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Introduction

1. Qu’'est ce que l'interaction sociale

1.1. Les étapes de l'interaction sociale sont similaires aux étapes de la

prise de décision

1.1.1.Les étapes de l'interaction sociale

Les animaux sociaux interagissent en permanence avec leurs congéneéres, que ce soit
pour se reproduire, se battre, défendre son territoire, prendre soin des jeunes ou encore
échanger des informations. Interagir socialement est un processus qui se déroule en plusieurs
étapes (Chen and Hong, 2018; Fernandez et al., 2018; Yizhar and Levy, 2021). La premiere de
ces étapes repose sur la perception d'une information sociale. Les animaux sont sans cesse
confrontés a une grande variété de stimuli tels que la lumiére, les odeurs, ou la température.
Afin de réaliser une interaction sociale avec un de ses congéneres, la souris doit parvenir a
distinguer les stimuli sociaux des stimuli non sociaux et non pertinents pour l'interaction. La
distinction entre ces différents stimuli est rendue possible grace a des indices olfactifs, visuels,

auditifs ou somatosensoriels.

Une fois percus, les stimuli sociaux sont intégrés, permettant ainsi d'identifier I'individu
et I'environnement : qui est-ce congénere ? M'est-il familier ? Quel est son sexe ? Que me veut-
il ? Veut-il se reproduire ? A-t-il besoin d'aide ? Quel est son statut social ? L'environnement
est-il dangereux ? Quel est I'état émotionnel de ce congénere ? Le traitement des indices
sociaux et non sociaux permet a l'animal de prédire le comportement possible de son
congénere. Apres avoir décodé tous les stimuli sociaux et avoir anticipé le possible
comportement du congénere, I'animal va intégrer ses éléments a son propre état interne ainsi
qu'a son histoire personnelle. Par exemple, quel a été le résultat de mes précédentes
interactions ? Que veut-il a cet instant précis ? Quel est mon état de motivation ? Que peut
déclencher cette action chez mon congénere ? Apres avoir intégré toutes ces informations,
I'animal choisira sa réponse comportementale. Ainsi, en fonction du contexte, I'animal peut

choisir de fuir, de s'approcher, de s'accoupler, d'aider I'autre souris et ainsi de suite. Dans tous
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les cas, apres avoir choisi le comportement adapté au contexte, la souris devra s'adapter a la
réponse de I'autre. Par exemple, si I'animal a décidé d'approcher son congénere, celui-ci peut
en retour avoir un comportement agressif, ce qui pourra entrainer un changement

comportemental : répliquer par I'agression, fuir s'immobiliser...

Ainsi, au cours de chaque interaction sociale, les souris doivent étre capables de
développer un comportement flexible, c'est-a-dire d'étre s'adapter en permanence a son
environnement et a son congénere. Cette notion de flexibilité comportementale sera
développée un peu plus loin dans le manuscrit. Une fois 'interaction sociale terminée, ses
conséquences seront mémorisées et serviront a moduler, ou construire les interactions futures.
Par exemple, aprés une défaite sociale (la souris a subi un comportement agressif de la part de
son congénere lors d'une interaction), les souris ont tendance a moins approcher un
congénere (Larrieu et al., 2017). Ce comportement montre donc que I'animal est capable de
discerner les conséquences de ses actions passées et d'adapter sa réponse lors du prochain
comportement similaire survenant. L'animal aura donc appris la bonne réaction a avoir dans
cette situation ainsi qu'a mieux interpréter les signaux sociaux, comme le "mouvement de
queue” ou les expressions faciales, afin d'éviter de subir d'autres comportements agressifs lors

d'une situation similaire (voir Figure 1).

Il convient de préciser ici que dans la suite de ce manuscrit, je me focaliserai
principalement sur le rongeur afin d'étudier les différents paramétres qui sous-tendent les
interactions sociales. Quelques exemples pourront étre pris chez les autres mammiferes mais

seulement dans le but d'illustrer certains propos.
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Figure 1. Les différents processus des interactions sociales (A) Représentation schématique
de deux cerveaux décideurs. Les informations percues sont intégrées et une réponse
comportementale va étre effectuée. Cette réponse prend en compte les comportements de
l'autre animal (d’aprés Chen & Hong 2018) B) Exemple d’informations sensorielles percues qui
vont étre intégrées a I'état interne de I'animal. En fonction des paramétres internes et externes,
l'animal va choisir la réponse comportementale qui lui semble la plus appropriée. (D’aprés Chen
& Hong 2018 C) Processus engagés dans les interactions sociales . détection et intégration des
informations sensorielles, intégration aux informations internes avant de choisir le
comportement approprié. Apres la réalisation de son comportement, I'animal recoit un retour
de son interaction (D'aprés and Levy, 2021).

1.1.2. Les étapes de la prise de décision

La prise de décision peut étre décomposée en plusieurs étapes (voir Figure 2, Doya,

2008; Ernst and Paulus, 2005; Rangel et al., 2008).
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Evaluation des résultats
Cuel est le résultat et les états qui ont suivi l*action?

Apprentissage des actions

Figure 2. Les étapes de la prise de décision (d'aprés Rangel et al, 2008)

La premiere étape est la perception et la reconnaissance des différentes actions
possibles lorsqu’un individu est confronté a une situation. Il va donc intégrer différentes
informations provenant de son état interne (motivation, émotion, état physiologique), ainsi que
des informations provenant de I'environnement externe (ressources disponibles, congénere
présent, environnement stressant..). Cette intégration permet a l'animal d'aboutir aux

différentes options et actions possibles pour répondre a la situation.

La deuxieme étape consiste a évaluer les différentes options et notamment le ratio
colt/bénéfice de chaque action. Par exemple, I'individu va estimer I'effort que lui demande
cette action en fonction de la récompense, le temps nécessaire pour I'obtenir et le risque lié a
celle-ci. Toutes ces actions vont donc étre analysées et une valeur sera attribuée a chacune

d'entre elles.

La troisieme étape se définit par le choix de l'individu de I'option la plus avantageuse

dans le contexte donné.

L'étape suivante comprend I'évaluation des conséquences de ce choix et de déterminer

si la valeur obtenue correspond aux bénéfices attendus.



L'ensemble de ces étapes aboutit a un apprentissage qui modifiera et influencera les
décisions suivantes et permettra d'améliorer les choix quand une situation similaire se

présentera.

Comparaison entre les étapes de l'interaction sociale et I'étape de la prise de décision

Nous pouvons remarquer que les étapes permettant de réaliser une interaction sociale
sont similaires a celles d'une prise de décision non sociale. Les interactions sociales peuvent
donc constituer de bons modeles de prise de décision. Il existe cependant quatre différences :
la premiere est que lors des interactions sociales, la décision est principalement focalisée sur
le domaine social, c'est-a-dire la détection de stimuli sociaux, parfois au détriment de stimuli
non sociaux, la deuxiéme distinction est que lors d'une interaction sociale, il y a un phénomeéne
de réciprocité car deux individus ou plus décident de ce qu'ils vont faire. Ainsi, les interactions
sociales peuvent étre considérées comme la résultante de deux cerveaux décisionnaires (Chen
and Hong, 2018), un dernier élément trés important est le phénomene de flexibilité
comportementale qui est la capacité d'adapter son comportement en fonction du contexte.
Dans le cadre des interactions sociales, cette flexibilité se définit aussi par le fait que les deux
individus doivent s'adapter en fonction de ce que l'autre fait. En effet, si I'animal A décide
d'approcher et que I'animal B montre un comportement agressif, I'animal A doit prendre en
compte cette information et modifier son comportement d'approche en évitant le risque de
morsures, par exemple. Le fait de devoir s'adapter aux comportements de son congénere sous-
entend une incertitude lors des choix entre plusieurs actions. En effet, dans une interaction
sociale on ne peut prédire avec certitude la réaction du congénere. Cette notion d'incertitude
est donc tres importante dans une interaction sociale. Avec ces éléments, nous pouvons

considérer que l'interaction sociale est un modele spécifique de prise de décision.

1.1.3.A quel type d'interaction nous intéressons nous ?

Les interactions sociales recoupent un ensemble de comportements : reproducteurs,
agressifs, entre congénéres du méme sexe, ou bien encore la relation parent-jeune. De plus,
certaines interactions sociales se déroulent difféeremment a des moments distincts de la vie,

comme par exemple avant la puberté, a I'adolescence, a I'age adulte ou a un age plus avancé.



Nous pouvons aussi voir des comportements entre deux especes différentes, par exemple entre
proies et prédateurs.

Dans le cadre de mon projet de these, je me suis intéressé uniquement aux interactions
male-males de souris adultes. Nous avons fait le choix d'étudier la souris car c'est un animal
social ainsi qu'un modele permettant de réaliser des modifications génétiques, ce qui facilite
la compréhension des mécanismes neurobiologiques. Plus précisément, j'ai étudié des souris
jeunes adultes afin d'étudier le comportement lorsque le développement cérébral est
totalement terminé. De plus, nous n'avons pas voulu utiliser des souris trop agées afin d'éviter
les conséquences du vieillissement. Ainsi, nous allons nous intéresser aux interactions sociales
libres et réciproques entre deux animaux adultes durant lesquelles ils devront s'adapter aux

comportements de l'autre et, ainsi, mettre en ceuvre toutes les étapes de la prise de décision.

1.2.Circuit influencant le cerveau social

Le cerveau social, ou “social brain” en anglais, réfere a toutes les structures cérébrales
engagées dans les processus cognitifs sociaux (Fernandez et al., 2018) dont les principales
structures sont représentées en Figure 3. Le but de cette partie est de présenter succinctement
les circuits qui sont impliqués dans le cerveau social afin d'obtenir un apercu global, méme si
bien évidemment, d'autres structures auraient pu étre ajoutées. De plus, les fleches mises en

Figure 3 indiquent les principales connexions entre ces structures.
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Figure 3. Schéma simplifié du cerveau social représentant la majorité des connexions

entre différentes structures et le CPF. _Les fleches vertes constituent principalement des
projections impliquées dans les processus émotionnels alors que les fleches rouges constituent
des projections impliquées dans les processus de motivation (Daprés Yizhar and Levy (20217)).

1.2.1.Principales structures impliquées dans le cerveau social

L'’amygdale

L'amygdale est une structure complexe localisée dans le lobe temporal qui contient
approximativement 13 noyaux chez le primate. Les noyaux les plus connus sont I'amygdale

basolatéral (BLA), I'amygdale médiane (MeA) et I'amygdale central (CeA).



Cette structure recoit des entrées du noyau thalamique et du cortex préfrontal et se
projette dans le cortex préfrontal (CPF), le septum latéral, I'hnypothalamus) et le noyau

accumbens (Nac).

L'amygdale est impliquée dans les comportements sociaux, les processus émotionnels
tels que la peur ainsi que la reconnaissance des stimuli sociaux et regoit des informations
sensorielles provenant par exemple du bulbe olfactif (Adolphs, 2009; Fernandez et al., 2018;

Ko, 2017; Yizhar and Levy, 2021).
L'aire tegmentale ventrale (ATV)

L'ATV est une structure cérébrale envoyant des projections au striatum ou au CPF et

qui est fortement impliquée dans les processus motivationnels.
Le striatum

Le striatum est composé de différentes régions distinctes dont les principales sont : le
striatum dorsal contenant le putamen et le noyau caudé ainsi que le striatum ventral qui
contient principalement le noyau accumbens (Nac). Le noyau accumbens est quant a lui divisé

en deux parties, le noyau accumbens core et le noyau accumbens shell.

La partie dorsale du striatum est connectée au cortex sensoriel et moteur alors que la

partie ventrale est connectée elle au CPF, a I'amygdale et a I'hypothalamus.

Le striatum dorsal est principalement impliqué dans les comportements moteurs alors
gue le noyau accumbens est davantage lié a la motivation sociale et aux comportements

dirigés vers un but (Fernandez et al., 2018; Yizhar and Levy, 2021).
L’hypothalamus

L'hypothalamus contient trois zones distinctes : la zone périventriculaire (autour du
troisieme ventricule), la zone médiane et la zone latérale. Le noyau paraventriculaire est

fortement impliqué dans le comportement social.

L'hypothalamus regoit principalement des entrées neuronales du cortex
somatosensoriel (olfactif, tactile et douleur), du tronc cérébral, du CPF ou de I'hippocampe.
Cette structure se projette au niveau du cortex préfrontal, de I'aire tegmentale ventrale et de

I'amygdale.



Cette structure est principalement impliquée dans les fonctions neuroendocrines, de
régulation des comportements agressifs, reproducteurs et défensifs et joue un réle dans

I'affiliation sociale (Fernandez et al., 2018; Ko, 2017).
Le septum latéral

Cette structure est composée de trois régions distinctes : le septum latéral, médian et
postérieur et est connectée au ATV, I'hypothalamus et I'amygdale. En vue de ces connexions,
cette structure fait partie des composantes importantes du systéeme limbique et a un rdle

majeur dans le traitement des émotions (Fernandez et al., 2018).
Substance grise périaqueducale (PAG)

Cette structure est divisée en différentes parties : dorso médiale, dorsolatérale, latérale
et ventrolatérale composant le PAG. Elle interagit avec les structures limbiques telles que

I'amygdale mais également avec des structures comme le cortex préfrontal.

Sa fonction permet de réguler les comportements agressifs, d'évitement comme la

défaite sociale, de traiter la peur sociale ou non ainsi que la communication sociale (Ko, 2017).
Le noyau dorsal du raphé

Ce noyau contient les noyaux des neurones sérotoninergiques et envoie tout comme il
recoit des connexions réciproques au CPF médian. Il est impliqué dans beaucoup de fonctions
et sous-tend les comportements motivés, Iattention, les comportements sociau,

I'apprentissage et la mémoire (Ko, 2017).
L’hippocampe

L'hippocampe peut étre divisée en 5 parties : le gyrus denté, le CA1, CA2, CA3, CA4 La
partie ventrale de I'hippocampe possede de fortes connexions réciproques avec I'amygdale et
le CPF médian ainsi qu'avec le noyau dorsal du raphé et I'hnypothalamus. Cette structure joue
un réle dans les fonctions de mémoire globale et sociale ou encore pour les comportements

de peur et d'anxiété (Ko, 2017; Yizhar and Levy, 2021).
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Le cortex préfrontal médian (CPFm)

Cette partie du cortex est impliquée dans les hautes fonctions cognitives dont la
planification, I'organisation, la prise de décision et l'interaction sociale. Sur le schéma de la
Figure 3, nous pouvons voir que I'ensemble des structures citées auparavant sont connectées
au cortex préfrontal (Fernandez et al., 2018; Ko, 2017; Yizhar and Levy, 2021), ce qui nous
permet d'estimer que cette partie est une structure clef pour le cerveau social. La composition

et fonction de cette structure seront tres fortement développées dans la partie suivante.

Dans la suite de ce manuscrit, nous allons détailler de maniere plus précise les roles de
certaines des structures évoquées en Figure 3, méme si nous nous intéresserons

principalement au cortex préfrontal.

Le cortex préfrontal, coeur du cerveau social : étude des bases neurobiologiques et

anatomiques

1.2.1.1. Exemple du cas Phineas Gage

Depuis le cas de Phinéas Gage, de nombreuses études ont montré que le CPF est
impliqué dans la cognition sociale qui regroupe tous les processus impliqués dans l'interaction
sociale (Adolphs, 2001; 2009). L'histoire de Phinéas Gage se déroule en 1948 lorsqu'il travaillait
en tant que contremaitre dans la construction des voies de chemin de fer. Au cours de son
travail, il fGt victime d’'une explosion durant laquelle une barre de fer lui transperca le crane.
Apreés cet accident, méme si son comportement semblait normal, Halow, le médecin qui 'avait
évalué, nota un changement de sa personnalité. Entre autres, il avait des difficultés de jugement
et de prise de décision ainsi que des troubles de la cognition sociale. L'analyse du trajet de la
barre de fer montra que les |ésions étaient particulierement retrouvées dans le cortex orbito-
préfrontal (voir Figure 4, Damasio et al., 1994; Ratiu et al., 2004). D'autres études ont par la

suite confirmé le cas de Phinéas Gage.
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Figure 4. Reconstruction en 3D du trajet de la barre de fer a partir du cas de Phinéas Gage
(D'aprés Ratiu et al, 2004).

1.2.1.2.  Anatomie du cortex préfrontal chez le rongeur

Chez le rongeur (rat et souris), le cortex préfrontal peut se diviser en plusieurs parties
(Dalley et al., 2004) : le cortex préfrontal médian qui est composé de l'infralimbique (IL), du
prélimbique (Prl), du cortex cingulaire antérieur (ACg1 et ACg2) et du cortex orbitofrontal
médian (MO), le cortex préfrontal latéral composé de l'insula agranulaire dorsal et ventral
(AID et AlV) et du cortex latéral orbital (LO) et le cortex préfrontal ventral qui comprend le

cortex ventral orbital (VO) et le cortex orbitofrontal latéral (VLO).
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Figure 5. Schéma représentant le cortex préfrontal chez le rat ((Dalley et al., 2004). a)
Coupe latérale. b) Coupe coronale. Les abréviations utilisées sont les suivantes : ACg : cortex
cingulaire antérieur, AID : cortex cingulaire agranulaire dorsal, AlV : cortex cingulaire
agranulaire ventral, AOM : noyau olfactif médial antérieur, AOV : noyau olfactif antérieur
ventral, CC : corps calleux, Cg2 : cortex cingulaire de l'aire 2, IL : cortex infralimbique, LO : cortex
orbital latéral, M1 : aire motrice primaire, MO : cortex orbitaire médial, OB : bulbe olfactit, PrL :
cortex prélimbique, PrC : cortex précentral, VLO : cortex orbital ventrolateral, VO : cortex orbital
ventral.

1.2.2.Fonction du cortex préfrontal et de ses sous structures anatomiques

Apreés le cas de Phinéas Gage, de nombreuses autres études réalisées chez 'homme et
la souris ont confirmées et approfondies les roles du cortex préfrontal. En effet, ces études ont
montrées un réle dans les fonctions cognitives telles que les comportements sociaux (Avale et
al, 2011; Franklin et al., 2017; Ko, 2017), la planification (Ferguson and Gao, 2018), les fonctions
exécutives (Dalley et al., 2004; Ferguson and Gao, 2018; Granon et al., 2003), l'attention
(Ferguson and Gao, 2018; Franklin et al., 2017; Gritton et al., 2016), la mémoire de travail
(Ferguson and Gao, 2018; Granon et al.,, 1994), la prise de décision (Avale et al., 2011; Krawczyk,
2002), la flexibilité cognitive (Ferguson and Gao, 2018; Granon and Changeux, 2012; Pittaras et
al., 2016a) et les émotions (Rolls et al., 2020; Rudebeck and Rich, 2018).
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1.2.2.1. Le cortex orbitofrontal (COF)

Le cortex orbitofrontal est la partie la plus ventrale du cortex préfrontal qui joue un réle
dans la cognition et les émotions, notamment lors du traitement émotionnel (Adolphs, 2001;
Rolls, 2004; Rolls et al., 2020; Rudebeck and Rich, 2018). En effet, il a été montré que le cortex
orbitofrontal participait au décodage du visage et des expressions faciales (Barat et al., 2018).
Dans cette méme étude, le COF s'activait différemment selon si I'individu était un male, une
femelle, un individu familier ou bien étranger ou encore lorsqu’un individu était dominant face

a un autre individu dominé (Barat et al., 2018).

