure and eCS probability

A fundamental tenet of most theories of cerebellar learning is that complex spikes signal movement errors, which in the case of eyeblink conditioning is represented by the air puff. In the stochastic gradient descent theory (Bouvier et al. 2018), complex spike activity is postulated to transmit a transformed signal-the difference with respect to average error of the movement. Generation of the difference signal was suggested to result from the interaction of excitatory inputs to the inferior olive and the inhibitory nucleo-olivary pathway, with the latter being adjusted to ensure a fixed probability of of eCS occurrence. A prediction of the Marr-Albus-Ito theory is therefore that complex spike activity reduces as the conditioned response increases; the precise mechanism being a mixture of reduced error and disinhibition of nucleo-olivary neurones. In contrast, the stochastic gradient descent theory predicts that the probability of an eCS will tend towards a stable value, probably as a result of the modulation of inhibition of neurones in the inferior olive (which could compensate for the other influences mentioned above).

We therefore investigated how the probability of eCS activation depended on the conditioned response, which appeared to undergo broadly anti-correlated evolutions (Fig. 4 and Fig. 6). In the first sessions of eyeblink conditioning, the conditioned responses were uniformly low and about 0.5 eCS per trial was recorded (Fig. 7A). However, as larger conditioned responses occurred during later sessions, clear nonlinear correlation with the eCS probability was observed, with the probability of an eCS apparently falling to zero when the eye was fully closed at the time of the air puff.

The analyses of Fig. 7B,C support the contention that the eCS probability is correlated with the strength of the conditioned response rather than the advance of time. Thus, eCS probability clearly differed as a function of conditioned response in a restricted set of sessions, while no evidence of any difference of eCS probability between early and late sessions could be observed when conditioned upon the same strength of conditioned response.

Consistent with a reduction of net excitation to the inferior olive as the eyelid is closed, we found that the eCS response was also delayed, an effect that is visible in Fig. 5 and Fig. 6A. This was analysed as an increased latency of the eCS peak (Fig. 7D) or of individual eCSs (Fig. 7E) as the conditioned response increased. Again, the correlation was observed when the analysis was restricted to later sessions (Fig. 7E); the conditioned response could explain 29 % of the variance of eCS latency.

In summary, these data are consistent with a fixed, monotonically de- standing, we shall show in the next section by examining directly inhibition of eCSs that an adaptive inhibition does seem to operate.

Inhibition of eCS

Inspection of the time courses of complex spike activity during the extinction block in Fig. 6D shows that following cessation of air puffs, complex spike activity in the eCS window fell below the baseline firing rate (which has been subtracted in the figure). By the third session, the activity had recovered to baseline levels. In Fig. 8 we analyse this inhibition in individual Purkje cells as a function of the strength of their eCS responses to the air puff in isolation.

There is a very clear relationship: cells with strong eCS responses display a strong inhibition during the eCS window, while cells with no or small responses show no or little reduction in activity. The slope of the regression line implies that cells that respond with a complex spike to every air puff will present with near-total inhibition of complex spikes when the air puff ceases at the beginning of extinction. The r 2 value implied that 26 % of the variance could be explained by the strength of the eCS response. The same analysis for the third extinction session (Fig. 8B) shows a flat relationship.

The bootstrapped confidence intervals for the regression slopes for the first and third sessions do not overlap.

The mechanism for this intriguing dependence is unknown. Given the apparently cellular specificity of the relationship, a direct, causal link would suggest that activity of inferior olivary neurones is able to regulate their inhibitory inputs.

Interestingly, inhibition of complex spikes below baseline also develops between the late cCS and eCS windows (Fig. 6), but this does not appear to change during the extinction block.

In summary, we observed strong evidence that inhibition of inferior olivary neurones can be regulated at the time of the eCS window. It is present at the end of conditioning and disappears completely during extinction. The strength of inhibition appears to be strongly correlated with the response of the olivary neurone to the air puff.

Cellular-level correlation of early cCSs and eCS

An important prediction of the stochastic gradient descent theory is that complex spikes arising during the motor command should be able to perturb the movement. We termed complex spikes with this timing perturbation complex spikes (pCSs). Some of the cCS have the correct timing, notably the early cCS, whose peak at -95 ms coincides with the initiation of the conditioned response. We therefore examined the possible correlation between the presence of an early cCS and the conditioned response. Overall, the relation was somewhat noisy (Fig. 9A), although there was a suggestion of a difference in the number of excess cCSs between the lowest and larger conditioned responses, as quantified in Fig. 9B. In contrast, there was no evidence at all for a slow, time-dependent change in the relation, since the rate of early cCS occurrence for small conditioned responses appeared to be identical during early and late conditioning sessions (Fig. 9C).

During acquisition of the conditioned response we observed a tendancy for the early cCS peak to increase as the eCS clearly decreased (Fig. 6).

Despite this negative correlation, at a cellular level we observed an intriguing positive correlation between the strengths of the two responses, which moreover appeared to develop as learning progressed, as has been previously reported (Ohmae and Medina 2015;ten Brinke et al. 2015). During showing strongly correlated responses and most showing a weak correlation.

During the 6th conditioning session, the subpopulation of weakly correlated responses appeared to have developed stronger correlations. A remarkable 63 % of the variance of the strength of the early cCS response could be explained by the strength of the eCS response. At both times, the form of the correlation suggested that the maximum early cCS response was equal to the eCS response of the cell.

In summary, the smallest conditioned responses appeared to be associated with a lower strength of early cCS response, but (the absence) of this correlation in trial-to-trial analyses did not reveal a perturbation of movement. An intriguing cellular-level correlation between the strength of early cCS and eCS was suggestive of a common mechanism or acquisition influence-for instance that early cCS can only be acquired if there is an eCS response.

Correlation of late cCS and conditioned response

In the time courses of complex spike activity (Fig. 6A), a peak of activ- around -80 ms). The peak then decreases during extinction and increases again during 're-conditioning', suggesting the existence of a strong correlation between the late cCSs and the conditioned response. We examined this directly in Fig. 10A, where a reproducible relation between the two parameters across all sessions was observed. The differences between the strength of the late cCS response for small and large conditioned responses during the later conditioning sessions are quantified in Fig. 10B.

We also examined the correlation between the strengths of the eCS and late cCS peaks, on a per cell basis (Fig. 10C). A correlation reminiscent of that observed between eCS and early cCS (Fig. 9C,D) can be seen, although it appears weaker.

Comparing the properties of early and late cCSs as they appear in our analyses, early cCSs are robustly present at the beginning of conditioning, while late cCSs only develop later, in fewer cells. Both increase during conditioning. The strongest correlations are at the cellular level with the eCS for the early cCS, and with the conditioned response for the late cCS.

There is little evidence that the early cCS perturbs the eyeblink, while the timing of late cCS seems less consistent with it being involved causally in the generation of the conditioned response. A plausible hypothesis would be that the late cCS reflects a proprioceptive drive to the cerebellum generated by the conditioned response.

Absence of SS changes

The mechanism of eyeblink conditioning is considered to involve a changes of simple spike activity, usually, but not exclusively reductions, as parallel fibre synapses on Purkinje cells undergo long-term depression (modulation of interneurone activity has also been postulated). Acute recordings at different stages of learning have been used to reconsitute the progression of responses as Purkinje cells develop 'pauses' or 'bursts' during learning (Ohmae and Medina 2015;ten Brinke et al. 2015). The Hesslow group has reported longitudinal recordings in which the development of a pause of firing can be induced Hesslow and Ivarsson 1994;Rasmussen, Jirenhed and Hesslow 2008, so the development of the predicted phenomenon has been directly observed.

In our recordings, including from Purkinje cells with strong eCS responses to the air puff (Fig. 11), we could find no evidence for any systematic changes with learning, either during conditioning or extinction. Nor were we The absence of changes of simple spike firing during our recordings stands in direct contradiction to both Marr-Albus-Ito theory and stochastic gradient descent. Thus, during conditioning cells with strong eCS responses are expected to depress activity preceding the air puff; this was not observed.

Conversely, during extinction the air-puff-evoked eCS response is largely absent, but both early and late cCSs remain. According to the stochastic gradient descent theory, these should constitute pCSs and in the absence of a succeeding eCS should cause unopposed long-term potentiation of granule cell inputs. In other words, an increase of simple spike activity would be expected, but was not observed either.

In the Discussion we shall evaluate in more detail possible explanations for and consequences of this finding.

Discussion

Chronic recordings

Cerebellar iterative learning offers a promising preparation for testing neuronal algorithms linking cellular, network and behavioural levels of study.

Notable advantages include compact, well localised loci of learning. Furthermore, quite specific, testable theories have been developed. These include the classical Marr-Albus-Ito theory and our more recent proposal of a more general algorithm based upon stochastic gradient descent (Bouvier et al. 2018). Despite these advantages, performing longitudinal recordings during learning remains challenging. The majority of existing studies largely align with the Marr-Albus-Ito theory, but were not designed to distinguish it from stochastic gradient descent, which had not been proposed.

The present work adds to the corpus of longitudinal recordings and are the first to include multielectrode data. Chronic multielectrode recordings offer the potential advantage of facilitating identification of activity trends during learning, although so far only a subset of the cells have been linked across sessions. Nevertheless, it seems safe to assume that the recording in a given animal will tend to sample cells from the same cerebellar region throughout. Because multiple cells could be recorded simultaneously, these data potentially offer a more extensive sample of cell behaviour in a given region and allow investigation of activity correlations. A disadvantage of the chronic recordings is a reduced signal-to-noise ratio compared to targeted single-cell, acute recordings.

We have described elsewhere the techniques developed to optimise and automate the analysis of cerebellar multielectrode recordings. In particular, we merged the results of multiple analyses, which enabled us to incorporate analyses optmised for sorting of complex spikes.

Absence of simple spike firing changes

The absence of changes of simple spike firing during eyeblink conditioning requires explanation. The observation stands in direct contradiction of the work of the Hesslow group and at least in apparent contradiction to numerous studies in which acute recordings were made a different learning stages. In considering possible explanations for the absence of changes of simple spike firing during eyeblink conditioning, it should be borne in mind that we recorded from numerous Purkinje cells with robust complex spike responses, so the requirement for complex spike activity to induce plasticity and therefore change firing was clearly satisfied.

A first possibility is that there has been a error of electrode placement. Some of our recording sites were dispersed beyond the classical eyeblink zone. Furthermore, the centre of the 'cloud' of sites was posterior to the central coordinates given for the eyeblink zone by Ohmae and Medina 2015.

Nevertheless, the recording sites appear to straddle the classical zone and, as already mentioned, those indicated in Fig. 2B all had cells with robust airpuff complex spike responses. Thus, if the recording location is the cause for the lack of long-term modifications of simple spike firing, it would have to be because of insufficient drive via the mossy fibre pathway. Partial arguments against this are as follows. The mossy fibre inputs are generally thought to diverge widely, especially once transmission via parallel fibres is considered, and we moreover employed a two sensory modalities (auditif and visual)

for our conditioned stimuli. In addition, we observed clear modulations of simple spikes in a moderate number of Purkinje cells, even if those responses remained invariant.

More artefactual explanations are possible. We cannot exclude that the placement of the electrodes and possibly their movement during the chronic recording cut or damaged parallel fibres and thus prevented activity representing the conditioned stimulus from reaching the recorded Purkinje cells. A partial argument against this is, again, the fact that some cells displayed modulations of simple spike activity. We performed our recordings with two orthogonal electrode orientations (parallel and orthogonal to the fissure), to vary the approach to the cells, but this did not appear to alter the results. Harder to evaluate is the possibility that the chronic recording triggered a tissue reaction that prevented plasticity.

The conditioning protocol we employed differed somewhat from those most often used in eyeblink conditioning. We employed two conditioned stimuli, with a shorter interval between their onset and the air puff. We instituted three, shorter sessions per day. With these changes, although learning still required several hundred trials, robust conditioned responses were learnt by the end of the second day of recording, a time at which many conditioned responses in most studies remain negligible (except for the results from the Hesslow group). However, for this to constitute an explanation for the absence of simple spike changes, we would need to posit that another mechanism drives the conditioned response.

Distinction between theories

The absence of changes of simple spike firing contradict both Marr-Albus-Ito and stochastic gradient descent theories. Thus, during conditioning, there were numerous cells with strong complex spike responses to the air puff. The Marr-Albus-Ito theory suggests that preceding parallel fibre inputs would be depressed, leading to a reduction in firing, which was not observed.

However, a similar objection can be made for stochastic gradient descent.

During extinction, because the air puff is absent there are almost no error complex spikes. But there is substantial complex spike activity during the conditioned stimulus. Under these conditions, the theory predicts long-term potentiation of parallel fibre synapses active at the time of these perturbation complex spikes, increasing the simple spike rate. Yet this was not observed either. It is maybe worth pointing out that the eCS rates during conditioning were higher than the cCS rates during extinction, so, all else being equal, larger changes might have been expected during the former.

Stochastic gradient descent makes two additional predictions that we were unable to verify. Firstly, complex spikes during the conditioning period are predicted to modify eyelid closure, but we did not observe correlations consistent with this prediction. This might, however, be expected if the recording regions were mistargeted. A second prediction is that the level of inhibition (from the nucleo-olivary pathway) in the olive adapts, tending to maintain a constant probability of complex spike emission following the air puff; in the theory, this mechanism is suggested to maintain an estimate of the average error. If the inhibition were to change as learning progressed, we believe it would change the relation between conditioned response and the eCS response. No such change could be established (Fig. 7). In contrast, it was possible to demonstrate the existence (and reduction) of compatible inhibition by direct examination of complex spike probability at the time of the air puff when it was omitted, during the exinction phase. One difficulty in interpreting the predicted 'homoeostasis' of the eCS probability arises from the fact that stochastic gradient descent has so far assumed a uniform, global eCS probability. An extension of the theory to the case of non-uniform eCS probabilities has not been examined.

A key element of the stochastic gradient descent theory is the permissive role for perturbation complex spikes in plasticity. However, if a perturbation is present with suitable timing, the plasticity outcomes are similar to those of Marr-Albus-Ito theory: depression if an eCS occurs, potentiation if not. A consequence of the robust presence of complex spikes during the conditioned stimulus therefore makes the theories quite difficult to distinguish at a global level using these data.

Multifaceted complex spike activity

A growing body of recent work has made clear that olivary neurones are excited by inputs other than movement errors. As has been previously reported, we observed prominent peaks of activity during the conditioned stimulus that, moreover, evolved during conditioning (and extinction). The mechanisms by which this activity is generated and how and why it evolves remains unclear. In our data, we observed two distinct cCS peaks that had different characteristics.

Our results confirm the reported presence of (early) cCSs at the beginning of conditioning. Although there was a tendancy for this activity to increase in strength as conditioning progressed, it was clearly present in the theoretically naive animal. We also replicate the per cell correlations of eCS and early cCS response amplitudes as learning progresses. The final correlation was not as strong here as reported by Ohmae and Medina (2015);

ten Brinke et al. (2015).

Late cCSs arose during conditioning and were strongly correlated with the conditioned response. These characteristics and the timing of the late cCS peak were all consistent with a mechanism in which they are driven by the conditioned response.

Whatever the precise mechanisms driving them, it is worth highlighting that cCSs reflect quite different modalities to those triggered by the air puff. However, the pathways by which cCS are driven remain very unclear.

Direct excitation in the inferior olive is one possibility. Indirect excitation via the mesodiencephalic junction, which is thought to relay output drive from the cerebellar nuclei, could be another possibility (X. [START_REF] Wang | The Mesodiencephalic Junction as a Central Hub for Cerebro-Cerebellar Communication[END_REF]. Finally, disinhibition of olivary neurones by inhibition of nucleoolivary neurones could plausibly convey a broad range of modalities via the cerebellum. Nevertheless, a disinhibition mechanism seems unlikely, since generating such sharply timed peaks would imply a prior strong barrage of short-lasting inhibitory synaptic currents in the olive, while most kinetic parameters of the nucleo-olivary pathway appear quite sluggish (Najac and Raman 2015;Best and Regehr 2009).

The evolutions of cCS peaks could be driven by changing inputs-for instance proprioceptive information about the conditioned response for late cCSs-but in our dataset evolutions driven by changes of simple spike activity in the recorded cells can be excluded, since it remained constant throughout our recordings. A compelling alternative is that plastic processes operate in the inferior olive. In particular, such plasticity may enable acquisition or modulation of complex spike responses during the possibly including in the inferior olive. Indeed, the specificity of the cell-level correlations with the eCS responses for both early cCS and for the inhibition of eCS (revealed during extinction) is suggestive of a process controlled by activity of the inferior olivary neurone itself.