De plus, le cortex orbitofrontal est mobilisé lors d'une situation conflictuelle. Certaines
données de la littérature suggerent que le COF pourrait permettre I'établissement d'une “carte
cognitive”(Rudebeck and Rich, 2018; Stalnaker et al, 2015) ce qui suggere que le COF va
permettre l'intégration de différentes informations sensorielles, comme le toucher, la vision,
le goUt, I'olfaction, I'audition, ainsi que des informations émotionnelles (Rolls, 2004; Rolls et al.,
2020). A la suite de cette intégration, le COF permet la prédiction et détermination d'une valeur
positive et négative de toutes les options possibles qui va dépendre du colt bénéfice/risque.
Cette balance integre aussi bien les états sensoriels, émotionnels que cognitifs. Par
I'établissement de ces valeurs, l'individu (humain ou souris) pourra se représenter I'ensemble
des options possibles avec pour chacune d’'entre elles une valeur plus ou moins bénéfique.
C'est ce qu’on peut appeler une carte cognitive (Rolls et al., 2020; Rudebeck and Rich, 2018;
Yizhar et al., 2011). Enfin, I'établissement de cette valeur permet a I'individu de pouvoir prendre

sa décision.

Le COF est une structure qui peut également servir aux mécanismes d'apprentissages.
Par exemple, lorsqu'apres la réalisation d'un choix la valeur que I'on avait attribuée a cette
option ne correspond pas a la valeur obtenue, on observe alors un mécanisme d'apprentissage
car la valeur précédemment attribuée par le cortex orbitofrontal sera modifiée par la valeur

actuelle (Izquierdo et al., 2007; Stalnaker et al., 2015; Yizhar et al., 2011).

D'autres études ont aussi montré le role du cortex orbitofrontal dans la flexibilité
comportementale. Par exemple, une étude montre qu'une lésion de le COF perturbe le

renversement de régle, soit les souris étaient tout a fait capables d’apprendre la regle mais lors
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du changement de regle, elles avaient des difficultés a acquérir la nouvelle regle et
persévéraient beaucoup plus dans I'ancienne régle comparées aux souris contrdles. De plus,
cette difficulté était associée a un comportement beaucoup plus impulsif. Cela peut s'expliquer
par une absence de mise en place des valeurs pour les options et une conservation de
I'habitude de I'ancienne regle qui fait que le choix de la souris se fait de maniere plus rapide

(Mar et al,, 2011; Winstanley et al., 2004).

Pour finir, le COF recoit des informations sensorielles et il possede des projections
neuroanatomiques vers le systeme limbique (comme l'insula et I'amygdale) mais aussi vers des
structures impliquées dans la motivation (striatum ventral), la mémoire (hippocampe) ou
encore vers le lobe temporal. Il est aussi connecté a d'autres structures impliquées dans le
comportement social telles que le PAG, le thalamus ou d'autres structures du cortex préfrontal

(Rudebeck and Rich, 2018).
1.2.2.2. Le cortex cingulaire antérieur

Le cortex cingulaire est une région du cortex préfrontal qui permet d'évaluer le colt ou
bénéfice de chaque action afin d'obtenir une récompense (Hillman and Bilkey, 2012; Yizhar and
Levy, 2021; Zeeb et al,, 2015). Ainsi, cette structure intervient lors d'une situation conflictuelle.
Des expériences ont montré dans un labyrinthe en T avec un bras ayant une faible récompense
et un autre avec une forte récompense mais ou le rongeur doit grimper sur une barriere pour
y accéder, qu'apres une lésion de le CCA chez le rat, ils préféraient le bras avec un faible colt
bénéfice mais nécessitant peu d'effort plutét que d'obtenir une forte récompense qui nécessite
un plus grand effort. La méme expérience a été réalisée chez des rats non lésés et ils ont montré
qu'ils préféraient la forte récompense (Salamone et al.,, 2003). En revanche, lorsque les deux
bras ont la méme valeur de récompense, les rats s'orientent vers le bras qui nécessite le moins
d'effort. De plus, d'autres études ont aussi suggéré que cette structure interviendrait dans la

prédiction de futurs efforts réalisés.

Egalement, plusieurs études ont montré que le CCA pouvait jouer un réle dans les
comportements sociaux. En effet, cette structure participe a I'évaluation des colts et bénéfices
des informations sociales et non sociales (Adolphs, 2001, 2009) et par exemple, une lésion du

CCA provoque une perte d'intérét pour interagir avec son congénére (Hillman and Bilkey,
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2012). Il a été aussi montré que cette structure peut agir dans la prédiction sociale (Lockwood
and Wittmann, 2018), entre autres lors du traitement des émotions et dans les mécanismes
empathiques (Singer et al, 2004; Yamagishi et al., 2020). Par exemple, une étude objective
qu’une suppression des récepteurs d'ocytocine dans le CCA diminue les comportements d'aide

a la détresse d'une souris (Yamagishi et al., 2020).

1.2.2.3. Les cortex prélimbique (PRL) et infralimbique (IL)

Le cortex prélimbique (Prl) et infralimbique (IL) se situent dans le cortex préfrontal
médian. De maniére générale, ces structures ont un réle dans les comportements sociaux et
les fonctions cognitives car une lésion du cortex prélimbique impacte les performances en
mémoire de travail (Dalley et al., 2004; Gisquet-Verrier and Delatour, 2006; Granon et al., 1994),
des fonctions exécutives (Granon et al., 1994; Vertes, 2006) ainsi que du contréle émotionnel

(Minami et al., 2017; Yizhar and Levy, 2021).

Ces deux structures sont également impliquées dans les processus de prise de décision.
En effet, des études ont montré par c-Fos (Pittaras et al., 2016a) ou par lésion (Zeeb et al., 2015)
I'implication du Prl lors d'une prise de décision. Pour faire ceci, les différents auteurs cités
précédemment ont réalisé une tache de gambling chez le rongeur qui se compose de quatre
choix dont deux sont plus avantageux (plus grande probabilité d'obtenir une récompense) et
les deux autres sont plus désavantageux (plus faible probabilité d'obtenir une récompense).
L'étude de Zeeb et collaborateur (2015) a montré qu'une Iésion du cortex infralimbique et
prélimbique entraine le rat a choisir le bras qui était le plus désavantageux. De la méme
maniere, I'étude de Pittaras et collaborateur (2016) a montré que les souris qui choisissaient
majoritairement les bras avantageux, soit les choix comportant peu de risques mais moins
flexibles, présentaient une hypoactivation du Prl. En revanche, la prédominance de choix
risqués plus flexibles est sous-tendue par une hyperactivation du Prl. Ces deux études
ensemble suggerent que le Prl est impliqué dans le maintien des choix optimums (Pittaras et
al., 2016a; Zeeb et al, 2015). De plus, une autre étude a démontré qu'un antagoniste des
récepteurs nicotiniques dans le Prl compromet la prise de décision dans une tache de mémoire

de travail (Granon et al., 1995).
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Comme introduit plus haut, prendre une bonne décision nécessite d'intégrer tous les
parameétres environnementaux, c'est-a-dire de mettre en ceuvre des processus attentionnels
efficaces. L'étude de Gritton et collaborateur (2016) a montré, lors d'une tache
comportementale ou la souris devait appuyer sur un levier suite a un indice lumineux afin
d'avoir une récompense, que la libération d'acétylcholine (Ach) dans le Prl augmente la
détection des indices. Cette libération se produit méme en absence d'indice lumineux, ce qui
entraine donc une augmentation de faux positifs. Cette étude montre également que
I'inhibition de I'’Ach dans le Prl provoque une augmentation de la non détection de l'indice
lumineux, ce qui confirme alors que la libération d’Ach dans le Prl est nécessaire pour la

détection des indices environnementaux (Gritton et al., 2016).

La capacité de pouvoir s'adapter a son environnement est un aspect trés important
dans les processus de prise de décision. Nous avons abordé précédemment le role majeur des
cortex prélimbique et infralimbique dans la flexibilité comportementale et, plus précisément,
lors d'une tache de renversement de regle. Les auteurs ont montré que dans une tache de
changement de regle le Prl et I'IlL n'étaient pas impliqués dans I'apprentissage de la régle ni
dans l'acquisition d'une stratégie, mais plutét dans I'inhibition d'une stratégie précédemment
apprise et le choix d'une stratégie nouvelle (Ragozzino et al., 1999). De plus, il a été montré
que les rats Iésés au niveau de I'IL, tout comme ceux ayant des lésions dans les deux régions,
présentent des difficultées a établir une nouvelle stratégie a la suite d'un changement de regle,
alors qu'une lésion du Prl seul induit un défaut dans la sélection et le maintien d'une stratégie

(Granon and Changeux, 2012; Oualian and Gisquet-Verrier, 2010).

La réalisation d'une bonne interaction sociale est aussi dépendante du Prl et de I'IL.
L'étude de Avale et collaborateur (2011) a permis de montrer d'une part que le comportement
social est profondément altéré apres lésion du Prl et que réaliser une interaction sociale avec
un congénere nouveau active cette structure. D'autre part, cette étude a montré que les souris
chez lesquelles les récepteurs nicotiniques neuronaux sont absents (souris beta2 KO)
présentaient des comportements sociaux tres perturbés, alors que la réexpression de ce
récepteur spécifiquement dans le Prl des souris beta2 KO grace a un vecteur lentiviral restaure
le répertoire social (Avale et al., 2011). Une autre étude observa lors d'une tache d’interaction

sociale, un taux de décharge plus important du Prl pendant les comportements d'approches
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vers un congénere et pendant le contact social, ainsi qu'une diminution de son activité lors
d'un comportement de fuite. En revanche, pour I'IL nous pouvons voir I'effet inverse : le taux
de décharge est plus important lors des comportements de fuite et il diminue lors des

comportements d'approches et de contacts (Minami et al., 2017).

L'étude d'une structure cérébrale seule nous apporte de nombreuses informations sur
son role dans un réseau. Cependant, I'activité du Prl et de I'IL peut également étre influencée
par leurs projections. Par exemple, une activation par optogénétique des neurones du Prl
projetant sur I'amygdale basolatéral (BLA) inhibe la préférence sociale, alors qu’'une activation
des neurones de I'll sur le BLA la favorise (Huang et al., 2020). En revanche, I'étude de Minami
et collaborateurs (2017) montre une augmentation de I'activité du Prl lors du comportement
d'approche et de contact, ainsi qu'une diminution lors des comportements de fuite. En ce qui
concerne I'IL, nous observons une augmentation de son activité lors des comportements
échappement. Bien que cette étude puisse paraitre contradictoire avec celle de Huang et
collaborateurs (2020) au niveau du role des deux sous parties du PFC, elle montre leur
implication dans les comportements sociaux. De plus, deux études de I'équipe ont montré une
interaction entre les différentes sous-parties du PFC dans les interactions sociales (Boukersi et
al., 2021; Nosjean et al., 2018). Ensemble, ces études montrent que les structures préfrontales
appartiennent a un réseau dont |'étude globale est indispensable pour bien comprendre les

mécanismes cérébraux sous-tendant les comportements sociaux.

1.2.3.Le cortex préfrontal est impligué dans la flexibilité comportementale

Afin de prendre une bonne décision ou de bien interagir, il est souvent nécessaire de faire
preuve de flexibilité comportementale qui est définie par la capacité de donner une réponse
appropriée lors d'un changement de I'environnement (Granon and Floresco, 2009; Uddin,
2021). Cette capacité peut étre essentielle pour la survie : par exemple, si un animal a |'habitude
d'aller toujours manger au méme endroit, le jour ou un prédateur se trouvera a son point de
nourriture, il devra changer de comportement ou de trajet, c'est-a-dire inhiber son

comportement habituel et trouver une autre option.

Des études ont montré que le cortex préfrontal était tres important pour controler cette

flexibilité comportementale (Floresco et al., 2008; Pittaras et al., 2016a; Rich and Shapiro, 2009;
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Uddin, 2021). Le manque de flexibilité peut donc aboutir a une rigidité comportementale qui a
déja été observée pour des pathologies telles que les troubles du spectre autistique ou les
troubles obsessionnels compulsifs et, plus généralement, apres des Iésions du CPF. A l'inverse,
étre trop flexible peut aboutir a changer tout le temps de décision ou de comportement,

comme par exemple avec |'hyperactivité ou les déficits d'attention (Uddin, 2021).

1.2.3.1. La flexibilité comportementale dans le cas de I'interaction sociale

Dans le cadre de la cognition sociale, I'animal doit en permanence s'adapter a son
environnement et/ou a son congénere. De plus, il ne peut que supposer les différentes
réactions possibles de son congénere en fonction des signaux sociaux qu'il recoit et qu'il
interpréte sans avoir de certitude. Le choix ou la décision de I'animal implique une certaine
prise de risque et comporte une forte incertitude. Un défaut de flexibilité dans le cadre social
peut étre évalué dans test d'interaction sociale. Le principe de ce test est simple : on place deux
souris qui ne se connaissent pas dans une cage expérimentale ou l'on quantifie leurs
interactions. Dans ce test, I'animal doit gérer un conflit entre deux motivations, soit explorer
son environnement ou interagir avec son congénere (Granon et al., 2003). Nous pouvons alors
mesurer la flexibilité de I'animal par le rapport entre le temps d’exploration et le temps de
contact social. Il a été montré que l'utilisation de souris KO de la sous-unité nicotinique béta 2
entrainait un probleme de flexibilité (Granon et al., 2003; Serreau et al., 2011). De plus, ces
souris réalisaient plus de contacts sociaux que les souris WT mais exploraient moins
I'environneme (Granon et al., 2003). Méme si le test d'interaction sociale permet de déterminer
un défaut de flexibilité, il ne nous permet pas d'en déterminer I'origine. En effet, un manque
de flexibilité peut provenir d'un probléeme de représentation des différentes options, de sa
capacité a inhiber un comportement préalablement renforcé, d'une difficulté a prédire le
comportement de son congénere, d'un probleme dans |'évaluation ou I'estimation des risques,

ou méme d'une diminution ou augmentation de I'intérét pour son congénere.

Par conséquent, le test d'interaction sociale seul ne permet pas de déterminer de
maniere précise le probleme de flexibilité. Il existe d'autres tests comportementaux permettant

de mesurer cette flexibilité comportementale, bien évidemment chacun d’entre eux avec leurs
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propres spécificités. L'utilisation de ces différents tests peut nous permettre de mieux

comprendre les problémes de flexibilité comportementale observés.

1.2.3.2.  Mesure de la flexibilité comportementale

L'expérience la plus classique est la tache de renversement de régle. Le principe est
gu’une fois que le rongeur a appris la tache, on change la regle afin d'observer si I'animal est
capable de se désengager de la regle précédemment apprise pour en apprendre. Cette tache
a été utilisée dans de multiples conditions tels que un labyrinthe en T, labyrinthe aquatique de
Morris, conditionnement opérant, chez plusieurs especes (souris, rat, singe ...) (Gisquet-Verrier

and Delatour, 2006; Izquierdo et al., 2007; Schoenbaum et al., 2000).

Un autre test tres utilisé est le “set-shifting”, aussi appelé “attentional set shifting” qui
est utilisé chez le singe (Dias et al., 1997) comme chez le rongeur (Birrell and Brown, 2000;
Floresco and Jentsch, 2011). Dans cette tache, on présente deux bols, I'un comportant de la
nourriture cachée par une texture particuliere et associée a une odeur spécifique et I'autre
comportant seulement une autre texture associée a une autre odeur. L'animal doit retrouver la
nourriture en apprenant progressivement quelle est l'information utile (texture ou odeur).
Apres plusieurs essais corrects, la regle d'appariement change : la nature de I'information peut
changer (odeur, au lieu de texture, par exemple, et on parle alors de “extra-dimensional shift)
ou l'information, au sein d'une méme catégorie change (I'odeur auparavant positive devient
négative et on parle alors d'intra-dimensional shift). Cette tache a aussi été adaptée dans un
labyrinthe en croix (Floresco and Jentsch, 2011; Floresco et al., 2006) et dans une chambre

opérante (Floresco and Jentsch, 2011; Floresco et al., 2008).

Un test comportemental mis au point par Bechara et Damasio chez I'Homme, I'Towa
Gambling Task ou IGT (Bechara et al, 1994, 1996), permet aussi d'évaluer la flexibilité et la
prise de décision. L'un des intéréts de ce test est qu'il permet d'étudier des processus de prise
de décision dans une situation conflictuelle et incertaine, car les conséquences du choix ne
sont pas connues a l'avance. Le sujet peut seulement évaluer la probabilité d'obtenir la
récompense et un risque non négligeable de perdre existe, selon une regle qu'on peut
progressivement découvrir. Le principe du test est que le sujet dispose de 2000 $ avec I'objectif

de maximiser les gains. Pour ceci, le sujet dispose de quatre paquets de cartes (A, B, C, D),
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pouvant a la fois faire perdre et gagner de I'argent avec des montants variables et imprévisibles.
Les paquets A et B sont dits défavorables car le sujet gagne 100 $ systématiquement, mais les
montants qu'il peut perdre sont plus importants (150 a 1250%) et surviennent fréquemment,
alors que les paquets C et D sont dits favorables car, méme si le montant gagné
systématiquement est moins important (50$), les pertes sont a la fois moins importantes (25$
a 250%) et moins probables. La probabilité de gain ou de perte associée aux cartes est inconnue,
tout comme le nombre d'essais qu'il lui sera possible de réaliser. Progressivement, les choix
des sujets sains s'orientent principalement vers les paquets avantageux, alors que les patients
cérébrolésés présentent une rigidité comportementale. En effet, ces patients ont des difficultés
a inhiber une stratégie (changer de paquet de cartes), méme s'ils déclarent savoir que cette
stratégie n'est pas adéquate. Le lowa Gambling Task a été adapté chez le rat (Rat Gambling
Task ou RGT, Rivalan et al., 2009), et chez la souris (Mouse Gambling Task ou MGT, Pittaras et
al, 2013, 2016a). Chez le rongeur, le principe est identique a I'IGT mais la récompense a été
remplacée par de la nourriture normale et la pénalité (perte d’argent) a été remplacée soit par
un délai d'attente plus ou moins long pour I'obtenir (RGT) ou par de la nourriture aversive
(pellet imbibée de quinine dans le MGT). L'un des grands intéréts du test de gambling est qu'il
permet d'évaluer la prise de décision chez la souris dans une situation avec risques et

incertitudes car la probabilité de chaque bras n’est pas connue (Figure 6).
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Figure 6. Schéma expliquant le principe de différents tests évaluant la flexibilité

comportementale. A) Schéma montrant le principe de I'apprentissage par renversement de
régle, (D'aprés Floresco and Jentsch, 2011). B) Schéma du principe de set-shifting, image
reprise de (d‘apres Floresco and Jentsch, 2071). C) Schéma du principe de ITowa Gambling
Task, (D‘aprés de Visser et al, 2011). D) Schéma montrant le principe du Mice Gambling Task,
(D'apreés Pittaras et al. ,2013).

22



1.23.3.  Implication du cortex préfrontal et circuit neuronal impliqué dans les

comportements flexibles

Comme déja évoqué plus haut, avoir un comportement flexible est tres important pour
réaliser un comportement social. Nous avons aussi vu que le cortex préfrontal est tres
fortement impliqué dans les comportements flexibles. Le but de cette partie est de montrer

quels sont les circuits cérébraux impliqués dans la flexibilité comportementale.