In conclusion, our work reinforces and extends several strands of investigation regarding complex spike activity during the conditioned stimulus, but has been unable to invalidate or confirm either of the competing theories of cerebellar learning. Further experiments will be required to understand reasons why learning-related changes of simple spike activity were not observed; this will hopefully then provide a basis for performing more stringent tests of the learning theories.

Cette série d'expériences que j'ai réalisée durant ma thèse se distingue des travaux précédemment effectués par la réalisation d'enregistrements chroniques du cortex cérébelleux à l'aide de multiélectrode durant une tâche de conditionnement du clignement de paupière. Cette approche a permis d'obtenir à la fois des informations précises sur le décours temporel de l'activité des cellules de Purkinje et sur les phénomènes se produisant à l'échelle de leur population durant le conditionnement. J'ai pu acquérir une quantité importante de données, me permettant de détailler précisément les caractéristiques de réponse des différents éléments du système et de mettre en lumière des comportements inattendus remettant en question une partie des théories existantes sur les mécanismes d'apprentissage du conditionnement du clignement de paupière.

Les figures cités provenant de l'article « Longitudinal multielectrode recordings of Purkinje cell activity during eyeblink conditioning in mice » seront citées de la manière suivante : (voir Fig X Art.)

Absence d'acquisition d'une suppression des « simple spikes », causes et conséquences

L'un de mes résultats les plus surprenants est l'absence d'acquisition d'une pause dans le taux de décharge des « simple spikes » durant l'acquisition du conditionnement du clignement de paupière, et ce à l'inverse de ce qui a été décrit jusqu'à présent (Rasmussen et al., 2014 ;[START_REF] Halverson | Cerebellar Processing Common to Delay and Trace Eyelid Conditioning[END_REF], notamment chez la souris (voir Fig. 1.7, Ohmae and Medina (2015) ; ?. Ainsi, bien qu'il existe une dizaine de paires de « simple spikes » et « complex spikes » , enregistrées chez autant d'animaux, présentant de très forts taux de eCS ( « complex spikes » d'erreur, induit par le puff d'air), similaire aux réponses observées dans la zone impliquée dans le conditionnement (communication de Shogo Ohmae, Ohmae and Medina (2015) ; ten Brinke et al. (2015)), aucune d'entre elles ne semble acquérir une quelconque modification de la modulation de ses « simple spikes » durant l'apprentissage. Ce résultat est similaire pour les autres paires enregistrées présentant un taux de eCS plus faible. De nombreuses raisons peuvent expliquer cette observation, interférence des électrodes avec les phénomènes de plasticités locales, région enregistrée différente de celle enregistrée chez ten Brinke et al. (2015) et Ohmae and Medina (2015), absence de signaux exploitable dans les fibres parallèles ou encore conséquence des variations apportées au protocole afin de le rendre adapté aux contraintes des enregistrements chroniques. Je vais développer ces différents points, ainsi que leurs conséquences.

Une première explication est qu'il y aurait une perturbation locale inhérente au protocole expérimental utilisé. La proximité des électrodes, qui ont pu sectionner les fibres parallèles et l'arbre dendritique des Purkinje, pourrait empêcher les mécanismes de plasticité d'avoir lieu. Afin d'éviter un biais systématique, les électrodes ont été orientées pour moitié orthogonalement, aux fibres parallèles, et pour l'autre moitié orthogonalement aux arbres dendritiques des cellules de Purkinje. Cependant, il n'est pas possible d'exclure cette hypothèse qui nécessitera des expériences complémentaires qui seront détaillées plus bas.

Une seconde explication serait que le protocole utilisé correspond à un apprentissage amygdalien. En effet ce dernier a été modifié afin d'accélérer la vitesse d'apprentissage pour le rendre compatible avec la stabilité des enregistrements extracellulaires, et augmenter la quantité de signaux exploitable au niveau des fibres parallèles. Ainsi, le nombre de sessions journalières a été monté à 3, contre 1 traditionnellement, deux stimuli conditionnés ont été utilisés, son et lumière, et la roue sur laquelle la souris se déplace a été motorisée afin de forcer la marche, méthode décrite par Albergaria et al. (2018) comme améliorant et stabilisant la vitesse d'acquisition du comportement. Ces différents changements ont pu entraîner une implication de l'amygdale dans le comportement. Cependant le profil d'apprentissage observé est en faveur avec d'un apprentissage cérébelleux plutôt qu' amygdalien, l'apprentissage étant très progressif, avec une absence totale de réponse à la première session, et la réponse conditionnée est bien synchronisé avec l'occurrence du puff d'air, à l'inverse des apprentissages de peur. La progression et les décours temporels de l'apprentissage sont très similaires à celui qu'on retrouve dans [START_REF] Heiney | Cerebellar-dependent expression of motor learning during eyeblink conditioning in head-fixed mice[END_REF], dans lequel la composante amygdalienne de l'apprentissage a été exclue. Il sera cependant nécessaire de réaliser des expériences contrôle afin de s'en assurer.

Une troisième explication serait que les enregistrements se situent tous au sein de zones qui ne correspondent pas à celles enregistrées dans Ohmae and Medina (2015) et ten Brinke et al. (2015). Pour une fraction des enregistrements réalisés, cela paraît assez évident au vu de leur localisation au sein du cortex cérébelleux (voir Fig. 2 Art.). Cependant, certains enregistrements se situent à des localisations très similaires à celles décrites et présentent les caractéristiques de réponse en eCS adéquate (voir Fig. 2 Art.). Cela n'exclut pas la possibilité que tous les enregistrements aient été en dehors de ladite zone, mais en réduit la probabilité. D'autant plus si l'on prend en compte le nombre de régions testées durant nos expériences, où 60% des souris ont été exclues, car aucune région n'exprimait de réponses satisfaisantes malgré l'exploration de plusieurs zones du cortex cérébelleux par souris. Dans ces conditions, il paraît difficile à croire que tous les enregistrements réalisés aient manqué leur cible. Si cela devait néanmoins être le cas, il serait nécessaire d'expliquer ce qui entraîne l'acquisition d'une baisse de décharge des « simple spikes » dans une région et pas dans une autre alors que les taux de eCS y est similaires et que leur présence est l'hypothèse majeure pour expliquer l'apparition de cette pause.

Une quatrième explication serait l'absence de signaux exploitables en réponse au stimulus conditionné dans les fibres parallèles des cellules enregistrées. Dans ce cas, il serait en effet impossible d'acquérir une modulation du taux de « simple spikes » en réponse au stimulus conditionné. Cependant considérant l'utilisation de stimulus à la fois sonore et visuelle, augmentant observons également ce phénomène, mais avec une amplitude bien moindre, ce qui pourrait expliquer l'absence d'acquisition d'une pause de décharge des cellules de Purkinje. En effet, les cCS pourraient induire une pause des « simple spikes », par une stimulation des interneurones ou l'induction de phénomènes de plasticités. Plusieurs éléments supportent cette interprétation :

• Dans ten Brinke et al. (2015) la baisse des « simple spikes » est fortement corrélée aux taux de cCS et très peu au taux de eCS (voir Fig. 3.1).

• Dans ten Brinke et al. (2015), les interneurones montrent une forte augmentation de leur activité et semblent être à l'origine de la pause des « simple spikes ».

• [START_REF] Jörntell | Receptive Field Plasticity Profoundly Alters the Cutaneous Parallel Fiber Synaptic Input to Cerebellar Interneurons In Vivo[END_REF] a observé une activation des interneurones à la suite d'une stimulation des fibres grimpantes.

• La seule cellule de Purkinje que j'ai enregistrée et qui présentait une baisse de son taux de décharge exprimait également un fort pic de cCS et ce du début à la fin de l'apprentissage.

(voir Fig. 6 Art.)

Une dernière explication pourrait mixer cette dernière hypothèse, rôle des cCS dans l'acquisition ou l'expression de la pause des « simple spikes », et le fait que la zone enregistrée ne soit pas la bonne. Dans ce cas un pic de cCS important pourrait n'être acquis que dans une zone spécifique du cortex cérébelleux et y induire une baisse du taux de décharge des « simple spikes ». Cela expliquerait l'absence de modification des « simple spikes » au niveau des régions enregistrées malgré des réponses en eCS important. Cela signifierait également que l'acquisition des cCS pourrait avoir un rôle dans l'acquisition ou l'expression du conditionnement de paupière. L'absence de l'acquisition d'une pause dans le taux de décharge des « simple spikes » dans nos enregistrements remet en cause la vision qui prédomine concernant les mécanismes permettant l'acquisition et l'expression du conditionnement du clignement de paupière. Il conviendra d'expliquer l'origine de cette observation et d'en tirer les conséquences correspondantes. La vision selon laquelle la pause de « simple spike » est acquise par la présence de eCS, à la manière décrite par la théorie Marr-Albus-Ito, paraît fortement fragilisée par le résultat de mes expériences.

Propriété de codage des « complex spikes » d'erreur et implication dans les processus d'apprentissage

Les résultats ont décrit un lien fort entre la probabilité, le temps d'émission des eCS et l'amplitude de la réponse conditionnée, où l'on observe même une probabilité quasiment nulle d'émission de eCS si l'oeil est complètement fermé au moment du puff (voir Fig. 7 Art.). Il apparaît donc que la fermeture de la paupière en anticipation du puff d'air joue bien son rôle protecteur qui se traduit par une baisse du signal stimulant l'olive inférieure. Le temps et la probabilité de réponse des eCS évoluent différemment selon la réponse conditionnée (fermeture de paupière induite par le stimulus conditionné). En effet, le temps de réponse semble évoluer linéairement avec l'augmentation de la réponse conditionnée quand la probabilité d'émission de eCS décroît d'autant plus vite que la réponse conditionnée augmente, ce qui se traduit par une probabilité de eCS assez stable pour de faibles valeurs de la réponse conditionnée (voir Fig. 7 Art.). Cette différence entre temps de réponse et probabilité de eCS pourrait être le reflet des propriétés de réponse à un stimulus de l'olive inférieur. Une baisse linéaire de la force de la stimulation se traduirait par un temps de réponse moyen décalé linéairement sous l'influence des oscillations olivaies, mais se traduirait par une probabilité d'émission relativement stable tant que la force du stimulus dépasse un certain seuil, et qui diminuerait rapidement au-delà. Le maintien d'un niveau élevé d'émission de « complex spikes » malgré la diminution de la force du stimulus au niveau de l'olive inférieure pourrait permettre de maintenir une vitesse d'apprentissage maximale tant que la stimulation de l'olive n'est pas repassée sous un seuil. Au-delà de ce seuil, l'apprentissage ralentirait, ou se stabiliserait.

Il apparaît que la réponse conditionnée se stabilise à un niveau où le taux de eCS reste conséquent. Il est possible que ce taux corresponde au taux nécessaire pour maintenir l'apprentissage. Au-dessus la réponse conditionnée augmenterait et au-dessous elle diminuerait, comme chez [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF] où l'inhibition des eCS entraîne une extinction du comportement. Il serait possible de tester cette hypothèse en mesurant la même courbe liant réponse conditionnée et probabilité de eCS dans des conditions où la force du puff est augmentée ou réduit. En effet en augmentant ou en réduisant la force du puff d'air on augmente ou diminue le niveau auquel la réponse conditionnée se stabilise. Si l'hypothèse présentée plus haut est correcte, on observerait que les nouveaux points où la réponse conditionnée se stabiliserait correspondraient à des niveaux de eCS équivalent.

Inhibition des « complex spikes » d'erreur dans le conditionnement du clignement de paupière

Un point important concernant le lien entre eCS et réponse conditionnée est qu'il ne semble pas varier au cours de l'apprentissage. Il ne semble pas y avoir l'apparition d'une inhibition des eCS qui modifierait le taux de eCS durant l'apprentissage ou alors cette inhibition serait faible en rapport de l'influence de la réponse conditionnée.

Si l'on observe l'extinction maintenant, on se rend compte qu'une inhibition des « complex spikes » existe bien, qu'elle réduit le taux de décharge des « complex spikes » à 50 % de leur ligne de base en moyenne et qu'elle est dépendante du taux de réponse des « complex spikes » au puff seul (voir Fig. 8 Art.). Ainsi plus un « complex spikes » répond au puff d'air, plus l'inhibition qu'il subit est importante. Cependant cette inhibition disparaît très rapidement et il n'en reste plus aucune trace à la troisième session d'extinction alors que le comportement n'a pas encore disparu.

Ces résultats confirment donc l'acquisition d'une inhibition de l'émission de « complex spikes » au moment attendu du puff d'air, très probablement via la voie nucléo-olivaire. Cependant, durant le conditionnement, leur rôle paraît négligeable en regard de l'influence de la réponse conditionnée sur le taux de eCS. De plus, durant l'extinction ils disparaissent très rapidement et ne sont plus détectables dès la 3e session (voir Fig. 8 Art.). La disparition rapide de cette inhibition, avant que l'extinction ne soit complète, va à l'encontre de la théorie développée dans Medina et al. (2002) dans lequel il est proposé que l'inhibition des « complex spikes » est le signal à l'origine de l'extinction.

Cette observation s'oppose également à l'algorithme de descente de gradient stochastique, qui nécessite l'acquisition d'une inhibition forte du signal d'erreur afin de retrancher l'erreur observée par l'erreur prédite.

Les « complex spikes » conditionnées

J'ai observé l'existence d'un pic de « complex spikes » en réponse au stimulus conditionné (cCS ; voir Fig. 6 Art.). Ce pic croit durant l'apprentissage et l'acquisition de la réponse conditionnée. De plus, on observe une corrélation entre les cCS et la réponse conditionnée. Cette corrélation semble fonctionner en plateau, avec une augmentation rapide de la probabilité d'occurrence d'un cCS lorsque l'on passe d'une situation sans réponse conditionnée à une situation avec réponse conditionnée, qu'elle soit élevée ou non (voir Fig. 9 Art.). Il ne semble donc pas y avoir au niveau de la population la présence d'un codage fin de l'amplitude de la réponse conditionnée. Enfin, on observe une forte corrélation entre le taux de cCS et le taux de eCS (réponse au puff d'air ; voir Fig. 9 Art.).

Toutes ces observations sont cohérentes avec les résultats publiés par ten Brinke et al. (2015) et Ohmae and Medina (2015). On y observe également l'apparition d'un pic de cCS, corrélé avec la réponse conditionnée ainsi que le taux de eCS.

Certaines différences sont néanmoins à noter. En effet, j'observe une réponse assez robuste dès le commencement de l'apprentissage, tandis que la majorité des cellules observées ne présentaient pas de réponse dans les autres publications. Cela peut s'expliquer par l'enregistrement de zones différentes et l'utilisation d'un double stimulus conditionnée, son et lumière, quand un unique stimulus est habituellement utilisé.

De plus, l'augmentation constatée du pic de cCS est de bien moindre importance dans mes enregistrements. Cette différence pourrait encore une fois s'expliquer par l'enregistrement de zones différentes. Elle pourrait également s'expliquer par le délai beaucoup plus court de nos expériences, 2 jours contre une dizaine. Il est possible que l'acquisition de cette réponse soit progressive et ne puisse être pleinement observée qu'après un délai suffisant.

« complex spikes » conditionnées, rôle et origines

Le lien observé entre le taux de réponse des cCS et des eCS est un résultat largement partagé. Il est cohérent avec ce qui est observé dans [START_REF] Ju | Neurons of the inferior olive respond to broad classes of sensory input while subject to homeostatic control[END_REF], où la probabilité d'émettre un « complex spike » en réponse à une modalité augmente celle de répondre à une autre modalité. Et ce d'autant plus que ladite modalité engendre une réponse chez un nombre important de cellules, comme pour le puff d'air. L'origine et le rôle de cette cohérence entre l'émission de « complex spikes » reste pour le moment assez énigmatique.

La proposition la plus naturelle est que la présence de eCS soit responsable de l'acquisition du pic de cCS, et c'est ce qui a été proposé jusque là Ohmae and Medina (2015) ; ten [START_REF] Brinke | Conditioned climbing fiber responses in cerebellar cortex and nuclei[END_REF]. Cette hypothèse se base sur la corrélation observée entre probabilité de cCS et probabilité de eCS. Cependant, cette corrélation préexistant à toute association, il est également plausible qu'elle ne soit que le reflet des propriétés de réponse de l'olive. Le puff d'air pourrait être considéré comme une source de stimulation très importante et diffuse en regard des stimulations issues d'autres modalités, plus neutre, et le taux de réponse à ce stimulus pourrait être dépendant de propriétés cellulaires (afférence, couplage, potentiel de repos…). Ainsi le taux de réponse au puff d'air traduirait la capacité d'une cellule olivaire à répondre à un stimulus, quel qu'il soit. Dans ces conditions, le taux de réponse à une autre modalité serait fortement corrélé au taux de réponse du puff d'air, et l'augmentation d'émission de cCS pourrait simplement être causée par une augmentation de la stimulation olivaire en réponse au stimulus conditionné, sans que cette dernière soit spécifiquement causée par la présence de eCS.