Les données montrent qu'une lésion du cortex préfrontal médian ne perturbe pas
I'apprentissage d'une regle, alors qu’elle impacte I'inhibition d’'une ancienne regle afin d'en
acquérir une nouvelle (Birrell and Brown, 2000; Floresco et al., 2008; Granon and Floresco, 2009;
Granon et al., 1994). De plus, il semblerait que chaque partie du CPF joue un role spécifique
dans la flexibilité comportementale. En effet, le cortex orbitofrontal joue un réle dans les choix
impulsifs et la persévération (Granon and Floresco, 2009) et il a été montré qu'une lésion du
cortex orbitofrontal perturbait le renversement de regle (McAlonan and Brown, 2003). Le cortex
cingulaire antérieur, quant a lui, est impliqué dans I'apprentissage des stimuli qui prédisent la
récompense. Une lésion de cette structure peut ainsi impliquer un retard d'apprentissage mais
aucune difficulté de flexibilité comportementale (Bussey et al., 1997; Granon and Floresco,
2009). Le cortex prélimbique et infralimique semblent étre impliqués dans la flexibilité
comportementale, notamment en participant a l'inhibition de la stratégie précédemment
apprise, et dans la sélection des choix optimaux (Floresco et al., 2008; Ragozzino et al., 2002;
Zeeb et al,, 2015). Une analyse plus approfondie a pu montrer que l'inhibition des récepteurs
D1 et D2 de la dopamine dans le CPF perturbait l'acquisition de la nouvelle stratégie et

augmentait les erreurs préservatrices. (Jenni et al., 2017)

Le circuit de la flexibilité comportementale fait intervenir d'autres structures cérébrales,
dont le noyau accumbens, qui y tient un réle important. Une distinction a été faite entre les
parties core et shell du noyau accumbens : la partie core (centrale) permet I'acquisition et le
maintien d'une nouvelle regle et d'éliminer les réponses non appropriées, alors que la partie
shell (écorce externe) permet I'apprentissage de stimuli non pertinents (Floresco et al., 2006).
Le thalamus semble également jouer un role dans la flexibilité, notamment par sa liaison avec
le PFC, qui permet de se désengager d'une stratégie précédemment pertinente (Granon and

Floresco, 2009). De plus, la connexion entre le thalamus et le noyau accumbens permet
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d'éliminer les actions devenues inefficaces (Granon and Floresco, 2009). Ainsi, le CPF est tres
impliqué dans la flexibilité comportementale et, en particulier, dans I'inhibition d’une ancienne
stratégie, ce qui permet l'installation d'une stratégie nouvelle, plus adaptée au nouvel
environnement ou a la nouvelle demande. La flexibilité comportementale est fortement
modulée par le systeme dopaminergique préfrontal. Une étude de I'équipe de Stan Floresco a
récemment montré que les neurones qui expriment les récepteurs de type D1 dans le CPF
participent a l'interaction directe avec le noyau accumbens et jouent ainsi un réle majeur dans
le renforcement des gains et I'atténuation des pertes. Les neurones du CPF qui expriment les
récepteurs de type D2 interagissent avec le BLA et sont impliqués dans le changement entre
choix récompensants et non récompensants (Jenni et al, 2017). Cette étude montre donc
I'implication des récepteurs dopaminergiques, a l'intersection de deux parties du réseau, dans
les choix risqués. Ainsi, le récepteur a la dopamine D2 semble étre impliqué dans une prise de
décision flexible alors que le récepteur D1 aiderait a réaliser des choix plus logiques orientés

vers de fortes récompenses (Figure 7).

MD and DA inputs to PFC:
Disengage from previous strategy

PFC to NAc core
Maintain new strategy

_ Eliminate
inappropriate
strategies

Disregard
irrelevant
stimuli

Figure 7. Circuit cérébral impliqué dans les comportements flexibles (D apres Granon and
Floresco, 2009)
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Comme nous avons pu le voir dans les paragraphes précédents et comme illustré en
Figure 7, les circuits cérébraux sous-tendant les comportements flexibles recouvrent une partie
des structures impliquées dans le cerveau social. Donc le circuit montré en Figure 7 n'est pas
spécifique aux comportements sociaux, ce qui signifie que les structures impliquées dans le

cerveau social ne sont pas uniquement mobilisées pour I'aspect social.

1.2.4.Le cortex préfrontal est impliqué dans les processus attentionnels

Comme vu au tout début de ce manuscrit, il est possible de considérer que l'interaction
sociale est un modele de prise de décision dans un contexte spécifique car lorsque I'on interagit
avec un congénére, on doit faire des choix dont I'issue est, parfois, incertaine. Par conséquent,
les individus interagissant portent leur attention sur les différentes informations et options
possibles (Yu and Dayan, 2005). Les travaux portant sur I'attention montrent qu‘elle peut varier
en fonction des choix et que les événements qui semblent importants dans un contexte donné
sont des attracteurs attentionnels (Brandstatter and Korner, 2014). Par exemple, lors d'une
tache de jeu ou les probabilités de remporter des gains sont non connues, les personnes sont
plus attentives aux stimulis qui permettent d’obtenir un maximum d’argent par rapport a ceux
qui rapportent une plus petite somme. De méme, les sujets étaient plus attentives a I'option
permettant de perdre le moins d'argent (Brandstatter and Kdrner, 2014). Une autre étude
montre que plus on est attentif au choix que I'on va effectuer, plus on sera certain de ses choix
(Zizlsperger et al., 2012). Ces quelques données montrent que les phénomenes d'attention sont

impliqués dans la prise de décision et, par conséquent, lors d'une interaction sociale.

De nombreuses études ont été réalisées sur les processus de la vigilance (pour revue).
Dans la revue de Graef et collaborateurs (2011), les auteurs mettent en relation I'état de
vigilance avec les performances comportementales (Figure 8) : les performances sont
excellentes lorsque la vigilance est optimale. La diminution de la vigilance (@ gauche de la
courbe) aboutit a une hypovigilance et a une diminution des performances, alors que
I'augmentation de la vigilance (a droite de la courbe, hypervigilance) est contingente de la
diminution des performances. Les états d'hypovigilance ou d'hypervigilance peuvent aboutir a
des défauts de prise de décision. Ainsi, maintenir un bon niveau d'attention et de vigilance est

primordial afin de réaliser des comportements optimaux.
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Figure 8. Courbe en U inversé représentant I'état de vigilance Le sommet de /a courbe
représente le niveau de vigilance optimal. Un manque de vigilance peut entrainer une
hypovigilance et diminuer nos performances comportementales. Un surplus de vigilance
entraine une diminution des performances comportementales. (D'aprés de Graef et al. 2077).

Des études ont donc montré que les processus attentionnels font intervenir le cortex
préfrontal (Bloem et al, 2014a; Dalley et al., 2004; Granon et al., 2000; Poorthuis and
Mansvelder, 2013; Robbins et al, 1998). Par exemple, une lésion du cortex prélimbique
augmente les réponses persévératives (Dalley et al., 2004), c'est-a-dire que le rat choisit
toujours la méme option, sans prendre en compte les changements d’environnement. En outre,
I'activation ou l'inhibition de I'activité des récepteurs dopaminergiques préfrontaux aura un
effet différent sur les performances attentionnelles, en fonction de la performance initiale des
sujets (Granon et al., 2000), renforcant I'idée de I'existence d'un état attentionnel optimum, qui
dépendrait de l'activité dopaminergique préfrontale. La libération de dopamine préfrontale
provient des neurones situés dans |'aire tegmentale ventrale (AVT), eux-mémes sous contrdle
du systeme cholinergique (Maskos et al., 2005a).

Iy a par ailleurs été montré, depuis plusieurs décennies, que les processus
attentionnels étaient fortement influencés par l'activité cholinergique corticale (pour revue
Robbins et al, 1998). Des études montrent qu'un KO de la sous-unité nicotinique béta2

diminue la détection d'un indice lumineux, c'est-a -dire que la souris réalise plus d’'omission
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(elle ne réagit pas au stimulus pertinent) mais que sa précision n'est pas affectée. La
réexpression de cette sous-unité dans le cortex prélimbique restaure un comportement a un
niveau normal (Bloem et al., 2014a; Poorthuis and Mansvelder, 2013) alors qu’'une inhibition de
la sous-unité alpha 7 provoque une augmentation d'omission lors d'une charge attentionnelle
élevée (Howe et al., 2010; Poorthuis and Mansvelder, 2013). De méme, l'inhibition de la sous-
unité nicotinique alpha 5 diminue la précision lors du test attentionnel a 5 choix (5 CSRTT), qui
nécessite un haut niveau d'attention. Les études présentées ici montrent que les récepteurs
cholinergiques nicotiniques jouent un role déterminant dans la modulation attentionnelle.
D’autres études ont montré que I'attention pouvait étre modulée également par les récepteurs
cholinergiques muscariniques (Furey et al., 2008; Klinkenberg et al., 2011; Thiele, 2013). L'étude
de Gritton et collaborateur (2016) a montré que la libération d’ Ach dans le Prl entraine plus
de fausses détections -réponses a des événements inexistants. En effet, la souris répondait plus
souvent a un stimulus alors que celui-ci n'existait pas (Gritton et al., 2016), ce qui confirme
donc aussi que la modulation de la vigilance peut créer des troubles comportementaux.

Pour conclure, l'attention joue un rdle primordial dans les processus de prise de
décision car elle permet d'étre attentif a son environnement et de sélectionner la meilleure
option a effectuer. La régulation des processus attentionnels fait intervenir le cortex préfrontal
mais aussi d'autres structures comme I'hippocampe (Klinkenberg et al., 2011). De plus, comme
montré précédemment, I'Ach joue un role essentiel dans les processus attentionnels, mais
d'autres neuromodulateurs comme la dopamine, la sérotonine, la noradrénaline au sein du

cortex préfrontal jouent aussi leurs roles dans les processus attentionnels (Dalley et al., 2004).

1.3.Parametre influencant les interactions sociales

1.3.1.La perception des stimuli sociaux peut influencer notre interaction sociale

Percevoir les stimuli sociaux et non sociaux est une étape indispensable pour réaliser
une interaction sociale. La perception des stimuli sociaux peut étre assurée par différentes

modalités sensorielles, que je vais développer ci-dessous.

1.3.1.1. Les informations olfactives

L'olfaction est I'un des sens principaux chez le rongeur. Les souris utilisent bien sur les
informations olfactives pour trouver de la nourriture ou détecter les prédateurs, mais la vie
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sociale d'une souris est principalement gouvernée par I'odeur (Winiarski et al.,, 2021). Il a été
montré que la détection d'une odeur sociale provoque une augmentation des approches
sociales dans un test dit de "trois chambres” (Contestabile et al., 2021; Ryan et al., 2008). et les
odeurs permettent la reconnaissance des individus ainsi que leur statut social et sexuel

(Winiarski et al., 2021).

Les voies de signalisation olfactives ont déja été bien décrites dans la littérature (Dulac
and Wagner, 2006; Li and Dulac, 2018). Les indices olfactifs sont détectés par deux systemes
(voir Figure 9), tout d'abord I'odeur est percue par le bulbe olfactif principal, puis par les
cellules mitrales du MOB qui envoient des fibres a différents noyaux du paléocortex, formant
collectivement le cortex olfactif primaire et comprenant le cortex piriforme (Pir), le cortex
entorhinal (EC), le noyau olfactif antérieur (AON), le tubercule olfactif (OT) et 'amygdale latérale
(LA). Puis, ces différentes structures vont se projeter vers I'hypothalamus. Cette voie est
principalement utilisée pour la détection de tous types de signaux chimiques olfactifs (Dulac

and Wagner, 2006).

Le deuxieme circuit sert principalement a détecter les phéromones (Dulac and Wagner,
2006). Les phéromones sont décrites comme « des substances excrétées a |'extérieur par un
individu et recues par un second individu de la méme espece chez qui elles déclenchent une
réaction spécifique, par exemple, un comportement défini ou un processus de
développement ». Les phéromones sont captées par 'organe voméronasal (OVN) dont les
cellules vont se projeter vers le bulbe olfactif accessoire qui vont rejoindre ensuite les noyaux
basaux de la strie terminale (BNST) et de I'amygdale médiane pour atteindre ensuite
I'hypothalamus. II a été montré que lactivit¢é de [I'hypothalamus régule différents
comportements sociaux tels que les attaques, la reproduction et les comportements maternels
et sexuels. En effet, en fonction du sexe et de I'expérience sociale, I'activation de I'hypothalamus
peut étre différente (Li and Dulac, 2018; Wang et al., 2017). Par exemple, en fonction du type
de phéromone recue, l'activation de I'hypothalamus chez le male peut provoquer des
comportements agressifs ou bien des comportements d'accouplements (Li and Dulac, 2018;
Remedios et al, 2017; Stowers, 2002). De plus, en fonction du sexe, certaines structures
cérébrales peuvent avoir des roles divers. Par exemple, il a été montré que I'activation de l'aire

préoptique médiane de I'hypothalamus chez le male est fortement impliquée dans les
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comportements reproductifs et paternels, alors que chez la femelle, elle n‘implique pas de
comportements reproducteurs (Li and Dulac, 2018). L'OVN permet de détecter les
phéromones d'autres individus et joue ainsi un réle déterminant dans les comportements

sociaux.

Des études ont montré que le bulbe olfactif principal est capable de détecter certaines
substances volatiles de I'urine provenant d'autres souris (Lin et al., 2005). Toutefois, une lésion
du bulbe olfactif accessoire chez les souris males n‘'empéche pas de distinguer les substances
volatiles urinaires d'une femelle ovariectomisée de celles d'une femelle en oestrus. En revanche,
cette ablation atténue la motivation des souris males a rester en contact nasal direct avec I'urine
de femelle (Jakupovic et al., 2008). Ces données démontrent bien que les deux circuits du bulbe
olfactif principal et du OVN interagissent, aboutissant ainsi a une réponse comportementale

optimale.

Méme si I'olfaction est particulierement importante chez I'animal et notamment chez
le rongeur, lui permettant a lui seul la modulation de I'approche sociale (Contestabile et al.,
2021; Ryan et al., 2008), les autres sens jouent aussi un role pour assurer |'efficacité des

interactions sociales.
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Figure 9. Circuit neuronal permettant la détection des indices sensoriels chez la souris. La
cavité nasale des mammiféres contient deux structures anatomiquement et chimiguement
distinctes. Chaque structure est associée a un réseau neuronal différent Le systéeme
voméronasal (représenté a gauche) comprend le bulbe olfactif accessoire (AOB), qui regoit des
entrées sensorielles de I'organe voméronasal (VNO) et projette vers le noyau amygdaloide
cortical médian (MeA/MeP) et postéro médian (PMCN) avec des connexions supplémentaires
vers le noyau du lit postérieur de la stria terminalis (BNSTp). Le systéme olfactif principal (a
droite) comprend le bulbe olfactif principal (MOB), qui recoit des entrées de ' épithélium olfactif
principal (MOE) et projette vers le noyau cortical antérieur (ACN) et le noyau amygdaloide
cortical postéro-latéral (PLCN), le noyau olfactif antérieur (AON), le tubercule olfactif (OT), le
ténia tecta (TT) le cortex piriforme (Pir) et le cortex entorhinal (EC). Les deux voies se
connectent a I'hypothalamus (Dapres Li and Dulac, 20178).

1.3.1.2. Les informations tactiles

Les informations tactiles captées par les vibrisses sont tres importantes pour les
comportements affiliatifs, agressifs ou sexuels (Kolunie and Stern, 1990; Ryan et al., 2008). En
effet, il a été montré qu'une anesthésie péribuccale chez les rats en période de lactation

diminue trés fortement les comportements agressifs (Kolunie and Stern, 1990). Chez le rat
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adulte, il a été montré que les échanges tactiles (le toucher) sont importants dans I'interaction
sociale comme mesuré lors d'un test de préférence de place conditionnée. En effet, des études
ont remarqué lorsque que l'on privait les rats de contacts sociaux (suppression des
informations tactiles) par la mise en place d'une vitre en verre entre les deux individus, cela
avait pour conséquence de réduire le nombre d'interactions sociales et de supprimer la
préférence de place chez les rats (Kummer et al,, 2011). L'ensemble de ces données montrent
que le sens du toucher favoriserait les interactions sociales chez le rat. Les auteurs montrent
que les autres stimuli (visuels, olfactifs) ne conduisent pas a des préférences de place, par
comparaison aux stimuli tactiles (Kummer et al., 2011). Les vibrisses jouent aussi un role tres
important pour le comportement social par leur implication dans la communication sociale,
I'agression, la hiérarchie sociale, la composante émotionnelle ou encore les comportements de
jeu (Ahl, 1986; Pellis et al., 1996). De facon cohérente, une suppression des vibrisses peut
perturber I'ensemble de ces comportements et, par conséquent, perturber I'interaction sociale

(Ahl, 1986).

1.3.1.3. Les informations visuelles

La vision est une autre modalité sensorielle importante dans l'interaction sociale. En effet,
une ablation de la vision génére des comportements atypiques (Pellis et al., 1996). Les auteurs
concluent alors que la vision tient un role actif dans |'organisation des séquences des
mouvements, d'attaques, de défenses dans le jeu, les combats et d'autres interactions
rapprochées. De plus, la vision joue un role dans les comportements agonistiques
(comportements de compétition) car la déplétion visuelle perturbe les comportements
d‘attaques (Ahl, 1986). Comme nous avons pu le voir dans ces quelques exemples, la vision est

une modalité sensorielle importante pour réaliser les comportements sociaux.

Les autres modalités sensorielles

La gustation a aussi une implication dans les comportements sociaux. Par exemple, lorsque
I'on place deux bols de nourriture dans une arene puis que |'on introduit un démonstrateur qui
choisit de consommer un bol de nourriture par rapport a I'autre, I'observateur aura tendance
a choisir le bol choisi par le démonstrateur (Laland and Plotkin, 1993). Cette préférence du bol

choisi peut se développer car le démonstrateur a marqué par des dépots excrétoires ce bol de
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nourriture spécifique. Cette préférence peut se transmettre chez plusieurs rats, ou chaque rat
déposera également des dépots excrétoires influencant le choix des congéneres suivants. Mais
la préférence peut aussi se réaliser par un contact gustatif entre un rat ayant consommé cette
nourriture et un rat naif ou le rat ayant mangé la nourriture peut, suite au contact social,

transmettre cette préférence au rat naif pour la nouvelle nourriture (Laland and Plotkin, 1993).

Comme nous avons pu le voir, chaque modalité sensorielle code certaines informations
sociales. Afin de réaliser une interaction sociale performante, tous les sens de la souris sont
importants. En effet, les souris préférent des environnements complexes apportant des
stimulations de plusieurs modalités sensorielles par rapport a des environnements plus
simples, ne comportant qu'une seule modalité sensorielle, comme par exemple la simple
présence d'une odeur sociale (Contestabile et al., 2021). L'ensemble de ces informations recues

sera intégré par I'animal et combiné a I'état interne de I'animal.