Le rôle des cCS reste assez mystérieux. Il pourrait à la fois jouer un rôle dans l'acquisition ou l'expression de l'apprentissage, à travers leur possible rôle dans l'acquisition et l'expression de la pause des « simple spikes », ou n'y avoir aucun rôle et être un phénomène utile lors d'autres conditions d'apprentissages, nécessitant l'anticipation d'un signal d'erreur afin de lier temporellement des signaux initialement distants, comme dans la théorie de « temporal difference » (Ohmae and Medina, 2015 ;[START_REF] Hull | On impact and volcanism across the Cretaceous-Paleogene boundary[END_REF]. L'inhibition des cCS chez des souris ayant réalisé un apprentissage complet n'ayant eu qu'un très faible impact sur l'expression du comportement, l'hypothèse d'un rôle dans l'expression du comportement apparaît peut probable [START_REF] Kim | A cerebello-olivary signal for negative prediction error is sufficient to cause extinction of associative motor learning[END_REF]. La même expérience n'a pour le moment pas été réalisée durant la phase d'acquisition du conditionnement.

Concernant la théorie de descente de gradient stochastique, les cCS pourraient être utilisés comme signal de perturbation. Ainsi, leur acquisition chez des cellules recevant le signal d'erreur pourrait permettre de concentrer les signaux de perturbation chez les cellules recevant le signal d'erreur, qui sont les seules possédant l'information leur permettant d'évaluer l'effet des perturbations sur le comportement.

« Complex spikes » moteur

J'ai observé l'apparition d'un pic de « complex spike » se produisant à la suite de la réponse conditionnée de fermeture de la paupière et qui n'avait jamais été décrite jusqu'à présent ( voir Fig. 10 Art.). Ce pic semble être directement induit par la réponse conditionnée, son amplitude (voir Fig. 10 Art.) et son timing étant très corrélés à cette dernière. De plus certains résultats préliminaires suggèrent que les cellules présentant ces « complex spikes » , émettent également des « complex spikes » en réponse aux fermetures spontanées de la paupière. Ces différents éléments supportent fortement l'origine motrice de ces « complex spikes » .

La réponse à cette nouvelle modalité présente également une corrélation avec le taux de eCS (voir Fig. 10 Art.), ce qui supporte la vision selon laquelle la corrélation entre les eCS et la réponse en « complex spike » d'autres modalités n'est pas spécifique.

Bien que n'ayant jamais été décrit précédemment, il est possible qu'ils aient déjà été observés, mais confondus avec les cCS, d'autant plus qu'une augmentation du taux de décharge des « complex spikes » existe bien chez ten Brinke et al. (2015) et Ohmae and Medina (2015) à une période qui correspondrait à mes observations. La probable origine motrice de ce pic de « complex spikes » et sa confusion avec les cCS a pu mener à une surestimation du lien entre occurrence des cCS et réponse conditionnée par ces travaux.

Il n'existe à ce jour aucune hypothèse sur un possible rôle de ces « complex spikes » dans le conditionnement du clignement de paupière.

Implications pour la théorie de descente de gradient stochastique

Les différents résultats que j'ai obtenus ne plaident pas en faveur de l'implication de cette théorie dans la tâche de conditionnement du clignement de paupière. En effet, je n'ai observé l'apparition que d'une faible inhibition des « complex spikes » d'erreur au cours de l'apprentissage et une absence de modulation des « simple spikes » durant l'extinction. Or, cette théorie nécessite l'acquisition d'une inhibition importante permettant d'extraire le gradient de l'erreur. De plus, les règles de plasticité prédites par ce modèle auraient pour conséquence de produire une potentialisons des « simple spikes » durant l'extinction dans lequel les eCS sont systématiquement absents (voir Fig. 1.11), ce que je n'observe pas. Enfin, la corrélation des cCS, pouvant être interprétée comme des signaux de perturbations, avec le comportement semble limitée à une distinction entre présence et absence de réponse conditionnée.

Il apparaît donc assez clairement que cet algorithme n'est pas impliqué dans l'acquisition du conditionnement du clignement de paupière. Il néanmoins possible qu'un tel algorithme ne s'exprime que lors de processus d'apprentissage plus complexes nécessitant la résolution du « credit assignement problem », ce qui n'est pas le cas dans cette tâche.

Implications pour la théorie de Marr-Albus-Ito

La théorie classique de Marr-Albus-Ito prédit une dépression des « simple spikes » en cas de présence de « complex spikes » d'erreur. Or, nous n'avons pas observé un seul cas de cellule réduisant son taux de « simple spike » durant l'apprentissage, qu'importe qu'elle présente ou non des eCS. Comme décrit dans la partie dédiée au « simple spike », il n'existe pas vraiment d'explication satisfaisante à cette observation en dehors d'une interférence des procédures d'enregistrement avec les processus de plasticités locaux.

Les observations présentées ici semblent donc également s'opposer à la vision communément partagée par la communauté scientifique de la manière dont l'apprentissage du conditionnement du clignement de paupière se produit au sein du cervelet. Afin de trancher cette question, il convient de découvrir les raisons à l'origine de cette observation, ce qui pourrait mener à une évolution importante des hypothèses existant jusqu'alors.

L'une de mes hypothèses est que la pause des « simple spikes » serait du à la présence de cCS, en ayant un rôle dans les mécanismes de plasticités ou en stimulant les interneurones locaux.

Perspectives et directions futures « complex spikes » évoqués par les fermetures spontanées de la paupière

Durant l'apprentissage, les souris clignent spontanément les paupières entre les essais de chaque session. Une étude préliminaire de la réponse en « complex spikes » autour de ces fermetures spontanées a révélé l'existence d'un pic de réponse en anticipation et successivement aux fermetures spontanées, chez deux populations distinctes. De manière assez attendu, les cellules émettant un « complex spike » après une fermeture spontanée sont également celles émettant un « complex spike » à la suite du clignement de paupière conditionné. En étudiant la probabilité de réponse aux différentes modalités, stimulus conditionné, signal anticipant et suivant les fermetures spontanées, un comportement intrigant a été dévoilé. En effet, si la corrélation des probabilités de réponse à chacune de ces modalités est nulle au début de Cette observation, si elle est confirmée, supporterait l'idée que le rapprochement temporel de signaux émettant des « complex spikes » entraîne des mécanismes de plasticité induisant une réponse croisée aux différents stimuli.

Ces analyses étant préliminaires il convient de confirmer ces résultats et d'étudier l'évolution de cette corrélation durant l'extinction.

Activité des interneurones durant le conditionnement

L'un des avantages de la méthode d'enregistrement utilisée est l'enregistrement simultané d'un grand nombre de neurones situés au sein des différentes couches du cortex cérébelleux. Pour le moment, peu d'analyses ont été réalisées concernant les profils de réponse des interneurones de la couche moléculaire durant le conditionnement. Certains résultats préliminaires suggèrent l'acquisition d'une réponse des interneurones synchronisée sur les temps de décharge des « complex spikes » , cCS et eCS, ce qui supporterait l'hypothèse selon laquelle la pause observée dans ten Brinke et al. (2015) et Ohmae and Medina (2015) serait liée à une activation des interneurones en réponse à une activation des fibres grimpantes. Cette observation pourrait faire évoluer la vision de l'impact des « complex spikes » sur l'activité au sein du cortex cérébelleux. Ces résultats sont pour le moment à prendre avec beaucoup de précautions, il est notamment nécessaire de s'assurer de l'absence d'artefact de détections induit par les signaux des « complex spikes » dans les enregistrements.

Expériences complémentaires

Ces travaux posent un certain nombre de questions auxquels l'ont pourrait répondre par une série d'expériences complémentaire.

La première série d'expérience qui pourrait être réalisée consiste à déterminer la raison pour laquelle aucune baisse du taux de « simple spikes » n'a été observée. Il conviendra de :

• Confirmer le caractère cérébelleux de l'apprentissage réalisé à l'aide d'une inhibition du cortex cérébelleux en fin d'apprentissage. Cette inhibition pourrait être réalisée à l'aide de l'utilisation de dread ou par injection de muscimol dans le cortex cérébelleux.

• Vérifier qu'il ne s'agit pas d'un effet induit par l'enregistrement chronique en réalisant des enregistrements aigus en fin d'apprentissage.

• Vérifier l'influence du délai court de l'apprentissage effectué en réalisant des enregistrements aigus au 10e jour de conditionnement avec un conditionnement comprenant 1 session journalière.

• Vérifier l'influence de la présence des cCS sur le taux de « simple spikes » en inhibant optogénétiquement les cCS durant l'acquisition ou l'expression de l'apprentissage et d'en étudier l'effet sur l'activité des cellules de Purkinje et des interneurones.

Une deuxième expérience, qui pourrait être couplée avec les précédentes pourrait viser à vérifier l'hypothèse selon laquelle le conditionnement de paupière se stabilise à un taux de eCS donné, augmentant au-dessus d'un certain seuil et diminuant en dessous. Pour cela nous pourrions exposer des souris, préalablement entraînées avec un niveau de puff d'air « normal », à un puff d'air plus faible ou plus fort. Dans ces conditions, il a été démontré que la réponse conditionnée évoluait rapidement, diminuant dans un cas et augmentant dans l'autre. Il serait possible de vérifier à quel taux de eCS correspondent ces nouveaux niveaux de stabilisations et s'ils correspondent au taux de eCS que l'on observait précédemment.

Il serait également intéressant d'approfondir nos connaissances concernant l'apparition de corrélation entre les réponses en « complex spikes » de différentes modalités. Il serait assez simple de réaliser des expériences associant des stimuli induisant des « complex spikes » avec différentes distances temporelles pour observer dans quelles conditions et à quelle vitesse on observe l'apparition de ces corrélations, et si comme dans la théorie de « temporal difference » on observe l'inhibition du « complex spike » prédit où à l'inverse on observe une augmentation globale de la réponse aux deux stimulus induits par un accroissement de réponses croisées.

Conclusion

La motivation initiale de ce projet était de tester l'application de l'hypothèse de descente de gradient stochastique sur un modèle in vivo après des études sur tranche. Cependant, l'absence de modulation des « simple spikes » durant l'apprentissage a empêché toute vérification des règles de plasticité prédites par le modèle. De plus, l'absence de l'acquisition d'une inhibition forte durant le conditionnement est en contradiction avec les prédictions du modèle et aucun lien direct n'a été observé entre présences de « complex spikes » de perturbation et la fermeture de la paupière. L'implémentation cérébelleuse proposée de la descente de gradient stochastique ne semble donc pas s'appliquer dans le cas du conditionnement du clignement de paupière. Il est possible que ce dernier ne soit recruté que pour des apprentissages plus longs et plus complexes dans lesquels il serait nécessaire. L'étude d'un tel modèle d'apprentissage cérébelleux permettrait de s'en assurer, cependant il n'en existe pas pour le moment.

Cette observation concernant l'absence de modulation des « simple spikes » remet également en question les modèles basés sur la théorie de Marr-Albus-Ito. En effet, il ne semble pas que la présence de eCS durant l'apprentissage soit suffisante à l'acquisition d'une baisse des « simple spikes ». L'explication de cette observation pourrait mener à une révision importante des théories sur les mécanismes d'apprentissage du conditionnement du clignement de paupière.

Enfin, un certain nombre de caractérisations précises des propriétés de réponse des « complex spikes » durant l'apprentissage ont pu être apportées.

Concernant les « complex spikes » induits par le puff d'air, il a été démontré que le taux de eCS était directement dépendant de l'amplitude de la réponse conditionnée, et ce d'une manière variant peu au cours de l'apprentissage. Ce lien pouvant être lié à la fois à une action protectrice de la fermeture de la paupière et à une inhibition olivaire proportionnelle à la réponse conditionnée. Cela exclu l'acquisition d'une inhibition nucléo-olivaire forte qui ne serait pas directement dépendante de la réponse conditionnée. De plus, la différence observée entre le lien de la réponse conditionnée avec le taux de eCS et de leurs timing nous informe sur la manière dont l'olive intègre la stimulation induite par les signaux d'erreur et semble évoquer un mécanisme conçu pour saturer la réponse de l'olive aux stimulus dépassant un certain seuil. Cette propriété pourrait avoir pour rôle de maximiser la vitesse d'apprentissage au-dessus d'un certain seuil d'erreur, la ralentissant afin de la rendre plus précise en deçà.

Le pic de « complex spikes » induit par le stimulus conditionné (cCS) déjà mis en évidence par Ohmae and Medina (2015) et ten Brinke et al. (2015) a été retrouvé. Cependant, à l'inverse de leurs observations nous le retrouvons de manière assez répandue dès le début de l'apprentissage. Sa probabilité augmente également durant l'apprentissage, mais dans des proportions moindres que celles observées dans ces travaux. L'apparition de ces cCS pourrait avoir un rôle dans l'acquisition ou l'expression de la pause des « simple spikes », ce qui expliquerait l'absence Bibliographie
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 331321111 Fig. 1.1 : Anatomie du système olivo-cérébelleux A Vue dorsale d'un cerveau de souris ; B Section horizontale ; C Section coronale, au niveau de la ligne c en A coronale ; D Section sagittale ; E Schéma anatomique de l'organisation cérébelo-olivaire ; Adapté de[START_REF] Sillitoe | Chapter 11 -Cerebellum[END_REF] 

Fig. 1 . 2 :

 12 Fig. 1.2 : Connectivité fonctionnelle du système olivo-cérébelleux

Fig. 1 . 3 :

 13 Fig. 1.3 : La cellule de Purkinje A Cellule de Purkinje de rat adulte vue au microscope confocal © Boris Barbour ; B Enregistrements intracellulaires d'un « simple spike » d'un « complex spike » ; Adapté de Llinas (2014) ; C Traces moyennes d'enregistrements extracellulaires d'un « simple spike » d'un « complex spike » ; D Exemple d'un cross-corrélogramme entre les « complex spikes » et les « simples spikes » d'une même cellule. On observe une pause caractéristique de décharges des « simples spikes » durant les 10ms suivant un « complex spike »
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 14 Fig. 1.4 : La boucle nucléo-cortico-olivaire
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 15 Fig. 1.5 : Projection des fibres grimpantes
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 161211 Fig. 1.6 : Protocole de plasticité sur tranche chez la cellule de Purkinje A Schéma des protocoles d'inductions utilisés. PF : Stimulation des fibres parallèles, PF + FG : Activation des fibres parallèles et des fibres grimpantes (« complex spike ») ; B Impact des différents protocoles d'induction successifs sur les courants postsynaptiques induits par les fibres parallèles chez la cellule de Purkinje Adapté de Coesmans et al. (2004) FP : Fibres parallèles, FG : Fibre grimpante
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 18 Fig. 1.8 : Propriétés des « complex spikes » conditionnés

Fig. 1 .

 1 Fig. 1.10 : Implémentation de la théorie de descente de gradient stochastique (A) Schéma représentant un système à optimiser avec l'algorithme de descente de gradient stochastique. Les valeurs r représentent les taux de décharge des différents neurones. Ils sont combinés afin de produire un mouvement. δr correspond à la perturbation d'activité d'un neurone du système et δε correspond à l'information concernant l'impact de cette perturbation sur le mouvement ; (B) Graphique représentant l'erreur dans la réalisation d'un mouvement en rapport avec le taux de décharge d'une cellule de Purkinje. La connaissance simultanée de δr et δε permet de déterminer la direction de l'optimum de décharge par rapport au taux de décharge actuel ; (C) Schéma d'organisation du système olivo-cérébelleux ; (D) Schéma simplifié du système olivo-cérébelleux. Les étoiles correspondent aux sites de plasticité nécessaire au modèle de descente de gradient stochastique. La fibre grimpante est porteuse de deux activités, l'une correspondant à la perturbation δr et l'autre δε informe de l'effet de cette perturbation. Adapté de Bouvier et al. 2018 FM : Fibres Moussue ; CG Cellule Granulaire ; FP : Fibres Parallèle ; CP : Cellule de Purkinje ; FG : Fibre Grimpante ; NP : Neurone de Projection ; NO : neurone Nucléo-Olivaire ; OI : Olive Inférieure

Figure 1 :

 1 Figure 1: Temporal and frequency domain decompositions of simple and complex spike waveforms. Specimen average simple (blue) and complex (red) spike waveforms before filtering A and bandpass filtered at 60-1000 Hz B or 1500-9000 Hz C, recorded on neighbouring electrodes arranged in two columns separated by 25 µm and staggered by 12.5 µm vertically, with dorsal sites at the top of the figure. D. Wavelet spectrograms of the dendritic (top) and somatic (middle) complex spike waveforms, and the somatic simple spike (bottom). The units of signal density are arbitrary.