1.3.2.Etat interne de l'individu

Afin de réaliser une interaction sociale, I'individu doit traiter toutes les informations
sensorielles regues qui sont aussi confrontées a son propre état interne. Il doit étre capable de
reconnaitre son congénere et de déterminer si I'individu est plutot amical ou agressif. Suite a
ces distinctions, les réactions de l'animal ne seront pas identiques. Un autre parameétre
important est la structure hiérarchique qui peut influencer les interactions sociales. La
motivation sociale peut étre décrite comme un ensemble de dispositions psychologiques et de
mecanismes biologiques qui poussent I'individu a s'orienter préférentiellement vers le monde
social (orientation sociale), a rechercher et prendre du plaisir dans les interactions sociales
(récompense sociale) et a s'efforcer de favoriser et de maintenir les liens sociaux (stabilité
sociale,(Chevallier et al., 2012). Nous pouvons considérer ici que la motivation a aller voir ou
non un congéneére est le résultat d'un ensemble de processus inconscients qui permettent de
définir la cause de I'interaction. Si I'animal n’a aucune raison d'interagir ou s'il considere que
cette interaction peut étre négative (risque de comportement agressif), la motivation de

I'animal pour aller voir son congénere sera négative.
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1.3.2.1. La reconnaissance sociale

Pour qu'un animal soit reconnu, il faut qu'il soit détecté. De méme, reconnaitre un
congénere sous-entend qu’on I'a déja rencontré. Ainsi, cette détection peut se voir via les
différents sens (Wacker and Ludwig, 2012). Reconnaitre un congénere est le fondement de
toute relation sociale (Bielsky and Young, 2004). car la reconnaissance sociale permet de former
un attachement de court a long terme, une hiérarchie sociale et une organisation stratégique
sociale chez les animaux (Bicks et al., 2015). La présentation d'une odeur sociale permet la
reconnaissance sociale par sa composition de molécules odorantes qui marquent et
permettent de reconnaitre son congéneére. En effet, des études ont montré que lors d'une
premiere exposition olfactive ou I'on présente a tous les rats une odeur sociale, les rats vont
s'approcher de cette odeur. En revanche, lors de la deuxieme exposition olfactive, les rats
passent plus de temps a explorer le stimulus olfactif lorsque la deuxieme odeur est différente
de la premiére. Par conséquent, la diminution de la durée d'investigation peut étre une mesure
de la reconnaissance sociale. La présentation d'une odeur sociale permet la reconnaissance
sociale car elle contient des substances olfactives qui marquent « l'individualité » (Noack et al,,

2010; Thor and Holloway, 1982).

La seule présence d'une odeur sociale suffit a ce qu'un congénére s'approche
(Contestabile et al., 2021; Kummer et al., 2011). Cependant, lorsque I'on met la souris dans un
environnement a quatre choix ou les différentes modalités sensorielles ont été séparées (tactile,
visuel, olfactif, auditif), on remarque que les souris alternent entre les différentes modalités
sensorielles. Les auteurs de ces études concluent que les souris préferent un environnement
complexe plutdt qu'un environnement ne présentant qu'une seule modalité sensorielle (par
exemple I'olfactif). Ainsi, I'odeur seule n'est pas préférée pour réaliser une bonne interaction

(Contestabile et al., 2021).

Il a été montré que les vocalisations émises par les souriceaux activaient une structure
cérébrale spécifique chez les femelles qui avaient eu une expérience avec les petits (femelle
multipare). En revanche, elles ne provoquaient pas d'activation pour les femelles qui n'avaient
pas eu |'expérience avec les souriceaux (femelle primipare, Ehret, 1987). Le niveau d’agression
est moins important chez les rats d'une méme colonie qu'entre deux rats d'une colonie

étrangere (Barnett, 1958), montrant que les rats sont capables de reconnaitre un individu
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étranger par rapport a un individu de sa colonie. Il existe donc des indices ou molécules

communes permettant de reconnaitre I'appartenance a un groupe de rongeurs.

Les rongeurs sont confrontés a de multiples indices environnementaux et afin de
reconnaitre son congénere il est nécessaire que le stimulus “présence du congénere” soit plus
prégnant que les autres stimuli. De plus, les souris sont plus attirées par les stimuli sociaux que
par des stimuli neutres, méme s'ils sont nouveaux (Moy et al., 2004). En ce sens, lorsqu’une
nouvelle souris entre en compétition avec une souris préalablement connue lors d'une
premiere exposition, on remarque que la souris passe plus de temps avec le nouveau
congénere par rapport a I'ancien (Moy et al., 2004), montrant ainsi que les souris préferent la
nouveauté sociale a I'exploration d’'un congénere familier, tout comme elle prouve aussi que

la souris est capable de mémoriser et de reconnaitre un congénére familier.

Circuit codant pour la préférence sociale

Chez le rongeurs, la reconnaissance sociale passe principalement par I'olfaction (Albers,
2012; Bielsky and Young, 2004; Ferguson et al., 2002; Wacker and Ludwig, 2012). les individus
étant reconnu par I'émission de molécules odorantes spécifiques marquent l'individualité

(Noack et al., 2010; Thor and Holloway, 1982).

Le circuit de l'olfaction, décrit Figure 10, montre que I'ocytocine (OT) et la vasopressine
(AVP) sont des hormones tres importantes pour la reconnaissance sociale (Albers, 2012; Bielsky
and Young, 2004; Ferguson et al., 2001; Wacker and Ludwig, 2012). Les rongeurs sont capables
de détecter les phéromones par I'intermédiaire de 'OVN et de I'épithélium olfactif (Dulac and
Wagner, 2006). Les neurones de I'OVN vont ensuite projeter au niveau de I'AOB alors que les
neurones de |'épithélium olfactif vont ensuite aller vers le bulbe olfactif principal. Au sein de
ces deux structures I'OT et I'AVP peuvent jouer un role dans le traitement de la reconnaissance
sociale (Wacker and Ludwig, 2012). Les neurones de I'’AOB et du MOB vont ensuite projeter
leurs terminaisons vers I'amygdale médian (MEA). Cette structure module la reconnaissance et
de la formation de la mémoire sociale (Bielsky and Young, 2004; Ferguson et al., 2001; Li et al.,
2017). et est globalement impliquée dans I'orientation de notre attention vers des stimuli
biologiquement pertinents (Chevallier et al., 2012). De plus, elle module aussi la rencontre

sociale initiale, qui est médiée principalement par I'OT. Ensuite, certains neurones du MEA iront
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projeter vers le septum latéral et le BNST. Les neurones AVP de I'amydale médian et le BNST
vont projeter vers le septum latéral. LAVP dans le septum latéral agit pour moduler le
traitement ou le rappel des indices sociaux. Le septum latéral est aussi connecté a I'hippocampe
qui permet de stocker et de récupérer les souvenirs. De plus, le septum latéral est relié a la
MPOA de I'hypothalamus, connexion particulierement importante dans les comportements
sexuels (Albers, 2012; Bielsky and Young, 2004; Ferguson et al., 2002). D'autres structures jouent
également un role dans la reconnaissance sociale, par exemple le cortex cingulaire antérieur
(CCA) qui est impliqué dans l'intérét pour un autre congénére. Il a été montré que la lésion de
cette structure réduit les interactions sociales et que les individus auraient du mal a utiliser les
informations sociales (Ferguson et al., 2001). De méme, le COF est impliqué dans la distinction

des visages ainsi que des émotions (Barat et al.,, 2018; Love, 2014; Rudebeck et al., 2007).

Response to Conspecific
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Figure 10. Circuit de la reconnaissance sociale chez les rongeurs_(D'apres Bielsky and
Young, 2004) Abréviations . AOB : bulbe olfactif accessoire, AVP . vasopressine, BNST : strie
terminal, Hipp : hippocampe, LS : septum latéral, MeA : amygdale médian, MOB : bulbe olfactif
principal, MPOA : aire préoptique médian, OF : épithélium olfactit, OT : ocytocine, VNO : organe
voméronasal.

1.3.2.2. La hiérarchie sociale

Dans un groupe social, les interactions sociales se multiplient et la vie en groupe fait
émerger la hiérarchie sociale. Cette structure hiérarchique a pour avantage de diminuer les
conflits et de maintenir la stabilité sociale (Wang et al.,, 2014). Le statut de dominance a un
impact important sur la survie, la santé physique et mentale et le succés de la reproduction
d'un animal (Zhou et al.,, 2018). En effet, au sein d'un groupe social, I'individu le plus dominant
aura de nombreux avantages, tels qu'une priorité d'acces a la nourriture et aux femelles
(Gesquiere et al., 2011; Wang et al, 2014). Cette dominance peut s'accompagner de

modifications morphologiques comme par exemple une augmentation du poids (barnett,
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1958). Mais étre l'individu le plus dominant aurait aussi des conséquences négatives : par
exemple lorsque les individus dominés réalisent des activités _agonistiques dans le but de
défendre leur position face aux autres individus du groupe social ou encore lorsqu'il faut
défendre son territoire face a un individu étranger (Gesquiere et al., 2011; Wang et al., 2014).
Des études ont montré qu'au sein d'un groupe social la dominance est assez stable (Larrieu et
al, 2017). Si les individus d'un méme groupe social subissent une défaite sociale, il a été
remarqué que l'individu dominant aura tendance a développer plus de comportements de type
dépressifs que les individus subordonnés (Larrieu et al., 2017). Cette étude montre que malgré
les avantages que procure la dominance, la perte de celle-ci peut avoir de grandes

répercussions.

L'état émotionnel et la position hiérarchique peuvent influencer le comportement
social. Une mauvaise compréhension de la hiérarchie sociale peut avoir des conséquences
négatives sur le groupe mais aussi sur I'individu, conduisant, par exemple, a I'exclusion sociale
(Watanabe and Yamamoto, 2015). Des études ont remarqué que l'individu dominant avait
tendance a couper les vibrisses des souris subordonnées. Cet effet s'appelle le bardage ou effet
« dalila » (Sarna et al, 2000; Wang et al.,, 2014). Les vibrisses sont tres importantes pour les
comportements affiliatifs, agressifs ou sexuels (Kolunie and Stern, 1990; Ryan et al., 2008). donc
la perte des vibrisses créent des problemes d’interaction sociale (Ahl, 1986; Pellis et al., 1996).
Cela permet a I'individu dominant d'avoir plus facilement acces aux femelles. De plus, les souris
dominantes ont aussi tendance a vocaliser plus (Faure et al., 2017; Ferhat et al., 2015; Granon
et al., 2018). Comme explicité davantage dans la partie vocalisation, les vocalisations ont un
role dans l'interaction sociale. Elles permettent par exemple d'attirer les femelles, lorsqu’elles
sont émises pendant la reproduction et |'accouplement. Ainsi, émettre plus de vocalisations
peut comporter de nombreux avantages. De facon intéressante, la transmission d'informations
est différente entre une souris dominante et une souris subordonnée. En effet, lorsqu'on
présente a une souris un indice olfactif social, la transmission de I'information par une souris
dominante se fera plus rapidement et a plus de congéneres que si elle provenait d'une souris
dominée (Winiarski et al., 2021). Cette expérience tend a prouver que les souris dominantes

transmettent plus facilement des informations sociales que les souris dominées.
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De maniére générale, une souris dominante aura tendance a réaliser plus d'interactions
que les souris dominées et les informations sociales échangées par la souris dominante seront
plus facilement transmises que celles échangées par la souris dominée. Nous allons maintenant
nous intéresser aux circuits neuronaux qui sous-tendent la hiérarchie sociale. Nous verrons ici
que l'activité du cortex préfrontal est fortement influencée par les comportements de

dominance.

Les circuits neuronaux associés a la dominance sociale ont eux aussi été tres étudiés.
Ces études montrent I'implication du cortex préfrontal médian dans les comportements de
dominance et les comportements hiérarchiques. En effet, le cortex préfrontal permet de
reconnaitre, de représenter et de réguler le statut social (Coura et al., 2013; Nosjean et al., 2015;
Wang et al., 2011, 2014; Watanabe and Yamamoto, 2015). Plus le CPF est actif et plus la souris
sera dominante (Wang et al.,, 2011, 2014; Watanabe and Yamamoto, 2015). Il a été montré
gu’une lésion de I'amygdale entrainait une diminution de la dominance et une augmentation
des comportements agressifs (Rosvold et al., 1954). Ce qui montre l'implication de I'amygdale
dans les comportements de dominance. En effet, cette structure est activée durant la réactivité
émotionnelle et la détermination des expressions faciales chez I'humain. Ainsi, il semblerait que
I'amygdale soit impliquée dans la structure et le maintien de la hiérarchie sociale (Watanabe
and Yamamoto, 2015). L'activité striatale permet, quant a elle, de donner une valeur a chaque
signal (Wang et al., 2014), et il a été montré que 'augmentation de l'activité du striatum donnait
une valeur plus importante aux individus qui avaient un statut social supérieur comparé a ceux
qui avaient un statut social un peu plus bas (Watanabe and Yamamoto, 2015). Ainsi, le striatum
permettrait de déterminer la position hiérarchique de I'individu. Le PAG quant a lui est impliqué
dans les comportements agonistiques (Wang et al, 2014). Le noyau dorsal du raphé, qui
contient principalement des neurones sérotoninergiques, participe a l'acquisition de la
dominance sociale. En effet, plus le nombre de neurones sérotoninergiques est important, plus
le statut social est élevé (Wang et al,, 2014; Watanabe and Yamamoto, 2015). La Figure 11

montre les principales structures impliquées dans la dominance sociale.
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TREND'S in Neumsciences

Figure 11. Circuit impliqué dans la dominance (Wang et al, 2014) Abréviations : BLA : amygdale
basolatéra, dmCPF : cortex préfrontal dorsomédian, MD : thalamus médian, PAG : noyau gris périaqueducal, DRN :

noyau dorsal du raphé, MD : thalamus médian, STR : striatum dorsal.

@ Allogrooming
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Figure 12. Quelques tests réalisés en laboratoire montrant les comportements de

dominance chez la souris (D’aprés Wang et al., 2014).

Au laboratoire il existe plusieurs tests permettant de déterminer la dominance chez la
souris (Figure 12). Tout d'abord, il y a le tube test qui a été décrit pour la premiere fois en 1961
par Lindzey et collaborateur (2016). Ce test consiste apres une période d’'habituation a faire
entrer 2 animaux (un animal a chaque extrémité) dans un tube (Lindzey et al, 1961). Les 2
animaux vont ensuite se rencontrer au milieu du tube et devront se repousser mutuellement.
L'animal qui a poussé l'autre jusqu'a I'extrémité du tube est considéré comme le gagnant «

winner » et donc le plus dominant, alors que I'autre est considéré comme le perdant « loser »
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et du coup comme le moins dominant (Larrieu et al., 2017; Qu and Dreher, 2018; Wang et al.,

2011, 2014).

Il existe aussi un test de mesure des comportements agonistiques. Les comportements
agonistiques font référence aux comportements liés a la confrontation et a la rivalité entre les
individus (Wang et al.,, 2014). En général, I'animal qui effectue le plus de comportements
agonistiques est I'animal le plus dominant. Un animal plus dominant aura tendance a marquer
son territoire par I'urine (Wang et al., 2014). Tout comme, comme expliqué dans le paragraphe
précédent, il aura tendance a vocaliser plus que I'animal dominé, ce qui permet par exemple
d'attirer davantage les femelles. Lord of test ou I'acces a la nourriture est restreint nous
pouvons voir que c'est la souris dominante qui ira d'abord a la nourriture et a I'eau avant les
autres souris, ce test s'appelle le Visible Burrow System (VBS). De plus, comme montré
précédemment, une souris dominance aura tendance a couper les vibrisses des souris non
dominantes (Sarna et al., 2000; Wang et al., 2014) ce qui a pour conséquence de perturber les

interactions sociales de ces souris.

1.3.2.3. La motivation sociale

Une fois que I'animal a déterminé l'identité et le statut social du congénere, il peut
choisir d'interagir ou pas, et si oui, d'une certaine maniére qui va dépendre de sa motivation.
Comme déja décrit précédemment, la motivation est le désir d'un organisme a aller voir son
congénere (Bicks et al., 2015). Une autre définition tout aussi intéressante est que la motivation
sociale est un ensemble de dispositions physiologiques et de mécanismes biologiques qui
poussent I'individu a s'orienter vers un monde social (orientation sociale), a chercher du plaisir
dans les interactions sociales (récompense sociale) et a s'efforcer de favoriser et de maintenir
les liens sociaux (Chevallier et al., 2012). Cette définition nous amene a trois notions :

I'orientation, la récompense et le maintien social.

L'orientation sociale est le fait d'identifier un congénére par rapport aux autres stimuli
environnementaux et de I'approcher. La récompense sociale suggere que la réalisation d'une
interaction est un phénomeéne récompensant. Cette notion sous-entend aussi qu’elle induit
une motivation ou un désir de réaliser un contact social. La derniere notion est le maintien

social qui pourrait étre définie comme le désir d'un individu a maintenir un contact social (ou
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plutdt le lien social) sur une plus longue période. Cela suggere également que ces interactions
ont un bénéfice pour les animaux qui interagissent (Chevallier et al., 2012; Clutton-Brock, 2009).
On peut y voir par exemple, un phénoméne de coopération pour obtenir des récompenses
plus importantes comme plus de contacts sociaux, un plus grand acces a la nourriture ou une
défense de territoire plus importante (Chevallier et al., 2012; Clutton-Brock, 2009). Afin de
conserver ces avantages, il convient donc de faire en sorte de maintenir ces contacts de facon

la plus stable possible.

La motivation sociale est ainsi un vaste domaine de recherche et semble trés importante
lors des taches d'intégration sociale. Un probléeme de motivation social peut perturber
I'interaction sociale et peut étre aussi I'une des causes de pathologie comme le trouble du
spectre autistique (Chevallier et al., 2012). Nous allons donc dans la partie suivante voir quelles

sont les principales structures impliquées dans la motivation sociale.

Circuit impliquée dans la motivation social

Ces études ont montré que la voie mésocorticolimbique était impliquée dans les
processus de motivation (Berridge, 2009; Bicks et al., 2015; Chevallier et al., 2012; Love, 2014;
Matthews and Tye, 2019). Cette voie comporte les neurones dopaminergiques de l'aire
tegmentale ventrale qui projettent au noyau accumbens, a I'hippocampe a I'amygdale, au
pallidum ventral et au cortex préfrontal. L'amygdale va permettre un guidage attentionnel vers
des stimuli biologiquement pertinents (Chevallier et al, 2012). Cette structure joue
probablement un role important dans le calcul et la mise a jour de la valeur de chaque stimuli
environnementaux dans l'orientation sociale (Chevallier et al.,, 2012; Klein et al, 2009).
L'hippocampe va plutét étre impliquéee dans les informations contextuelles telles que la
détermination de I'endroit ou se trouve la récompense, dans quel environnement elle a été
obtenue et dans quel contexte social. Cette structure est aussi impliquée dans la détection de
la nouveauté. Le pallidum ventral, lui, est impliqué dans la traduction de l'activité limbique en
programmation d'actes moteurs. Le cortex orbito-frontal est impliqué dans le codage de la
valeur de la récompense. Le Nac aurait un role intégratif, c'est-a-dire qu'il recoit les
informations d'autres structures cérébrales (hippocampe, Amy, CPF, VP) et il intégrerait toutes
ces informations afin de réaliser une action ou un choix. La libération dopaminergique des

neurones dopaminergiques de I'’ATV projetant au CPF n‘augmente pas le nombre d'approches
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sociales (Gunaydin et al.,, 2014). En revanche, la stimulation des neurones dopaminergiques de
I'’ATV vers le Nac promeut I'approche sociale (Gunaydin et al., 2014). Les auteurs suggerent que
les neurones dopaminergiques de I'ATV au CPF pourraient étre liés au codage des
récompenses aversives comme par exemple subir un choc électrique, ou dans le cadre social,
avoir subi des comportements agressifs (Lammel et al., 2008). Le schéma de la Figure 13
récapitule le réle de chaque structure. Par conséquent se pose la question suivante : quelle est
I'information transmise par la dopamine au niveau du CPF ? A I'heure actuelle, il semble que

ce rble ne soit pas encore bien connu.