Figure 2 :

 2 Figure 2: Flowchart outline of the automatic pipeline. Multiple analyses using the same spike-sorting suite with different parameters and/or different suites can be combined; in the example analysis presented below, we combined 5 MountainSort and 5 Kilosort analyses.

Figure 3 :

 3 Figure 3: Spike alignment. Examples of complex spike cluster mean waveforms before (blue) and after (red) alignment, in which little change was produced (A) and in which a much sharper main spike was revealed (B).

Figure 4 :

 4 Figure 4: Examples of cluster mean simple (A, B) and complex (A, B) spike waveforms considered to be similar (A, C) and different (B, D). Complex spikes were filtered at 150-3000 Hz and simple spikes at 300-6000 Hz. Scale bars: 200 µV/0.5 ms (A, B) and 100 µV/1 ms (C, D). The waveform differences calculated (see Text) were: A, 0.08; B, 0.69; C, 0.06; D, 0.39.

  limited adaptively by the most central minima of the second derivative of the autocorrelogram, as illustrated in Fig. 5. The differences of the autocorrelograms and the crosscorrelogram were calculated as the sums of absolute differences within the windows defined above. The two differences were combined in a weighted average: d = (n 1 d 1 +n 2 d 2 )/(n 1 +n 2 ) where d 1 , d 2 are the summed differences between each autocorrelogram and the crosscorrelogram and n 1 , n 2 the numbers of spikes in the two clusters.

Fig. 6

 6 Fig. 6 illustrates as scatter plots the distributions of waveform and correlogram difference measures for complex and simple spikes from one recording session. Three groups of points tend to be observed: fusion candidates, which are delimeted in the figure, a group of moderately similar clusters that are mostly recorded on the same electrode shank, and highly different clusters mostly recorded on different electrode shanks.

Figure 5 :Figure 6 :

 56 Figure 5: Examples of correlogram comparisons for fusion-eligible and ineligible complex and simple spike units. Similar (A, C) and different (B, D) auto-(blue, green) and cross-(red) correlograms; raw (left, units are counts) and normalised (right) correlograms are shown in each panel. Horizontal scale: time in ms. Dashed vertical lines indicate central peaks of the second derivative of the crosscorrelogram (see Text), delimiting the regions in which correlograms were compared.

Figure 7 :

 7 Figure7: Performance of the multi-analysis pipeline. A. Numbers of complex ('CS') and non-complex ('non-CS') spike clusters detected using recommended parameters for MountainSort (red), Kilosort (green) and Lussac (blue). B. Number of Purkinje cells with both simple and complex spikes for the different packages.

Figure 8 :

 8 Figure 8: Validation of sorting by spike injection. A. Specimen complex spike waveforms before injection, with signal-to-noise ratios corresponding to the classes below in panel C. B. Simple spikes before injection, as for A. Scale bars in A and B: 100 µV/2 ms. C. Quality score of injected complex spikes (see Eq. 6) averaged for clusters in different signal-to-noise classes. MountainSort, red; Kilosort, green; Lussac, blue. Box plots (median, solid line; mean, dashed line) and individual cluster values (circles). D. Quality score of injected simple spikes. Same format as C, except that results from Kilosort with two parameter sets are shown: 'low-frequency' (light green) and 'high-frequency' (dark green). E. Fraction of injected complex spike clusters exceeding the quality score on the x-axis. MountainSort, red; Kilosort, green; Lussac, blue. F. Fraction of injected simple spike clusters exceeding the quality score on the x-axis. Format as for E.
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 21 Zur, G. and Joshua, M. (2019). Using extracellular low frequency signals to improve the spike sorting of cerebellar complex spikes. Journal of Neuroscience Methods, 108423, DOI: 10.1016/j.jneumeth.2019. 108423. Longitudinal multielectrode recordings of Purkinje cell activity during eyeblink conditioning in mice Victor Llobet, Aurélien Wyngaard*, Elie Oriol*, Valentin Normand, Lina Jeantin, Jean-Charles Wurtz, Gérard Parésys, Jonas Ranft, Vincent Hakim, and Boris Barbour September 24, 2021 Abstract It is broadly agreed that synaptic plasticity underlies most forms of learning and memory. There are, however, few situations in which the plastic changes have been observed in vivo and linked to alterations of behaviour. Challenges include targeting high-resolution, longitudinal recordings to causal neurones. Several cerebellar behaviours are thought to offer compact and uniform controlling neuronal populations, yet even here sufficiently long-lasting recordings are rare and have only targeted single neurones. We have performed chronic multielectrode recordings of Purkinje cell activity during acquisition and extinction of eyeblink conditioning in mice. These revealed complex dynamics of complex spike activity associated with the conditioned stimulus, the conditioned response and the unconditioned stimulus. In contrast, no systematic modifications of simple spike activity were observed, despite the suitable complex spike activity. The absence of simple spike changes contradicts both Marr-Albus-Ito and Stochastic Gradient Descent theories of cerebellar learning. The perspectives for future experiments testing theories of cerebellar learning are discussed.

Figure 1 :

 1 Figure 1: Experimental setup. A. Head-fixed apparatus.B Diagram of the electrode implant. C. Left: site map (blue) of one shank (black outline) of the 64-channel probes employed. Right: example of raw electrical activity from 16 channels. D. Top: example cluster mean waveforms of simple (blue) and complex (red) spikes from one Purkinje cell. Bottom: complex × simple spike crosscorrelogram showing the pause of simple spike activity induced by the complex spike.

  iological data continuously and combine synchronisation signals, including from the camera, with that data stream. All real-time control during conditioning trials was performed using an Arduino Due connected to a PC running custom Python scripts (and for some of the experiments a custom C++ camera control program) under Linux. The parameters and an intitial trigger for each trial were sent to the Arduino, which then sequenced the conditioned and unconditioned stimuli, including the generation of the sound through a DAC output connected to the audio amplifier. The synchronisation pulses reporting the timing of the stimuli were recorded with the camera frame trigger and wheel encoder by the IntanTech mezzanine board (see below) and integrated with the electrophysiological data stream.Part of the control script running on the PC monitored the degree of eyelid opening (see below), enabling trials to be launched only when the eye was sufficiently open.

  described above, the recording was grounded and referenced to the headstage ground by connecting the electrode earth pin to the platinum wire immersed in the cerebrospinal fluid. The headstage was connected to a 'mezzanine board' that additionally exposes several channels for acquiring digital (and analog) signals; the synchronisation signals previously mentioned were connected here. Finally, the mezzanine board was connected to the PC via a USB cable. Electrophysiological data were acquired continuously during each session using the open source software provided by IntanTech (RHD2000interface; now obsolete). The software was modified to enable acquisition of impedance spectra, but these will be described and analysed in future work. The recording was bandpass filtered at 0.1-7.5 kHz and acquired at a gain of 192 at 30 kHz (except for one animal at 20 kHz). Specimen electrical recordings are shown Fig. 1C,D.

  Solages et al. (2008) andGao et al. (2012) have been adapted the MountainSort(Chung et al. 2017) package, automated, extended and validated in a parallel publication(Llobet et al, manuscript in preparation)

Figure 2 :

 2 Figure 2: Electrode positioning. A. Specimen histological section in which the electrode track is visible both from a dye (DiI) track and the (large) eletrolytic lesion (top), with a labelled copy (bottom; electrode track mauve, electrolytic lesion black ellipse). B. Positions of the best complex spike (eCS, error complex spike) response (higest probability, shortest latency) to an air puff for each electrode shank and all animals, diagrammed on a standardised atlas. (For colour key see next panel.) C. Scatterplot parameter distribution of the air-puff complex spike responses. The star/circle (latency) and blue/orange/red (mean number of complex spikes in excess of the baseline rate > 0.135/trial) indicate the key for the symbols plotted in panel B. The marginal distributions for latency and excess number are shown as histograms above and to the right of the plot, respectively.

Figure 4 :

 4 Figure 4: Overview of acquisition, extinction and reacquisition of the conditioned response. A. Conditioned response (fractional eyelid closure at the time of the air puff) during conditioning (red), extinction (green) and re-conditioning (orange) sessions. Robust mean (solid line) ± SE (shaded area, n mice per session detailed in Fig. 3C). Sessions are delimited by interruptions in the lines, while days are indicated by vertical dashed lines. The conditioned responses were averaged in bins of 10. B. Mean fractional eyelid closure conditioned (FEC) of responses for different sessions (colours in legend), relative to the arrival of the air puff at the eye; the shaded area indicates the time of the light conditioned stimulus (the tone stimulus was triggered 40 ms later).

Figure 5 :

 5 Figure 5: Specimen electrophysiology. Average simple (top) and complex (bottom) spike firing frequencies during eyeblink conditioning in a Purkinje cell tracked across 5 sessions (graded colours).Smoothed firing rates were normalised to their baselines, which varied between sessions. The timing of the conditioned stimuli relative to the air puff at 0 is indicated by the shaded area.

Figure 6 :

 6 Figure 6: Timing of complex spike activity. A. Session robust means (bins 10 ms) of complex spike activity during the initial block of conditioning. The shaded area indicates the conditioned stimulus and 0 the arrival of the air puff. The horizontal dashed black line indicates the baseline frequency. Three peaks were distinguished and classified according to the timings shown above the figure. Complex spikes following the air puff are termed error complex spikes (eCS, red, 10-55 ms). The complex spikes occurring during the conditioned stimulus were divided into early cCS (blue, -135 to -75 ms) and late cCS (green, -65 to -15 ms) peaks. Cells were selected for an excess eCS (see Text)). B. Session robust means during extinction. C. Session robust means during re-conditioning. D. Time course of session robust means (lines) and bootstrap CI (shaded bands) for the three types of complex spike, represented as the numbers of eCSs/trial in excess of baseline activity. Vertical dashed lines indicate days.

Figure 7 :

 7 Figure 7: eCS probability as a function of eyelid closure. Caption on next page.

Figure 7 :

 7 Figure 7: Figure on previous page. eCS probability as a function of eyelid closure. A. Mean number of excess eCS per trial as a function of the conditioned response, in bins of 0.1 eyelid closure. Complex spike units were selected to have average eCS rates exceeding 5 Hz when the conditioned response was < 0.4. The data for the first 6 sessions (eyeblink conditioning) are shown in different colours (key) and the robust means of excess eCSs and conditioned responses for individual sessions are shown as dashed lines. B.Comparison of excess eCSs for small and large conditioned responses from later sessions (when a wide range of conditioned responses occur), with the bootstrap confidence interval for the difference of the robust means shown on the righthand axis. N is the number of complex spike units. C. Comparison of excess eCSs per trial for early and late sessions for small conditioned responses (because large conditioned responses are not observed in early sessions), with the bootstrap confidence interval for the difference of the robust means shown at the righthand axis. N is the number of complex spike units. D. Similar analysis to that in A but for eCS timing instead of eCS probability. E. Scatter plot and robust linear regression (black) of the timing of individual eCSs as a function of the conditioned response, for late sessions (which have a wide range of conditioned responses). Righthand axis shows bootstrapped confidence interval of the slope; r 2 was 0.27.

Figure 8 :

 8 Figure8: Inhibition of eCS depends upon activity. A. Excess complex spikes during the eCS window following the conditioned stimulus during the first session of the extinction block as a function of the strength of the eCS response of each Purkinje cell. Because the air puff was omitted, the strength of the eCS response was estamated from 5 air-puff-only trials. A robust regression line is plotted, and the bootstrap confidence interval of its slope is shown against the righthand axis. B. Same analysis as in A, except for the third session of the extinction block.

Figure 9 :

 9 Figure 9: Correlations of the early cCS. Caption on next page.

Figure 9 :

 9 Figure 9: Figure on previous page. Correlations of the early cCS.A. Relation between robust mean number of excess cCSs/trial and the conditioned response (bins of 0.1) for eyeblink conditioning sessions (colours) and the global robust mean (black). B. Difference of excess #early cCSs/trial for two ranges of (small and large) conditioned responses from sessions 4-6 of eyeblink conditioning. The bootstrap confidence interval of the difference is shown alongside the righthand axis. C. Difference of excess #early cCS associated with small conditioned responses in early and late conditioning sessions; the bootstrap CI of the difference is shown alongside the righthand axis. D. Scatterplot of per cell eCS and early cCS response strength for the first conditioning session. The robust regression line (solid black) is superimposed and the bootstrap confidence interval of its slope is indicated at the righthand axis. The dashed line indicates equality of early cCS and eCS responses. E. Same plot as in C but for the sixth conditioning session.

Figure 10 :

 10 Figure 10: Correlations of the late cCS. A. Strength of late cCS response (robust mean of #excess spikes/trial) as a function of conditioned response (bins of 0.1). Per session relations (colours) and the global average (black) are shown; the per session mean conditioned responses are indicated by the coloured dashed vertical lines. B. Difference of #late cCS for two ranges (small and large) of conditioned responses from sessions 4-6 of eyeblink conditioning. The bootstrap confidence interval of the difference is shown alongside the righthand axis. C. Scatterplot of per cell eCS and late cCS response strength for the sixth conditioning session. The regression line (solid black) is superimposed and the bootstrap confidence interval of its slope is indicated at the righthand axis. The dashed line indicates equality of early cCS and eCS responses.

Figure 11 :

 11 Figure 11: Simple spike activity. Robust mean simple spike rate averaged per session (colours) during conditiong A or extinction B.As for other figures, cells were selected on the basis of an eCS peak > 5 Hz. Rates have been normalised to the baseline.

Fig. 3 . 2 :

 32 Fig.3.2 : Fréquence de « complex spikes » pour chaque cellule enregistrée, après une fermeture spontanée (ordonné) et en réponse au stimulus conditionné (abscisse), à la première session d'apprentissage (gauche) et à la dernière (droite). On observe l'apparition d'une corrélation importante entre la réponse aux deux modalités au cours de l'apprentissage.

  

  Règles de plasticité, théorie de descente de gradient stochastique Règles de plasticité prédites par le modèle de descente de gradient stochastique. En opposition du modèle dit de Marr-Albus-Ito, une activation unique des fibres parallèle ainsi qu'une activation successive des fibres parallèles et de la fibre grimpante n'engendre aucune plasticité. Une activation simultanée de la fibre grimpante et des fibres parallèles engendre de la LTP, qui devient LTD si elle est suivie d'une deuxième activation de la fibre grimpante. Adapté de

		Protocole d'induction	Plasticité	Protocole d'induction	Plasticité
	G		Stable	G	pCS		LTP
	G	eCS	Stable	G	pCS	eCS	LTD
	Fig. 1.11 :						

Je vais maintenant décrire une implémentation possible de ce modèle dans le système olivonucléo-cérébelleux. Les neurones décrits précédemment correspondent aux cellules de Purkinje, dont l'ensemble des taux de décharge modifie le mouvement ou l'action en cours. Les cinq points décrits précédemment seront traités dans l'ordre.

The backronym can be interpreted as Lots of unique spike-sorting analyses combined; only the truly cynical would suggest that it might refer to our second office, the 'Pub Gay-Lussac'.
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Conditioning

For later sessions (conditioning session 6 and afterwards, orange), 7 short-interval trials were interleaved. C. The sequence of conditioning, extinction and re-conditioning trials. Each day comprised 3 sessions. The numbers of mice contributing data is noted beneath each session, as is the total number of complex spikes (CS) and Purkinje cells with both complex and simple spikes (pairs), where the complex spikes satisfied the selection criterion.

Proportion de cCS % (corrigée) Une explication un peu plus osée serait que l'absence de pause dans le taux de décharge des « simple spikes » tiendrait aux délais beaucoup plus courts dans lesquels notre apprentissage se déroule, 2 jours contre 10 chez ten Brinke et al. (2015). La première cause pourrait être que l'acquisition et l'expression de phénomènes plastiques au sein du cortex cérébelleux ne soient visibles que sur des temps plus longs. Cela signifierait que l'apprentissage de la réponse conditionnée ne soit pas supporté par l'acquisition d'une pause des « simple spikes ». Bien que spéculative, cette version est supportée par certaines observations, comme celle de Wada et al. (2007) dans laquelle la suppression de la transmission synaptique en provenance des fibres parallèles bloque l'expression, mais pas l'acquisition de la réponse conditionnée. Une autre hypothèse pourrait être liée aux cCS ( « complex spikes » induits par le stimulus conditionné). Il se trouve que de manières concomitantes à l'acquisition d'une baisse de décharge des « simple spikes », il a été observé l'apparition de cCS à des niveaux important et proportionnel au taux de eCS [START_REF] Heiney | Cerebellar-dependent expression of motor learning during eyeblink conditioning in head-fixed mice[END_REF]Ohmae and Medina, 2015 ;ten Brinke et al., 2015). Nous