Information contextuelle
Détection de la nouveauté

Réle valence
émotionelle

Valeur intégrative afin de
transformer une action
en un choix Signification émotionelle

Code la valeur de la récompense

[Planification exécution en action|

Figure 13. Schéma simplifié de la motivation (D'apres Bicks et al, 2075 Chevallier et al,
2012; Gunaydin et al, 2074; Love, 2074)

1.3.3.Les émotions

Lors d'une interaction sociale, il est nécessaire de comprendre les intentions de I'autre
afin d'adapter son comportement. La compréhension de I'émotion de l'autre animal peut
également aider a adapter son comportement. Dans cette partie nous allons voir de quelle
maniere les souris expriment leurs émotions et comprennent les émotions de l'autre en se
concentrant particulierement sur les vocalisations ultrasoniques (USV pour ultrasonic
vocalizations). Les USV sont un moyen de manifester les états émotionnels. Des études au
laboratoire ont montré que les USV émises lors d'une interaction sociale chez les souris varient
en fonction de I'état émotionnel et de motivation sociale des animaux en présence (Chabout

et al.,, 2012; Granon et al,, 2018; Lefebvre et al., 2020).
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Les souris sont capables d'exprimer des émotions. Chez les rongeurs, les émotions sont
principalement indexées par des réponses comportementales comme le freezing, de combat
ou de fuite (Blanchard et al., 1998; Johansen et al., 2010; Yilmaz and Meister, 2013). Un
isolement de trois a quatre semaines chez des souris adultes augmente significativement le
nombre de contacts sociaux par rapport a des animaux qui n‘ont pas été isolé, sans pour autant
augmenter les comportements agressifs (Avale et al., 2011), ce qui nous a permis d'émettre
I'hypothese d'une augmentation de la motivation sociale. De plus, des études ont montré que
cette augmentation des contacts sociaux est corrélée positivement a une augmentation des
USVs de haute fréquence (Chabout et al., 2012). Ces expériences suggéerent que les souris sont
capables de réagir a différents contextes environnementaux menacants ou douloureux (comme
le choc électrique ou le stimulus menacant), ou bien a des stimuli plus positifs (présence d'un
congénere). Nous pouvons donc émettre I'hypothése que dans chacune de ces expériences la
souris se trouvait dans un état émotionnel spécifique au contexte. Comment peut-on tester
cette hypothése et y apporter des éléments ? Etudier plus avant les USV, leurs caractéristiques
et leurs conditions d'émission est une approche éthologique pertinente pour plusieurs raisons,

comme nous le verrons plus bas.

1.33.1. Les vocalisations ultrasonique comme marqueur émotionnel chez la

souris

Dans le but de comprendre si les USVs permettent de transmettre une émotion, nous
allons nous attarder sur les mécanismes neurobiologiques qui les sous-tendent. Il convient
avant cela d'apporter une petite précision. A I'heure actuelle, les USVs des rats ont été
beaucoup plus étudiées que celles des souris (pour revue voir Simola and Granon, 2019). Ainsi,
on connait bien mieux les mécanismes chez le rat que chez la souris. L'une des raisons qui
explique ceci est probablement que, chez les rats, les USVs émises sont beaucoup plus
stéréotypées et moins diverses que chez la souris. Toutefois, des études d'USVs chez les souris

vont dans le méme sens que celles émises chez les rats.
1.3.3.1.1. Circuit impliqué dans la production des sons

Pour produire des ultrasons, I'animal doit d'abord produire un son qui dépend du flux
d‘air entrant dans les narines. En 1975, Robert décrit deux types de sons : les sons audibles
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pour l'oreille humaine (“call”) inférieurs a 20 kHz produits par le larynx, et des sifflements
("whistle”) permettant de produire les ultrasons inaudibles pour I'oreille humaine (Roberts,
1975). Certains auteurs ont défini un cri comme le son émis pendant une seule expiration
(Sirotin et al, 2014) et le sifflement ("whistle”) comme une excitation acoustique générée
lorsque le flux d"air est perturbé par une obstruction quelque part dans le conduit vocal (Riede,
2011, 2013). L'nypothese de Robert a par la suite été réfutée par Nunez et collaborateur (1985),
en montrant que le larynx permettait aussi de produire des ultrasons. En effet, les auteurs ont
montré qu’'une lésion bilatérale des nerfs laryngés empéchait la production d'USVs chez les
adultes et les petits (Boulanger-Bertolus and Mouly, 2021; Nunez et al., 1985). D'autres études
ont confirmé ceci et ont montré que la contraction du larynx module le débit de l'air et la
pression sous-glottique, modulant ainsi les USVs (Johnson et al., 2010; Mahrt et al., 2016; Riede,
2011, 2013).

1.3.3.1.1.1. Anatomie du larynx

Le larynx est composé de 5 cartilages (voir Figure 14) : thyroide (TC), cricoide (CC),

aryténoide (AC), laryngeal (LALC) et épiglotte.

Le larynx est composé de muscles qui permettent la contraction : thyro-aryténoidien
(TA), crico-thyroidien (CT), crico-aryténoidien latéral et postérieur (LCA et PCA respectivement)

et le muscle crico-aryténoidien supérieur (SCA) (Inagi et al., 1998; Kelm-Nelson et al., 2018).
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Figure 14. Ftude anatomique du larynx des rats (D apres Inagi et al,, 1998)
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La respiration est aussi I'un des facteurs responsables de la production du son
(Boulanger-Bertolus and Mouly, 2021; Riede, 2011, 2013; Sirotin et al., 2014). Il a été montré
gue les USVs entrainent une modification de la fréquence cardiaque. Chez le rat, entendre par
playback des vocalisation a 50 kHz augmente la fréquence cardiaque alors que entendre un
playback des vocalisations a 22 kHz diminue la fréquence cardiaque (Olszynski et al., 2020). En
effet, les USVs sont émises majoritairement lors de la phase expiratoire. En général, la
production d'USVs commence a la fin de l'inspiration et se finit avant que I'expiration soit

maximale (Sirotin et al,, 2014).

Donc, les USVs reposent principalement sur l'activité du systeme nerveux
parasympathique. Un cycle respiratoire est divisé en trois phases : I'inspiration, I'expiration et
I'expiration silencieuse (Sirotin et al., 2014). Il a été montré qu’'en I'absence de vocalisation,
I'inspiration et I'expiration sont identiques. La production de vocalisation modifie la phase
d’expiration sans perturber la phase d'inspiration. L'expiration silencieuse est une phase ou le
rat va expirer de l'air sans pouvoir produire le moindre son. Ainsi, afin de produire et de
moduler un son, plusieurs parametres se révelent importants : la contraction du larynx et la
pression de |'épiglotte, le flux d'air et la respiration. Une modification de I'un de ces parametres

pourra ensuite permettre de moduler la fréquence et la durée des vocalisations.

1.3.3.1.1.2. Pourquoi les souris vocalisent elles ?

Maintenant que nous avons vu de quelle maniere les vocalisations sont produites, nous
allons nous attarder sur la raison pour laquelle les rongeurs (rat et souris) émettent des
vocalisations. Quelles peuvent étre leurs significations ? Les vocalisations sont émises dans
différentes situations de la vie de I'animal. Par exemple, on peut voir I'émission d'USVs lors de
comportements de jeu (Himmler et al., 2014; Kisko et al., 2015a), de copulations (Ko et al., 2005;
White et al., 1998), de peurs (Talbot et al., 2017), de stress (Chabout et al., 2012; Lefebvre et
al., 2020), des relations méres-jeunes (Ehret, 1987), d'interactions sociales (Chabout et al., 2012;

Faure et al,, 2017; Lefebvre et al., 2020).

Tous ces exemples montrent que les vocalisations des rongeurs sont émises dans
différents contextes : ont-elles une signification particuliere ou sont-elles émises par hasard ?

Des études montrent que les vocalisations des rongeurs ne sont pas les mémes en fonction du
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contexte. Par exemple, L'équipe de Markus Wohr a montré que les USVs de souris émises par
des femelles augmentent I'activité exploratoire chez les souris males en comparaison avec
d'autres USVs (Wohr et al., 2011). Egalement, les vocalisations des souris males attirent les
femelles (Hammerschmidt et al., 2009). Il a été montré que les souris males émettent des
vocalisations différentes selon s'il y a présence ou non de femelles (Chabout et al., 2015; Yang
et al, 2013). Durant le jeu social, les rats émettent différents types de vocalisations avant,
pendant et a la fin du jeu (Himmler et al., 2014; Kisko et al., 2015a, 2015b). Les auteurs
interprétent ces résultats comme le fait que le rongeur veut avertir son ou ses congénéres de
ce qu'il veut faire. En ce sens, le fait de "dévocaliser” un rat perturbe les comportements de jeu
(Kisko et al., 2015a). et dans ce cas de figure, les rats auront tendance a se défendre plutét qu'a
jouer. Ce résultat montre que les USVs émises sont intégrées au comportement social choisi.
La signification des USVs a aussi été étudiée dans la relation meres-jeunes. En effet, il a été
montré que chez la souris chaque appel de petit était émis dans un contexte particulier, comme
par exemple lors de I'éloignement de la mere du nid ou encore lorsque la température baisse
(Branchi et al, 1998; Kikusui et al, 2021). Le modele de souris autistique
ProSAP1/Shank2-/- présente des troubles de vocalisations ultrasoniques (Ey et al., 2013). Ces
guelques exemples permettent d’émettre I'hypothése que les USVs permettent d'échanger des

informations et qu'en fonction du contexte on peut avoir des vocalisations spécifiques.

Un autre aspect de leur role est qu'elles refletent I'état émotionnel de I'animal. En effet,
lors d'une situation aversive, comme la peur ou un stress, Les rongeurs auront tendance a
émettre des vocalisations a faible fréquence, de courte durée et avec peu d'amplitude
(Antoniadis and McDonald, 2006; Chabout et al., 2012; Frysztak and Neafsey, 1991). Mais,
durant une situation positive, comme lors de contacts sociaux ou de jeu, les animaux émettent
des vocalisations a plus haute fréquence (Brudzynski, 2007; Chabout et al., 2012; Kisko et al,,
2015a; Lefebvre et al., 2020). Les USVs refletent I'état émotionnel de I'émetteur et sont aussi
émises pendant des taches de contagion émotionnelle. En effet, lors d'un test de
démonstrateur/observateur, le rat démonstrateur entend un son et peu de temps apres est
soumis a un choc électrique devant un rat qui observe la situation sans subir le choc. On change
ensuite le démonstrateur pour mettre un rat naif et, suite au son, le rat observateur va émettre
des USVs d'alarme. Ceci montre que les USVs permettent d'interagir avec un congéneére et

peuvent transmettre un état émotionnel d’'un animal a un autre (Karwicka et al., 2021).

45



1.3.3.1.2. Les différents type de vocalisations chez le rongeur

Les rongeurs émettent des vocalisations ultrasoniques qui s'étendent de 20 kHz a 125
kHz (Wang et al., 2008). Les ultrasons sont a une fréquence trop haute pour étre décernés par
I'oreille humaine. En regle générale, les USVs sont caractérisées par leur nombre, durée,
fréquence et structure acoustique. Lors d'une situation positive, les vocalisations de haute
fréquence sont souvent associées a un grand nombre d'USV émises alors que dans les
situations aversives, les vocalisations sont de fréquence plus basse et moins nombreuses

(Brudzynski, 2015).

1.3.3.1.2.1. Les type de vocalisations chez le rat

Chez le rat, les vocalisations sont classées en deux catégories principales en fonction
de leur fréquence moyenne : autour de 22 kHz et de 50 kHz. Les vocalisations a 22 kHz vont
de 19 a 39 kHz et en général ont une durée comprise entre 31 a 3000 ms avec une bande de
fréquence basse, de 0.96-13.2 kHz (Brudzynski, 2007; MacDonald and Brudzynski, 2018). Ces
vocalisations sont principalement émises lors d'états aversifs (Brudzynski, 2007, 2014, 2015;
Kelm-Nelson et al., 2018; MacDonald and Brudzynski, 2018; Olszynski et al., 2020). Il existe deux

types de vocalisations de 22 kHz en fonction de leur durée (voir Figure 15) :

-Les vocalisations a 22 kHz courtes (<300 ms) : qui signalent un état d'inconfort sans

danger extérieur

-Les vocalisations a 22 kHz longues (>300 kHz) : qui signalent un danger extérieur ou

potentiel

Les vocalisations a 50 kHz s'étendent de 40 a 80 kHz et ont, en général, une durée de
15 a 100 ms (MacDonald and Brudzynski, 2018), avec une bande de fréquence allant de 0.8
kHz a 18.6 kHz. Ces vocalisations sont principalement émises lors d’'états émotionnels plus
positifs comme lors de contacts sociaux ou face a une nourriture appétissante (Brudzynski,

2007, 2015; Olszynski et al., 2020). Il existe 3 grands types de vocalisation a 50 kHz :
-les plates (sans modulation de fréquence),

-les modulées sans trille
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-les modulées avec trill.
La Figure 15 montre un exemple de ces différents types de vocalisation.

Les vocalisations a 50 kHz plates sont des USVs a fréquence constante d'une durée
comprise entre 20-100 ms et dans une gamme de fréquence entre 35 et 50 kHz. Ce type de

vocalisation est principalement émis lors de comportements sociaux.

Les vocalisations a 50 kHz modulées sans trille ont une durée comprise entre 20 et 150
ms et une gamme de fréquence de 40 a 80 kHz. Ce type de vocalisation peut étre émis lors de

situation fortement gratifiante et trés motivante comme lors de situations sexuelles.

Les vocalisations a 50 kHz modulées avec trilles sont émises lors de situations
hautement émotionnelles associées a un état affectif intense comme par exemple aprés une

injection ampétamine.

Call type Pictogram of the call Selected references
22 kHz short _— — 0m [68,104,143]
22 kHz long — [65,68,104,143,148]
50 kHz flat - - _— [39,104,119,143,151]

50 kHz FM step

[32,104,119,126,129,130,
143,151]

50 kHz FM with trills

CPW AW R M

[32,39,104,119,125,126,

129,130,143,151]

Figure 15. Les principales vocalisations émises chez les rats (D'apres Brudzynski, 2015)

1.3.3.1.2.2. Les types de vocalisations chez la souris

La classification est plus complexe que chez le rat et, a I'heure actuelle, aucune
classification unique ne fait consensus dans la communauté scientifique. Toutefois, toutes les
études s'accordent pour inclure I'existence de sauts de fréquence dans cette catégorisation

(Holy and Guo, 2005; Jamain et al., 2008). Des études montrent que, comme pour le rat, les
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souris sont capables d'émettre des USVs associées soit a des états positifs soit a des états
négatifs et leur fréquence les distingue. Cependant, ces fréquences different de celles du rat et
sont plus élevées (pour revue (Simola and Granon, 2019). Chez la souris, les vocalisations les
plus positives sont d'une fréquence supérieure ou égale a 60 kHz alors que celles associées a
des états négatifs sont autour de 40 kHz (Chabout et al., 2012; Lefebvre et al., 2020). De plus,
il a été montré que les situations positives sont associées a un plus grand nombre de
vocalisations ainsi qu'a des durées de vocalisation plus longues, alors que les situations
négatives ou stressantes sont associées a une réduction du nombre de vocalisations ainsi
gu’une réduction de leur fréquence (Chabout et al., 2012; Lefebvre et al., 2020). Plusieurs études
ont confirmé cette classification car lorsque I'on fait entendre des USVs de femelles a 70 kHz,
cela attire les males (Wohr et al., 2011). L'étude de Wang et collaborateurs (2008) a aussi
démontré que la présence d'urine de femelles génere des vocalisations chez les males a plus
de 60 kHz. De plus, lors d'une interaction sociale entre souris males adultes, les fréquences
moyennes de vocalisation sont supérieures a 60 kHz (Chabout et al., 2012; Faure et al., 2017).
Cependant les souris sont aussi capables de produire des vocalisations a basses fréquences.
Par exemple, dans un test d'apprentissage de peur conditionnée, les souris émettent des

vocalisations de 30 kHz et 50 kHz indiquant un état émotionnel plus négatif (Ko et al., 2005).

Dans une méme tache, les souris sont aussi capables d'émettre des vocalisations de
haute et de basse fréquence. En effet, il a été montré que, durant la copulation, les souris
émettent principalement des vocalisations a 70 kHz, mais on peut aussi voir en quantité
moindre, des vocalisations a 40 kHz (White et al., 1998). White et collaborateur (1998) montrent
que la copulation peut également s'effectuer en absence de vocalisation. Il a ainsi été proposé
que la présence d'USVs entre 70 kHz et 40 kHz permettrait de moduler et de coordonner les

comportements de copulations (White et al., 1998).

Ces exemples montrent que les souris sont capables d'émettre des vocalisations dont
la fréquence varie selon le contexte. En particulier, les souris émettent un trés grand nombre
de vocalisations lors d'interactions sociales entre animaux adultes, du méme sexe (Ferhat et al.,
2015). Lors des comportements sociaux, Chabout et collaborateurs (2012) ont classifié les

vocalisations durant cette tache, a partir de la classification proposée chez les juvéniles par
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(Holy and Guo, 2005). Méme si cette classification peut étre discutée, elle a le mérite d'établir

une base a laquelle on peut se référer pour ce type de tache.

USV émise lors de l'interaction sociale chez la souris.

Lors de l'interaction sociale, il a été montré que les souris émettent différents types de
vocalisations. Les USVs émises lors d'interactions sociales sont principalement séparées en
termes de durée et de modulation de fréquence. Les USVs émises sont les suivantes (Chabout

etal, 2012):

-Short (S) : durée inférieure a 50 ms et une modulation de fréquence inférieure a 10

kHz.
-Flat (F) : durée supérieure a 50 ms et une modulation de fréquence inférieur a 10 kHz.

-One Frequency Jump (OF)J) : présence 1 seul saut de fréquence supérieur a 10 Khz et

ecart de temps entre deux son inférieur a 10 ms.

-Mutiple Frequency Jump (MFJ) : présente au moins plusieurs sauts de fréquence

supérieur a 10 Khz et écart de temps entre deux son inférieur a 10 ms.

-U shape (U) : son en forme de U qui doit étre symétrique et dont la différence de

fréquence doit étre supérieure a 10 kHz.

-Chevron (C) : son en forme de U inversé qui doit étre symétrique et dont la différence

de fréquence doit étre supérieure a 10 kHz.

-Upward (H) : son qui augmente de maniéere continue et avec une différence de

fréquence supérieure a 10 kHz sans critére de durée.

-Downward (D) : son qui diminue de maniere continue avec une différence de

fréquence de plus de 10 kHz sans critére de durée.

-Modulée (M) : son qui passe deux fois par la méme fréquence avec une fréquence

supérieure a 10 kHz.
-Composé (W) : chevauchement de deux sons émis séparément.

Toutes ces vocalisations sont illustrées dans la Figure 16.
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Apres un stress, le nombre de vocalisations diminue et le répertoire vocal est plus
restreint, les souris émettent majoritairement des vocalisations courtes. Lors d'interactions
sociales, les souris montrent un répertoire vocal plus étendu, et en plus grand nombre
(Chabout et al., 2012), et ce d'autant plus que leur motivation pour avoir un contact social est

importante.
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Figure 16. Classification des USV de souris émises lors de I'interaction sociale. A) Exemple
de spectrogramme émis durant l'interaction sociale. Sur l'axe des abscisses, le temps est
représenté en secondes et en ordonnée la fréquence est représenter en Khz. B) Exemple

de chaque type USV émise lors de l'interaction sociale.

Maintenant que nous avons montré les différents types de vocalisations chez le rat et
la souris et que nous savons que cette production vocale est reliée aux comportements

sociaux, nous allons nous intéresser aux mécanismes neurobiologiques associés.

1.3.3.1.3. Circuit de production des vocalisations chez le rat

Les travaux de Stéfan Brudzynski ont montré, chez le rat, que l'activation de
I'acétylcholine (Ach) par la voie mésolimbique ascendante (SCMA) provoque I'émission d'USVs
a 22 kHz. Les neurones cholinergiques du noyau tegmental latéro dorsal (LTD) innervent les

structures mésencéphaliques (comme I'ATV, le noyau du raphé, le locus coeruleus et la
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substance grise périaqueducale), les régions limbiques diencéphaliques et les régions du
cerveau antérieur (I'hypothalamus, le thalamus, I'habenula latérale, le septum latéral,
I'hippocampe et le cortex cingulaire (Brudzynski, 2007, 2014; Brudzynski et al., 2018). En outre,
I'activation des voies dopaminergiques mésolimbiques ascendantes (SDMA) provoque
I'émission d'USVs a 55 kHz. Les neurones dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale
innervent le noyau accumbens, le striatum dorsal, 'amygdale et différentes parties du septum
latéral (Brudzynski, 2007, 2015; Brudzynski et al., 2018). Des études se sont intéressées au rdle
du cortex préfrontal médian dans la production ou la modulation des vocalisations. Pour
réaliser ceci, des lésions du cortex préfrontal ont été réalisées (voir Figure 17, (Antoniadis and
McDonald, 2006; Frysztak and Neafsey, 1991; Furtak and Brown, 2018). Ces travaux montrent,
chez le rat, que le CPFm est impliqué dans la production des vocalisations a 50 kHz comme a
22 kHz, c'est a dire a la fois celles associées a des états émotionnels positifs, comme celles
associées a des états négatifs. Ces études n'ont cependant pas réussi a distinguer le role du
cortex prélimbique de celui de linfralimbique. Ainsi, a I'heure il manque beaucoup de
connaissances sur le role précis du cortex préfrontal dans la production ou la modulation des

USVs.

Le systeme cholinergique et dopaminergique jouent un role de balance dans la
production d’'USVs. En effet, par exemple 'augmentation de la quantité d’Ach dans le noyaux
accubens entraine une diminution de la quantité de dopamine libérée, ce qui augmente

I'émission de vocalisations a 22 kHz et réciproquement (Brudzynski, 2015; Willuhn et al., 2014).

A I'heure actuelle, la majorité des études a été réalisée chez le rat (Simola and Granon,
2019, pour revue). L'une des principales raisons a ceci est que les vocalisations chez le rat sont
plus stéréotypées que chez la souris. Une autre raison est que les études de Iésions, d"activation
ou d'inactivation pharmacologiques sont bien plus nombreuses et plus anciennes chez le rat
que chez la souris. En revanche, les modeles transgéniques peuvent nous aider a en
comprendre les bases moléculaires de fagon plus spécifique et cette approche bénéficie des
tres nombreuses lignées transgéniques de souris existantes. Chez les deux especes, les données

sont donc complémentaires.
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Midbrain

Figure 17. Les principales voies modulant la production des USVs. Les fleches vertes
représentent le circuit de l'acétylcholine mésolimbique ascendante (SCMA). Les fléches rouges
représentent la voie dopaminergique mésolimbique ascendante (SDMA). Abréviations : AC :
noyau accumbens, AH . aire hypothalamique antérieure, AM : amygdale, BS . Noyaux basaux
de la strie terminale, CG : gyrus cingulaire, DS . striatum dorsal, FC . cortex préfrontal, HI :
hippocampe, HYP : hypothalamus, LDT . noyau tegmental latérodorsal, LS : septum latéral, OB
. bulbe olfactift, PO : aire préoptique, SN : substance noire, TH : thalamus, VTA : aire tegmentale
ventrale (D'aprés Brudzynski et al, 2018).

1.33.2. L'expression émotionnelle chez la souris

Nous avons vu plus haut que les rongeurs étaient capables d'exprimer leur état
émotionnel par l'intermédiaire des vocalisations. Cependant, il existe d'autres moyens
permettant d'exprimer une émotion, notamment I'expression faciale. Chez les animaux sociaux,
il a été montré que les expressions faciales étaient importantes pour la vie en groupe. En effet,
les primates sont capables de réaliser et de comprendre les émotions de l'autre par cette
observation (Parr et al, 2005). Chez la souris, on a montré que les expressions faciales
permettaient également de percevoir les émotions. En effet, une échelle a permis de
déterminer les niveaux de douleur chez le rongeur en se basant sur les criteres observables
comme la position des yeux, des vibrisses et du nez. Cette échelle s'appelle le « Mouse Grimace
Scale » (MGS, Flecknell, 2010; Langford et al., 2010). Des études chez le rat ont montré que
I'expression faciale pouvait étre un bon indicateur des émotions positives (Finlayson et al.,

2016). Dolensek et ses collaborateurs ont récemment réussi, grace a un processus de “machine
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learning”, a détecter les expressions faciales des 6 états émotionnels chez la souris (voir Figure
18) (Dolensek et al., 2020; Girard and Bellone, 2020), comprenant : la douleur provoquée par
un choc électrique, le dégolt suscité par la présentation d’'une odeur amere (la quinine), le
plaisir évoqué par la présentation d’'une odeur sucrée, le malaise suite au chlorure de lithium.
Les auteurs ont aussi enregistré les expressions faciales émises durant I'immobilisation et les

échappements (Dolensek et al., 2020; Girard and Bellone, 2020).

Lors d'une interaction sociale, la compréhension de I'état émotionnel de I'autre est une
étape importante pour adapter son comportement vis-a-vis d'un congénére. Nous avons pu
voir précédemment que les USVs permettaient aux rongeurs d’exprimer ces états et qu'ils
pouvaient étre percus par les congéneres. Ici, nous avons vu que les expressions faciales aussi
peuvent étre un indicateur de I'état émotionnel d'un congénére. Cependant, a I'heure actuelle,
nous ne savons pas si les souris utilisent réellement les expressions faciales comme indice de
I'état émotionnel de I'autre animal, ni si elles adaptent leur comportement social en fonction.
Des études plus approfondies devront étre réalisées afin de répondre a cette question, j'y
reviendrai dans la partie “perspectives”. Néanmoins, cette méthode reste particulierement
intéressante pour comprendre |'état émotionnel des congéneres, méme si elle comporte tout
de méme quelques limites. Il est en effet notable que I'étude citée précédemment sur les
expressions faciales a été effectuée uniquement téte fixée, ce qui empéche I'étude des
interactions libres et naturelles. Il serait intéressant de continuer a développer cette technique

afin de I'adapter a notre test d'interaction sociale.

Une autre étude tout aussi intéressante est la mesure de la température corporelle qui
peut étre considérée comme un indicateur de ce que ressent |'animal. En effet, aprés un stress
social on peut observer une augmentation de la température corporelle (Bhatnagar et al., 2006)
Donc, la détection de la température corporelle (entre 0,5° et 2°) pourrait permettre de détecter
différents états émotionnels chez le rongeur. Néanmoins, d'autres études s'averent nécesaires

pour utiliser la température corporelle comme moyen de détecter ce que ressent I'animal.

Donc il semblerait que les souris soient capables d'exprimer et de percevoir différents
états émotionnels, que ce soit par les expressions faciales ou la température corporelle. Mais,
a I'heure actuelle, nous ne savons pas si ces informations sont utilisées lors des comportements

sociaux et ce sont des éléments particulierement intéressants a développer dans le futur.
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Figure 18. Les différentes expressions faciales chez la souris (D 'apres Dolensek et al,, 2020)

1.3.3.3. Discrimination des émotions

Il a été montré que les rongeurs sont capables d'exprimer leurs états émotionnels, mais
sont-ils capables de discriminer les états émotionnels d'autrui ? Comme nous I'avons déja
montré précédemment, I'émission d'USVs positives peut favoriser I'approche d'un congénere
alors que I'’émission d'USVs négatives provoque principalement la fuite ou ['évitement
(Brudzynski, 2007). ce qui suggere que, au moins chez le rat, les USVs sont entendues et prises
en compte par les congéneres. Chaque souris est placée dans un compartiment différent,
séparée par une plaque en plexiglass transparente, puis est introduite une souris naive devant
chaque compartiment et on mesure le temps passé dans chacun d’entre eux. Pour générer un

état émotionnel négatif, les auteurs ont réalisé un stress de contention pendant 15 minutes.
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Les résultats montrent que la souris passe plus de temps dans le compartiment associé a |'état
positif ou a I'état négatif que dans le compartiment émotionnellement neutre (Ferretti et al.,
2019; Scheggia et al.,, 2020). Ces expériences ont montré que les souris sont capables de
discriminer les états émotionnels de leurs congénéres. Les auteurs ont également montré que
les projections oxcytocinergiques du noyau paraventriculaire de I'hypothalamus vers le noyau
central de I'amygdale (CeA) sont responsables de la discrimination des émotions (Ferretti et al.,
2019). Une autre étude, réalisée par la méme équipe, a montré que les interneurones exprimant
la somatostatine (SOM) dans le cortex préfrontal (CPF) sont impliqués dans la discrimination
des états affectifs (Scheggia et al., 2020). Ces deux études suggérent donc un circuit préfronto-

amygdalien serait impliqué dans la discrimination des états affectifs d'autrui.

Pour conclure, nous avons vu que les souris pouvaient exprimer leurs états émotionnels
par l'intermédiaire des USVs, de leurs expressions faciales et leur température corporelle, et de
discriminer les états émotionnels de leurs congéneres. Afin de réaliser une interaction sociale,
il est nécessaire de comprendre |'état émotionnel de I'autre afin d'adapter son comportement.
Il a déja été montré que I'émission d'USVs “positives” peut favoriser I'approche d'un congénére
alors que I'émission d'USVs “négatives” provoque surtout la fuite ou I'évitement (Brudzynski,
2007). Ainsi, l'étude et la compréhension des informations échangées durant ces
comportements nous permettra de mieux comprendre comment s'élaborent les interactions

sociales, quels en sont les modulateurs, et les éléments qui favorisent leur bon déroulement.

1.3.4.Existe t'il des structures spécifigues au social ? ou un circuit spécifique

Dans la partie précédente j'ai présenté I'ensemble des structures cérébrales impliquées
dans le comportement social. Toutefois, nous pouvons nous demander si, lors d'une interaction
sociale, il existe des structures cérébrales ou un circuit spécifique. Par exemple, le cortex
préfrontal médian est impliqué dans les interactions sociales, comme vu précédemment,
pourtant cette structure est également impliquée dans le cadre d'une prise de décision non
sociale (Bechara et al., 1994, 1996). Un autre exemple est I'amygdale, qui est impliquée dans la
détection de la peur d'un congénere mais qui peut, elle aussi, étre activée par exemple lors de
la présentation d'un stimulus conditionné ou l'animal s'attend a recevoir un choc

électrique(Hernandez-Lallement et al., 2020). Le noyau accumbens et I'ATV sont impliqués dans
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la motivation sociale, mais aussi dans la motivation alimentaire (Berridge, 2009) et, de fagon
plus générale, dans toutes les motivations. Ces structures sont par exemple critiques dans

toutes les addictions (Besson et al., 2007; Husson et al., 2012; Tolu et al., 2013).

Ces quelques exemples montrent par conséquent qu'une structure cérébrale peut étre
impliquée dans un comportement qui est a la fois social et non social. La question est de savoir
s'il existe une structure spécifique aux décisions sociales et, dans I'état actuel des connaissances
de la littérature, je ne pense pas que ce soit le cas. Mais nous pouvons trés bien considérer
gu'il existe un circuit social spécifique car, par exemple, tout au long de cette premiere partie
nous avons montré que le cortex préfrontal, I'amygdale et I'hippocampe constituaient,
ensemble, un réseau trés important pour les décisions en contexte social. De ce fait, il existe
un circuit qui permet d'agir socialement, sans que les structures qui le composent ne soient
importantes que pour cela. De plus, I'interaction sociale fait intervenir de nombreux parametres
différents, comme la locomotion, les émotions ou la motivation, qui rendent difficile la
distinction entre les fonctions sociales et les fonctions non sociales. Mon avis serait de
considérer que le traitement de l'information sociale fait appel a une structure tres spécifique,
le cortex préfrontal (et, probablement certaines sous-parties du CPF plutdt que d'autres), puis

gu’ensuite I'ensemble du cerveau soit impliqué afin de réaliser différentes taches sociales.

1.4.Pathologie perturbant l'interaction sociale

De nombreuses pathologies sont associées a des troubles sociaux, tout comme de
nombreuses pathologies présentent une altération du cortex préfrontal. Dans le cadre de ce
manuscrit, je discuterai de quelques pathologies dans lesquelles les interactions sociales sont

particulierement perturbées, afin d'illustrer les conséquences d'un trouble social.

Par exemple, la schizophrénie est caractérisée par des symptomes positifs et négatifs
qui perturbent profondément la cognition. Cette pathologie est associée a de nombreux
troubles d'interaction et de la communication sociale. De plus, les patients sont incapables de
reconnaitre les composantes affectives et de déduire les émotions des autres. Ces patients
présentent ainsi un retrait social et des comportements antisociaux (Higley and Picciotto, 2014).
Il existe différents modéles animaux mimant les symptomes des patients, comme le modéle

des souris MAP6 KO ou bien encore le modeéle pharmacologique MK801 (Faure et al., 2019).
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Dans ces deux modeles, I'activité des récepteurs NMDA est modulée de fagon a provoquer des
symptomes proches de la pathologie (Bicks et al., 2015; Faure et al,, 2019; Higley and Picciotto,
2014). D'autres études ont montré que la perturbation monoaminergique, comme de la
dopamine, de la sérotonine ou méme de |'acétylcholine, pouvait expliquer cette pathologie
(Higley and Picciotto, 2014). Cette pathologie provoque également un probleme dans la
balance Excitation/Inhibition (Higley and Picciotto, 2014). Aucun des traitements qui existent
a ce jour ne corrige les troubles sociaux ni ceux de la communication sociale (Faure et al., 2019),

d’'ou l'intérét de disposer d'un modeéle d'étude des comportements sociaux.

Un autre exemple de trouble social particulierement bien étudié est le trouble du spectre
autistique (TSA). C'est un trouble neurodéveloppemental pouvant étre caractérisé par des
troubles de l'interaction et de la communication sociale, ainsi que des comportements rigides,
stéréotypés et répétitifs (Dere et al., 2014; Ellegood and Crawley, 2015; Ferguson and Gao,
2018; Fernandez et al., 2018; Yizhar et al., 2011). Sans entrer dans un catalogage qui ne serait
pas pertinent dans le cadre de travail, Il existe un nombre important de modeles permettant
d'étudier ce trouble, comme le modeéle TSC1, Nign2, CNTNAP2 ou SHANK2 (Dere et al., 2014;
Ellegood and Crawley, 2015; Ey et al.,, 2013, 2018). Les causes de I'autisme sont inconnues mais
c'est une pathologie polygénique qui est associée a une libération anormale de monoamines
(Fernandez et al, 2018). De plus, plusieurs régions cérébrales sont montrées pour y étre

impliquées telles que le Nac, I'amygdale et le CPF.

Il existe d'autres pathologies impliquant des troubles de l'interaction sociale, comme par
exemple, la dépression, le trouble de stress post-traumatique, I'hyperactivité avec trouble
attentionnel ou la maladie d'Alzheimer. Connaitre les causes permettra une meilleure prise en
charge des patients mais cette recherche doit aussi s'accompagner de la compréhension des
mécanismes cérébraux, élément indispensable pour un traitement optimal des patients. De
plus, la recherche doit également se focaliser sur une analyse multifactorielle car les
pathologies sont d'origine multifactorielle et peuvent avoir des conséquences entre autres
génétiques, électrophysiologiques ou encore neurochimiques. La recherche sur I'ensemble de

ces domaines permettra donc d’améliorer notre compréhension de cette pathologie.
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2. Ach dans le CPF neuromodulateur important du

comportement social et de la prise de décision

2.1. Pourquoi I’Ach est t'elle importante dans l'interaction sociale

La premiére étude a avoir montré que les récepteurs nicotiniques neuronaux comportant
la sous-unité béta 2 (RnAch-b2) pouvait avoir un réle dans le comportement social, est |'étude
de Granon et collaborateurs (2003). En effet, les auteurs ont montré que les interactions
sociales des animaux KO pour les RnAch-b2 étaient fortement perturbées, particulierement
pour ce qui est de I'équilibre entre les choix sociaux et non sociaux que font les animaux
(Granon et al.,, 2003). L'étude de Avale et collaborateurs (2011) a ensuite montré que la ré-
expression de RnAch-b2 grace a un vecteur lentiviral, spécifiquement au niveau prélimbique
de souris beta2 KO suffit a restaurer le répertoire social, sans restaurer I'hyperactivité
locomotrice dont font preuve ces souris (Avale et al., 2008). Ces travaux montrent ainsi que, en
dépit des perturbations monoaminergiques observées chez les souris beta2 KO (Coura et al.,
2013), l'activité des RnAch-b2 du cortex prélimbique est nécessaire au développement
d'interactions sociales flexibles et adaptées. D'autres auteurs ont montré que les récepteurs
muscariniques jouent aussi un role dans I'élaboration des comportements sociaux, en effet,
des souris KO pour la sous-unité muscarinique M4 (M4 KO) présentent des perturbations

sociales, notamment des temps de contact sociaux anormalement bas (Koshimizu et al., 2012).

Les souris béta 2 KO montrent en outre une dominance sociale exacerbée (mais pas de
I'agressivité, (Coura et al,, 2013; Nosjean et al., 2015), ainsi qu'une diminution de la flexibilité
comportementale dans des situations non sociales (Pittaras et al., 2016b; Serreau et al., 2011) .
Comme discuté plus haut, la flexibilité comportementale est un paramétre extrémement
important lors des interactions sociales. Un défaut de flexibilité peut entrainer un
comportement plus stéréotypé et aboutir a une rigidité comportementale, ce qui conduit a des
comportement sociaux inappropriés et peu adaptatifs. En revanche, I'échelle des motivations
n'est pas différente chez les souris béta 2 KO. Une étude a ainsi comparé la préférence des
souris entre trois motivations : la motivation sociale (interaction ou approche d'un congénere),
la motivation alimentaire et la motivation exploratoire (présence d'un nouvel objet) dans un

test de trois chambres. Les résultats montrent que les souris WT et béta 2 KO préféraient passer
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plus de temps dans la zone avec un congénere que dans les zones avec un autre renforcement
(alimentaire ou exploratoire). Ainsi, chez les souris béta 2 la motivation sociale n'est pas altérée
(Chabout et al,, 2013), ce qui donne d'autant plus d'intérét aux études dans lesquelles les
animaux peuvent interagir librement et exprimer un répertoire social complet (de Chaumont
et al,, 2012). D’ailleurs, cette derniere étude a montré que I'absence de récepteurs RnAch-b2
conduit a un maintien stable des contacts sociaux au cours du temps, sans diminution ni
habituation permettant, chez les animaux WT, une flexibilité et, ainsi, de montrer un intérét

pour 'exploration de I'environnement.

Il a été montré que I'anxiété pouvait influencer les comportements sociaux (Allsop et
al., 2014). De facon réciproque, des études ont montré que des rats placés dans un contexte
social présentaient des niveaux d'anxiété plus faibles que des rats isolés (Pentkowski et al,

2011).

Méme si le modele souris béta 2 KO a été beaucoup utilisée afin de comprendre le réle
du systéme cholinergique, il a été montré que ce modele présente des altération autre que le
systeme cholinergique. En effet, une étude a montrer que I'Ach présentaient une altération de
la libération de différent neurotransmetteur comme la dopamine et la sérotonine (Coura et al.,
2013). De plus, le KO de la sous unité béta 2 perturbe le nombre et I'affinité des récepteurs

cholinergique pour I'Ach.

Ces études citées précédemment montrent que I'acétylcholine peut avoir un réle dans
I'interaction sociale, mais peu de choses a I'heure actuelle sont connues et les mécanismes
exactes du fonctionnement de I'Ach en temps que telle lors des interactions sociales. Dans la
suite de ce manuscrit, nous allons nous intéresser a comprendre le réle de I'Ach en essayant
notamment de répondre aux questions suivantes : comment I'Ach est-elle synthétisée ? Quels
sont ses effets ? Comment cette molécule est-elle libérée ? Quelles sont les conséquences du
vieillissement de I’Ach ? Quel est son mode de libération ? Nous allons aussi déterminer une
hypothese sur l'effet de la libération de I'Ach avant de nous attarder sur les méthodes

permettant d'étudier le systéeme cholinergique.

2.2. Biosyntheése et dégradation de I'ACh
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Afin de synthétiser I'acétylcholine (Ach), celle-ci a besoin de son précurseur essentiel, la
choline. Cette molécule est nécessaire dans plusieurs fonctions biologiques. Elle se trouve dans
le milieu extracellulaire et integre le milieu intracellulaire de la synapse grace au transporteur
de la choline (ChT) de haute affinité. Ce transporteur est dépendant du sodium et du chlore
qui a une autre affinité avec la choline. Ainsi, la choline va dans le cytoplasme grace au ChT. La
synthese de I'Ach a partir de la choline nécessite un autre précurseur, |I'Acétyl-coenzyme A
(Acétyl-CoA). Cette molécule est synthétisée a la suite du cycle de Krebs (Prado et al., 2013).
L'Ach est synthétisée au cours d'une réaction catalysée par I'enzyme choline acétyltransférase

(ChAT) dont la réaction donne la formule suivante (Epelbaum Jacques, 1992).

AcetylCoA + choline » Ach + CoA

La molécule d’Ach nouvellement synthétisée va entrer dans les vésicules synaptiques
grace au transporteur vésiculaire de I'Ach (VAChT), ce qui permettra sa libération par la fusion
des vésicules synaptiques aux terminaisons synaptiques. L'Ach va ensuite se fixer sur ses
récepteurs post-synaptique avant d'étre dégradée en choline + acétate par
acétylcholinestérase (AChE) (Epelbaum Jacques, 1992; Prado et al., 2002, 2013; Sarter and

Parikh, 2005). Les processus de synthese et de dégradation de I'Ach sont illustrés en Figure 19.

L'absorption de la choline par le ChT est I'étape limitant le taux de synthese de I'Ach
(Sarter and Parikh, 2005). On peut aussi trouver le ChT sur la membrane des vésicules
synaptiques co-exprimé avec le VAChT. L'Hemicholinium-3 est un inhibiteur hautement
spécifique de la choline permettant de réguler I'activité de ce transporteur. Des études ont
montré que la réalisation d'un KO sur ChT n’est pas viable. La fonctionnalité du transporteur
ChT est conservée méme apres 50% de diminution (Ferguson et al., 2004) ce qui montre une

certaine plasticité de ce transporteur (Sarter and Parikh, 2005).

La protéine VChAT est le transporteur vésiculaire de l'acétylcholine et permet de
transporter I'’Ach dans I'espace présynaptique. Le gene codant la protéine VChAT se trouve sur
le premier exon du gene ChAT. Ainsi ChAT et VAChT sont les deux genes qui forment le locus
du géne cholinergique. Le vésamicol est un ligand spécifique du VAChT (Prado et al.,, 2002,
2013). Des études ont montré que la quantité du VAChT était directement liée a la quantité
d'Ach libérée (Song et al., 1997). De plus, I'augmentation du VAChT permet d'augmenter la

libération d'Ach et de diminuer I'Ach intracellulaire (Nagy and Aubert, 2012). Plusieurs études
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ont montrée que la sur expression ou sous expression du VAChT. aboutit a des troubles
physiologiques ou comportementaux (Crittenden et al., 2014; Janickova et al., 2017; Martyn et

al., 2012; Nagy and Aubert, 2013; Prado et al., 2006; Sugita et al., 2016).

Le ChAT est I'enzyme qui catalyse la synthese de I'Ach grace a la choline et a I'Acétyl-
CoA dans les terminaisons cholinergiques présynaptiques. Le ChAT est synthétisé dans les
corps cellulaires en exces et se dirige au niveau des terminaisons cholinergiques (Epelbaum
Jacques, 1992). La ChAT est une protéine glomérulaire de poids moléculaire de 82 ou de 69
kDa. En effet, cette protéine se présente sous 2 formes : une forme soluble représentant 80-
90% de I'activité enzymatique totale et une forme membranaire représentant environ 10 a 20%
des protéines totales. La protéine de 82 kDa est localisée dans le noyau, alors que la protéine

de 69 kDa est localisée dans le cytoplasme (Prado et al., 2002; Sarter and Parikh, 2005).

L'AChE est I'enzyme qui hydrolyse I'Ach en choline + acétate et qui permet ainsi de
dégrader I'Ach au niveau de la fente synaptique. Cette molécule est une cible thérapeutique
pour de nombreuses pathologies. Par exemple, dans le cadre de la maladie d'Alzheimer, nous
pouvons observer une perte des neurones cholinergiques. En général, on peut utiliser des
anticholinesterases afin d'augmenter la quantité d’Ach dans la fente synaptique (Prado et al.,
2013; Sarter and Parikh, 2005). Mais malgré une certaine amélioration dans un premier temps,
on constate aussi une certaine dégradation de ces neurones cholinergiques (Prado et al., 2013).
D’autre moyens de traitement sont actuellement en cours afin d’'essayer de traiter cette

pathologie.
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Figure 19. Synthese et dégradation du systeme cholinergique.. 7) La choline issue de
l'espace extracellulaire se fixe sur le Transporteur de la choline (ChT) ce qui va permettre a la
choline d'entrer dans les terminaisons cholinergiques présynaptiques. 2) La deuxieme étape
consiste en l'action de I'enzyme ChAT qui catalyse I’Ach grdce a la choline et Acétyl-CoA. 3)
L’Ach nouvellement synthétisée va ensuite entrer dans une vésicule synaptique grace au
transporteur vésiculaire de I'Ach (VAChT). 4) L'/Ach dans les vésicules sera ensuite reldchée dans
la fente synaptique par fusion a la membrane. 5) Une fois I'’Ach reldchée, elle ira se fixer sur le
récepteur nicotinique ou muscarinique qui peuvent étre situés en post-synaptique ou en pré-
synaptique afin de s‘autoréguler. 6) Une fois la fixation finie, I'Ach qui n‘a pu se fixer sera ensuite
dégradée par 'AChE. Une partie de la choline dégradée sera recapturée par les terminaisons
cholinergiques présynaptiques. (D'aprés Prado et al, 2013)

2.3. Localisation des différents noyaux cholinergiques et projection des

neurones cholinergiques

2.3.1.Les neurones cholinergiques

Plusieurs noyaux contenant les neurones cholinergiques sont décrits dans le cerveau
(Ballinger et al., 2016; Bloem et al., 2014a; Epelbaum Jacques, 1992; Higley and Picciotto, 2014;
Mesulam et al., 1983; Prado et al., 2017; dos Santos Coura and Granon, 2012). Les principaux
sont au nombre de six (de Ch1 a Ch6) : les noyaux du prosencéphale basal comprennent le
septum médian (Ch1), le VDB (Ch2) et 'HDB (Ch3), le noyau vertical & horizontal de la bande
diagonale de Broca et le noyau basal de Meynert NBM (Ch4). Ces neurones ont des

terminaisons qui projettent principalement vers le cortex cérébral, I'hnippocampe et I'amygdale
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(Figures 20 et 21). Une autre innervation cholinergique est le systéme cholinergique du tronc
cérébral. Ce systeme comporte le noyau tegmental pédonculo-pontin (Ch5) ainsi que le noyau
tegmental dorsolatéral (NTDL, Ch6). Les neurones cholinergiques de Ch5 et Ch6 projettent
leurs terminaisons vers la substance noire, I'aire tegmentale ventrale (ATV), I'hnypothalamus,

I'amygdale et le striatum (Figures 20 et 21).

Il existe aussi des interneurones cholinergiques qui permettent de moduler
spécifiquement la réponse locale. Ces interneurones se trouvent principalement dans le
striatum ou ils constituent 20% de I'ensemble des interneurones. Il existe également une petite
proportion d’'interneurones du cortex, de I'hippocampe et du cerveau basal antérieur qui sont
cholinergiques chez le rat (von Engelhardt et al., 2007; Frotscher et al., 2000; Kosaka et al.,
1988). Les interneurones cholinergiques préfrontaux expriment le peptide vasoactif intestinal
(VIP) et la calrétinine (von Engelhardt et al., 2007). Ils coexistent également avec plusieurs
neurotransmetteurs tel que le GABA (von Engelhardt et al., 2007). Par conséquent, les neurones
cholinergiques peuvent contenir plusieurs neurotransmetteurs et pourraient ainsi co-libérer
I’Ach avec un autre neurotransmetteur. Cette co-libération sera discutée un peu plus loin dans

ce manuscrit.

Le cerveau basal antérieur contient différents noyaux cholinergiques et un aspect
important est la spécificité de ces structures. Dans I'étude de Bloem et collaborateurs (2014b,
Figure 21), les auteurs montrent qu'il existe 4 voies cholinergiques principales du cerveau
antérieur basal qui innervent le cortex. Chacune de ces voies innerve spécifiquement des
régions preécises du cortex préfrontal, indiquant une certaine organisation topologique et une
spécificité du cortex préfrontal. Dans cette méme étude, ils montrent aussi que le cortex

préfrontal médian est principalement innervé par les voies 1 et 2 (Bloem et al., 2014b)
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Figure 20. Principales voies cholinergiques chez le rongeur et répartition des récepteurs

nicotiniques (nAChRs). Abréviations : SM : septum médian (Ch1), VDB (ChZ2) : noyau vertical
de la bande diagonale de Broca, HDB (Ch3) . noyau horizontal de la bande diagonale de Broca,
NBM (Ch4) : noyau basal magnocellulaire, NTPP (Ch5) : noyau tegmental pédonculo-pontin,
NTDL (Ché) : noyau tegmental dorsolatéral. Figure empruntée de la these de J. Chabout (2012).

Figure 21. Les principales voies de projection des neurones cholinergiques. Les points
rouges contiennent les principaux noyaux des neurones cholinergiques. Les fleches
représentent les différentes voies de projection des terminaisons cholinergiques (D apres

Bloem et al, 2074b)

64



2.3.2.Les autres neurotransmetteurs au cortex préfrontal

En dehors de I'Ach, d'autres neurotransmetteurs posseédent des terminaisons qui projettent
dans le CPF et chacune de ces projections vont permettre de moduler l'activité préfrontale.
Dans le cadre de ce manuscrit, je me focalise sur I'effet de la modulation de I’Ach sur I'activité

des différents neurotransmetteurs.

Les neurones dopaminergiques projettent leurs terminaisons au niveau du cortex
préfrontal. Les principaux noyaux des neurones dopaminergiques sont I'ATV et la substance
noire. Il existe différentes voies de projections majeures des neurones dopaminergiques. Tout
d'abord, les neurones dopaminergiques de la substance noire vont projeter leurs terminaisons
au striatum dorsal et ventral par I'intermédiaire de la voie nigrostriatale. L'ATV contient des
neurones dopaminergiques qui projettent leurs terminaisons vers le noyau accumbens par la
voie mésolimbique et d'autres neurones qui projettent vers le cortex préfrontal via la voie
mésocorticale (Bjorklund and Dunnett, 2007; Epelbaum Jacques, 1992; Klein et al., 2019; dos

Santos Coura and Granon, 2012).

Les noyaux des neurones noradrénergiques sont situés au niveau du locus coeruleus
(LC) et subcoeruleus (groupe A5, A6, A7), du bulbe avec les noyaux réticulaires latéraux (groupe
A1 et C1) et du noyau du tractus solitaire (groupe A2 et C2). Les neurones noradrénergiques
du locus coeruleus vont projeter leurs terminaisons a l'ensemble du cortex cérébral, a
I'nippocampe, I'amygdale, le noyau du septum, au thalamus, a I'hypothalamus et a la moelle
épiniere. Les groupes de neurones A5 et A7 projettent vers la moelle épiniere alors que les
groupes de neurones A1 et A2 projettent vers I'hypothalamus (Epelbaum Jacques, 1992;

Loughlin et al., 1986; dos Santos Coura and Granon, 2012).

Le noyau des neurones sérotoninergiques se situe principalement dans le noyau du
raphé du mésencéphale. C'est de la que partent la plupart des projections sérotoninergiques
et innervent toutes les zones du cerveau, la moelle épiniere, au sein du noyau dorsal du raphé
jusqu’au niveau du cortex préfrontal (Epelbaum Jacques, 1992; dos Santos Coura and Granon,

2012).

Les neurones GABAergiques sont des neurones qui se trouvent dans toutes les

structures cérébrales. Il existe 2 types de neurones, soit les interneurones et les neurones de
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projection. La plupart des neurones GABAergiques sont situés au niveau des corps cellulaires
du globus pallidus, de la substance noire réticulaire et du cervelet. Il existe aussi un nombre
importants interneurones dans le cortex cérébral, I'hippocampe et le thalamus (Epelbaum

Jacques, 1992).

Au sein du cortex préfrontal il existe également des neurones glutamatergiques qui sont

excitateurs.

2.4.Les récepteurs de lI'acétylcholine : nicotiniques et muscariniques

2.4.1. Les récepteurs muscarinigues (MAChR)

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs métabotropiques, a 7 domaines
transmembranaires couplés a une protéine G. Il en existe 5 types qui peuvent étre excitateurs
ou inhibiteurs. Les récepteurs excitateurs sont les récepteurs muscariniques impairs, soit M1,
M3 et M5. Ces récepteurs sont couplés a la protéine Gg/11 et activent la phospholipase C.
Quant aux récepteurs inhibiteurs, ce sont les récepteurs muscariniques M2 et M4. Ils sont
couplés a la protéine Gi/a et inhibent I'adénylate cyclase (AC)(Bloem et al., 2014a; Prado et al.,

2017; Thiele, 2013).

Les effets de I'activation des mAChRs sont généralement un peu plus lents et plus

durables que ceux des AChRs nicotiniques ionotropes (Brown, 2010; Thiele, 2013).

Au niveau du cerveau, il a été montré chez le rat que I'on retrouve les récepteurs
muscariniques M1 majoritairement au sein du cortex, du striatum, de l'amygdale, de
I'hnippocampe et du noyau accumbens. Les récepteurs muscariniques M2, quant a eux, se
trouvent dans tout le cerveau, tout comme les récepteurs M3, mais en plus faible quantité. Les
récepteurs muscariniques M4 se trouvent principalement dans le striatum, le cortex et
I'hippocampe. Enfin, les récepteurs M5 se trouvent en faible quantité dans la substance noire
pars compacta, I'aire tegmentale ventrale ainsi que I'hippocampe (Abrams et al.,, 2006; Tice et
al., 1996). Comme pour les récepteurs nicotiniques, les récepteurs muscariniques sont
ubiquitaires, dans toutes les régions du cerveau. Au niveau du cortex, les récepteurs M1 sont
largement exprimés dans la partie somato-dendritique des interneurones cholinergiques et
pyramidaux des couches II/IIl et V. En général, le récepteur M1 permet d'augmenter

I'excitabilité cellulaire alors que les récepteurs M2 sont présynaptiques. Cette fixation permet
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une autorégulation du systéeme cholinergique en inhibant la libération d'Ach. De plus, on peut
trouver ces récepteurs au niveau des terminaisons GABAergiques. Dans ce cas, elle aura pour
role d'inhiber I'action des neurones GABAergiques et ainsi, un effet excitateur. Les récepteurs
M4 sont situés dans le domaine somato-dendritique des neurones pyramidaux de la couche

IV (Ballinger et al., 2016).

2.4.2 Les récepteurs nicotinigues (hnAChR)

Les récepteurs nicotiniques sont des récepteurs ionotropiques pentamériques
perméables aux ions sodium (Na+) et calcium (Ca2+). Les sous-unités de ces récepteurs sont
de 5 types : a (10 sous-unités de a1 a a10), B (4 sous-types de B1 a B4), v, § et . Mis a part la
sous-unité a8, qui est présente chez les oiseaux (Millar and Gotti, 2009), toutes ces sous-unités
sont présentes chez les mammiferes. La plupart de ces récepteur est composée au moins d’'une
sous-unité a et d'une sous-unité non a. Méme si la plupart des combinaisons sont possibles,
un nombre restreint de combinaisons sont exprimées chez les individus. Chaque sous-unité
présente des propriétés différentes. Dans le systeme nerveux central, les sous-unités a4f2* et
a7 sont les plus majoritairement exprimées. L'étoile indique que ce récepteur peut étre associé
a d'autres sous-unités (Arroyo et al., 2014; Epelbaum Jacques, 1992; Millar and Gotti, 2009;
Prado et al., 2017; dos Santos Coura and Granon, 2012, Figure 20) La sous-unité a4[32 présente
une forte affinité pour I'’Ach et un taux de désensibilisation relativement bas. La sous-unité o7
est la seule sous-unité homomeérique, et elle présente une faible affinité pour I’Ach, ainsi qu‘une
désensibilisation tres rapide (Arroyo et al., 2014; Ballinger et al., 2016). La sous-unité béta 4,
exprimée sélectivement dans I'habénula médiale, le noyau interpédonculaire et le fasciculus
rétroflexus a récemment été montré comme modulant de facon majeure les processus
d'anxiété, les souris beta4 KO présentant des niveaux d'anxiété tres bas par rapport aux WT

(Husson et al., 2020).

Les récepteurs nicotiniques sont répartis de maniere ubiquitaire dans chaque région du
cerveau (Figure 20) et peuvent se trouver au niveau pré et post-synaptique, sur tous les
compartiment cellulaire. De plus, ils peuvent se situer sur des neurones dopaminergiques,
GABAergiques et sérotoninergiques et dans différentes couches du cortex préfrontal (dos
Santos Coura and Granon, 2012). Au niveau de la couche II/III, les neurones pyramidaux ne

contiennent pas de nAChR. En revanche, les interneurones de cette couche contiennent la
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sous-unité nicotinique a7 et la sous-unité nicotinique 2. La couche V du cortex contient des
récepteurs exprimant la sous-unité a7 au niveau des neurones pyramidaux et des
interneurones qui expriment la sous-unité 2. La couche VI, celle-ci contient des neurones
pyramidaux et interneurones constitués principalement de récepteurs nicotiniques exprimant

la sous-unité B2 (Poorthuis and Mansvelder, 2013, Figure 22).

La fixation de I'Ach sur les nAChRs entraine des effets pléiotropes. En effet, elle
provoque une libération de glutamate, de sérotonine, de dopamine, de GABA et de
noradrénaline (dos Santos Coura and Granon, 2012). En fonction du type de nAChRs on peut
avoir des réponses différentes. La stimulation des nAChR a7 permet d'obtenir une réponse
rapide, alors que la fixation sur les nAChR exprimant la sous-unité B2 a un temps de réponse
plus lent (Arroyo et al, 2012). Les nAChR B2, a5 et a7 jouent un role important dans les
processus attentionnels (Guillem et al., 2011; Poorthuis and Mansvelder, 2013). De méme, la
sous-unité nicotinique B2 a aussi été impliquée dans les processus de mémoire de travail,
d'interaction sociale, de prise de décision et pour les comportements flexibles (dos Santos
Coura and Granon, 2012). Ces récepteurs jouent un réle majeur dans les processus d'addiction
a la nicotine (e.g., Maskos et al., 2005a) et, comme démontré plus récemment, a I'alcool (Besson
et al., 2019). Cependant, pour des raisons de cohérence avec mon travail de these, je n'en

parlerai pas dans ce manuscrit.

Connaitre la répartition des récepteurs nicotiniques et muscariniques au sein du cortex
préfrontal pourrait nous donner une meilleure compréhension du systeme cholinergique. De
plus, I'étude du microcircuit cholinergique permettrait de mieux comprendre l'effet de la
libération d'Ach sur le circuit local. Dans un premier temps, nous allons nous attarder sur le
microcircuit du cortex préfrontal en regardant la répartition des récepteurs a I'acétylcholine au
sein de ce circuit. Puis, nous allons nous intéresser a la perturbation de la balance
excitation/inhibition par la modulation du systeme cholinergique, ce qui peut provoquer des
pathologies affectant le comportement social telles que la schizophrénie (Ferguson and Gao,
2018; Yizhar et al, 2011) ou les troubles du spectre autistique (Ferguson and Gao, 2018;
Fernandez et al., 2018; Yizhar et al., 2011).
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2.5.Les récepteurs a I’Ach dans le microcircuit du PFC

2.5.1.Microcircuit du Préfrontal

Le CPFm est composé de 6 couches différentes. Les couches II/II, V, et VI comportent
des cellules pyramidales glutamatergiques. Chaque couche du CPF projette vers des régions
du cerveau différentes. Les cellules pyramidales de la couche II/III projettent au BLA, au striatum
ventral et dorsal ainsi qu’a I'hypothalamus latéral. Les cellules de la couche V projettent a I'ATV
et au noyau du raphé. La couche VI projette au thalamus médiodorsal, au striatum dorsal et
ventral tout comme a I'hypothalamus latéral (Santana and Artigas, 2017). Chaque couche
cellulaire comprend en outre des interneurones qui modulent l'activité des neurones
pyramidaux. Les interneurones sont de plusieurs types, en fonction des marqueurs
moléculaires qu'ils expriment : les principaux expriment le peptide vaso-intestinal (VIP), la
somatostatine (SOM) et la parvalbumine (PV). Les interneurones SOM et PV inhibent
directement les cellules pyramidales, tandis que les VIP jouent un réle dans la désinhibition.
Les VIP peuvent donc inhiber les interneurones PV et SOM (Andraka et al., 2021; Ferguson and
Gao, 2018; Kuchibhotla et al., 2017). De plus, les interneurones PV perturbent I'équilibre
excitation/inhibition (Ferguson and Gao, 2018). Une étude (Scheggia et al., 2020) a montré que
les interneurones PV dans le cortex préfrontal des souris sont impliqués dans I'investigation
sociale et que les interneurones SOM sont impliqués dans la discrimination de I'état affectif.
De plus, ces auteurs montrent que l'activation de I'interneurone SOM diminue I'activité des
cellules pyramidales du CPFm, ce qui a pour conséquence d’améliorer la discrimination de |'état
affectif. Sur toutes ces cellules pyramidales ou interneurones, il y a des récepteurs nicotiniques
dont le ligand naturel est I'’Ach (Poorthuis et al, 2013). Il a récemment été montré que la
stimulation de la libération d’Ach dans le cortex somato-sensoriel augmente I'activité des

interneurones qui, en retour, diminue celle des cellules pyramidales (Kuchibhotla et al., 2017).

Au niveau des neurones pyramidaux et des interneurones, nous pouvons trouver des
récepteurs a la sérotonine (5-HT1a-R, 5-HT2a-R, 5-HT>c-R et 5-HT3-R), des récepteurs a la
dopamine D1-R et D2-R et des récepteurs aux neurones adrénergiques Alphaia-AR, Alphaip-
AR, Alphai-AR. Leurs proportions varient selon la couche et selon s'ils se situent sur des

neurones pyramidaux ou des interneurones (Santana and Artigas, 2017).
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2.5.2.Balance E/I

Nous venons de détailler le microcircuit local du CPF en nous concentrant
principalement sur la présence des nAChRs et mAChRs. Cette description anatomique peut
nous permettre, dans un premier temps, d'avoir une idée du microcircuit local du CPF. Plusieurs
études ont montré que certaines pathologies associées a des problémes sociaux sont
également caractérisées par une perturbation importante de la balance excitation/inhibition
(E/I) au niveau du cortex préfrontal. Cette balance est nécessaire pour le bon fonctionnement
du systéme neuronal. Le ratio excitation/inhibition au sein du cortex préfrontal est de 20/80 en
faveur de l'inhibition (Pittaras et al., 2016b). Une perturbation de la balance E/I peut étre
réalisée par I'utilisation d'un antagoniste GABAergique dans le CPF, ce qui provoque par la
suite une perturbation de la mémoire de travail et du comportement social (Yizhar etal., 2011).
Il a été montré que la balance E/I est altérée chez les patients avec schizophrénie (Ferguson
and Gao, 2018; Yizhar et al., 2011) ou ceux souffrant d'un trouble du spectre autistique

(Ferguson and Gao, 2018; Fernandez et al., 2018; Yizhar et al., 2011).

Les interneurones modulent le fonctionnement des neurones pyramidaux (Ferguson and
Gao, 2018). En effet, il a été montré que le role des interneurones PV participaient a la
synchronisation des inputs des neurones excitateurs voisins afin d'améliorer le signal (Ferguson
and Gao, 2018). Ils permettent aussi le maintien des oscillations GABAergiques (Ferguson and
Gao, 2018). La perturbation de la balance E/I peut étre due a un déséquilibre des nAChRs. Il a
en effet été montré que la suppression de la sous-unité nicotinique (souris beta2 KO) perturbait
la balance E/I dans le cortex préfrontal (Pittaras et al., 2016b). De méme, I'étude de Kuchibhotla
et collaborateur (2017) démontre que la libération d’Ach permet I'activation des interneurones
du CPF, qui vont a leur tour inhiber 'activité des neurones pyramidaux. Ainsi, la libération d'Ach
dans le CPF peut inhiber indirectement les neurones pyramidaux par l'intermédiaire des

interneurones (Kuchibhotla et al., 2017).

2.6.Co libération d’Ach

I a longtemps été pensé qu'un neurone pouvait libérer un seul et unique
neurotransmetteur. Cependant, au fil des années, des preuves se sont accumulées allant dans
le sens inverse de cette hypothése. En effet, I'une des premieres démonstrations a été réalisée

dans I'organe électrique de torpedo californica. Dans cette étude a été montré, que la libération

71



d'acétylcholine par les vésicules synaptiques était co-libérée avec de I'ATP (Hnasko and
Edwards, 2012; Silinsky, 1975). Depuis, d'autres preuves se sont accumulées, comme la
libération du peptide vasoactif intestinal (VIP) avec I'acétylcholine ou bien la libération de la
somatostatine avec le neuropeptide Y (Bartfai et al, 1988). Une autre étude a montré
également que le transporteur du GABA pouvait transporter simultanément de la glycine
(Woijcik et al., 2006). Ces quelques études citées ici, ainsi qu'un trés grand nombre d'autres, ont
remis en question le concept qu’un neurone se limite a un type de neurotransmetteur. De plus,
les neurones co-libérent plusieurs neurotransmetteurs différents qui peuvent étre excitateurs,
comme par exemple l'acétylcholine et le glutamate dans le striatum (Prado et al.,, 2013), mais
qui peuvent également étre excitateur et inhibiteur, comme le glutamate et le GABA Mais qu'en
est-il pour I'Ach ? Peut-on voir ce méme mécanisme au sein des neurones cholinergiques

innervant le cortex préfrontal ?

En ce qui concerne I'Ach, plusieurs études montrent que les neurones cholinergiques
liberent également différents neurotransmetteurs. Notamment, une étude prouva que les
Starburst Amacrine Cells (SACs) de la rétine co-libérent de I'Ach et du GABA (Lee et al., 2010).
Dans le systéme nerveux central, nous pouvons voir de la méme maniere une activation
selective des interneurones cholinergiques qui liberent a la fois de I’Ach et du glutamate (Higley

et al,, 2011; Prado et al., 2013).

Kosaka et ses collaborateurs mettent en évidence, par immunohistochimie sur des coupes
de cerveaux de rats, une co-expression de ChAT et de GABA dans le prosencéphale basal, le
cortex cerebral et la rétine. Ces donneées confirment que les neurones cholinergiques peuvent
co-libérer de I'Ach et du GABA au sein du CPF (Kosaka et al., 1988; Saunders et al., 20153,
2015b).

Ainsi, les neurones cholinergiques peuvent libérer différents neurotransmetteurs au CPF.
Toutefois, a I'heure actuelle, les mécanismes qui sous-tendent cette co-libération sont tres mal
connus et le réle fonctionnel d'une telle libération conjointe I'est tout autant. L'hypothese
permettant d'expliquer ceci serait que la co-libération permettrait de contrdler la libération des
neurotransmetteurs cérébraux. Cette hypothese a été émise lorsque les terminaisons
cholinergiques du cortex préfrontal co-libéraient de I'’Ach et du GABA, ce qui permettait de

contréler I'excitation et I'inhibition au sein du cortex préfrontal (Saunders et al., 2015b). De
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plus, il a été mis en valeur le fait que I'Ach contrdle I'excitabilité cellulaire et la plasticité
synaptique des neurones (Picciotto et al, 2012). La co-libération GABAergique et
glutamatergique en fonction des structures cérébrales pourrait ainsi permettre de réguler ou

de nuancer finement la qualité du signal.

Une autre question, tout aussi importante, est de savoir si une vésicule synaptique peut
transporter plusieurs neurotransmetteurs différents ou si chaque vésicule transporte seulement
un neurotransmetteur. La réponse a cette question dans la littérature n'est pas tres claire et

d'autres études sont nécessaires afin d'investiguer ceci.

2.7.Libération d’Ach volumique ou transitoire

De nombreuses études ont posé la question du fonctionnement du systeme
cholinergique. Un des débats actuels est de savoir si I'Ach est plutot libérée de maniere
classique (c'est-a-dire, synaptique tonique) ou si elle est plutot relarguée de maniére
volumique. La libération transitoire tonique repose sur le fait qu'un neurotransmetteur arrive a
une terminaison présynaptique et sera ensuite libéré dans la fente synaptique, pour se fixer sur
ces récepteurs post-synaptiques. La transmission volumique concerne plutét une libération
plus globale et diffuse au cours de laquelle le neurotransmetteur se diffusera dans I'espace
extra-synaptique et pourra se fixer sur différentes cibles. Les caractéristiques générales de la
libération synaptique ainsi que de la libération volumique sont résumées dans le Tableau 1

(Arroyo et al,, 2014; Dani and Bertrand, 2007; Sarter and Kim, 2015).

Dans cette partie, nous allons essayer d'établir une revue de quelques arguments
montrant que l'acétylcholine peut avoir un mode de libération transitoire et ensuite nous
verrons ceux qui amenent a penser que I'Ach se transmet en volume. Enfin, nous étudierons

quels sont les roles de ces 2 modes de libération dans les fonctions biologiques.

2.7.1.L'Ach peut étre mesurée de maniere transitoire

L'Ach peut avoir un mode de libération classique. En effet, des études ont montré que
les récepteurs de I'Ach étaient présents au niveau pré et post-synaptique (Dani and Bertrand,
2007; Sarter et al.,, 2009; Vizi and Lendvai, 1999). L'équipe de Sarter et collaborateurs (2016) a
montré, par une méthode voltammétrique qui permet de détecter de maniere indirecte la

libération d'Ach, que lors d'une tache de détection d'indice (dans cette expérience, un indice

73



lumineux), la libération de transients cholinergiques était nécessaire afin que I'animal détecte
I'indice lumineux. Sans ce pic d'Ach, les souris étaient incapables de détecter I'indice et n'y
répondaient donc pas (Gritton et al., 2016). Un autre argument est qu'au niveau de la fente
synaptique I'acétylcholinestérase (AChE) est présente. Comme décrit plus haut, cette molécule
qui permet de catalyser I'Ach possede un pouvoir catalytique d'environ de 5000 molécules
d'Ach par seconde. Le grand pouvoir catalytique de I'AChE empéche ainsi I’Ach de se diffuser

en dehors de la fente synaptique (Sarter et al., 2009, Figure 23).

2.7.2.L'Ach peut etre libéré de maniere volumique

L'Ach peut aussi avoir un mode de libération volumique dont la réponse est lente. L'un
des arguments émis en faveur de cette hypothese est la présence de récepteurs nicotiniques
et muscariniques en milieu extrasynaptique, c'est-a-dire que les récepteurs a I'Ach sont
éloignés de son site de libération (Dani and Bertrand, 2007; Vizi and Lendvai, 1999; Watanabe
and Yamamoto, 2015). De plus, la libération d’Ach peut se faire sur des complexes non
jonctionnels, c'est-a-dire que les terminaisons cholinergiques n‘ont pas forcément de cibles
post-synaptiques (Sarter et al., 2009, voir Figure 23 b). L'AChE, qui permet la dégradation de
I’Ach, est localisée principalement au niveau de la fente synaptique. Ainsi, I'absence d'AchE en
dehors des fentes synaptiques renforcerait I'effet de cette libération extrasynaptique d'ACh
avec un effet qui pourrait étre prolongée dans le temps. L'ensemble de ces arguments va en

faveur d'une libération volumique (Sarter et al., 2009, Tableau 1).

2.7.3.Libération d'un point de vu biologique

Le débat entre les deux modes de transmission volumique et tonique est actuellement
en cours. Dans la littérature, il semble que ces deux mécanismes soient mis en jeu. Les
expériences de Sarter et collaborateurs ont permis de démontrer des pics transitoires
d'acétylcholine, ce qui concorde avec un réle modulateur. Il semblerait que les NAChRs jouent
un role dans les deux modes de libération. Arrayo et collaborateurs (2012) ont étudié I'effet de
la libération d’Ach au CPF en activant des interneurones. Ils ont montré que la libération d'Ach
provoquait deux types de réponse, une rapide et une lente. La réponse rapide serait médiée
par les récepteurs a7, alors que la réponse lente serait plutét médiée par les récepteurs non
a7, ce qui concorde avec le rOle fonctionnel de ces récepteurs. Les auteurs ont associé la

libération rapide aux modes de transmissions phasiques, qui servirait a synchroniser I'activité
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des interneurones. En revanche, la réponse lente serait plus compatible avec une libération

volumique de I'Ach, et, ainsi, un role plutét modulateur (Arroyo et al,, 2012, 2014).

Soma

A ACh
@ AcHe

© Choline

Figure 23. Exemple des deux modes de libération dans la synthese de I’Ach. a) Mode de
libération classique qui se déroule au niveau pré et post-synaptique. La libération d’Ach
provoque une forte concentration d’Ach au niveau de la fente synaptique, puis elle va aller se
fixer sur son récepteur avant d'étre dégradée par I'AChE. b) Pour le mode de libération
volumique, I'Ach peut étre libérée au niveau des dendrites ou du soma des neurones
cholinergiques. Elle est diffusée dans l'espace extracellulaire puis ensuite se fixe sur un
récepteur nicotinique ou muscarinique. Abréviations : ACh : acétylcholine, nAChR : récepteur
nicotinigue, mAChR : récepteur muscarinique, VAChT . transporteur vésiculaire de I'Ach, ChT .
transporteur de la choline, AChE : acétylcholinestérase. (D'apres Sarter et al,, 2009).
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Tableau 1. Caractéristique générale de la transmission classique et volumique (D'apres
Sarter and Kim, 2015 ; Sarter et al., 2009)

Transmission classique Transmission volumique
Spécificité de la liaison L'Ach libérée se fixe sur une | L'Ach libérée se fixe sur de
cible spécifique (réponse | nombreux sites (réponse non
spécifique) spécifique)
Délais de la réponse Réponse rapide en quelques | Réponse lente pouvant aller
ms de la seconde a la minute
Concentration d'Ach Forte concentration Faible concentration car I'Ach
est diffuse
CoUt énergétique Faible colt énergétique Fort colt énergétique
Fonction Détection des indice Augmente I'attention

2.8.Vieillissement du systeme cholinergique

Des études ont montré que le vieillissement chez les mammiferes entraine une diminution
de I'épaisseur corticale et une perte neuronale, associé, dans certains cas, a I'émergence de
pathologies dégénératives telles que la maladie d'Alzheimer ou de Parkinson (Wallace and
Bertrand, 2013). Dans cette partie, nous allons nous intéresser aux effets du vieillissement sur
le systeme cholinergique et essayerons d'expliquer les effets de ce vieillissement cholinergique.
Ensuite, nous regarderons les conséquences au niveau comportemental et les moyens actuels

permettant de diminuer les effets du vieillissement cholinergique.

Le vieillissement est souvent caractérisé par une perte de neurones. En effet, il a été montré
que le vieillissement entraine une atrophie des neurones cholinergiques (Cooper et al., 1994;
Gage et al.,, 1988), ainsi qu'une régression dendritique (Burke and Barnes, 2006; Mora et al.,
2007) ou des projections cholinergiques. Cette diminution est aussi accompagnée d'une perte
de récepteurs cholinergiques (Decker, 1987; Nieves-Martinez et al., 2012; Zoli et al., 1999).
Certaines études montrent que la perte des neurones cholinergiques pourrait occasionner une

augmentation de la synthese de ChAT, ce qui permettrait de compenser la perte neuronale en

76



augmentant la capacité de synthese de I'’Ach (Decker, 1987; Gage et al.,, 1988). Cependant,
d'autres études montrent une diminution ou aucune altération de la ChAT avec le
vieillissement.(Decker, 1987; Sherman and Friedman, 1990). La différence entre ces études peut
s'expliquer par le choix des especes utilisées (par exemple, rats ou souris), mais aussi par I'étude
a des ages différents ou encore avec différentes techniques permettant de quantifier le niveau

d’'Ach et d'autres molécules impliquées dans la biosynthese de I'Ach.

La perte de neurones cholinergiques pourrait étre due a une diminution des facteurs
neurotrophiques, comme le Nerf Growth Factor ou le TrkA (Cooper et al, 1994; Mora et al.,
2007; Schliebs and Arendt, 2011). Ce facteur neurotrophique permet une augmentation de la
survie, de la taille des neurones ainsi que le maintien des fonctions cognitives. Zoli et ses
collaborateurs ont montré que la perte de la sous-unité 2 entrainait une perte de neurones
plus importante que pour les souris du méme age. Les auteurs en ont conclu que le NnAChR-f32
pouvait aussi étre un facteur de protection face a la dégénérescence cholinergique au cours

du vieillissement (Zoli et al., 1999).

Le vieillissement peut avoir des conséquences cellulaires et physiologiques. En effet,
I'age peut modifier les propriétés électrophysiologiques des cellules comme I'expression des
genes (Burke and Barnes, 2006), aboutissant a des changements de comportement. Chez le
rongeur, il a été montré que la perte des neurones cholinergiques était corrélée a des
dysfonctionnements cognitifs (Gallagher and Colombo, 1995). En effet, le vieillissement
diminue les fonctions métaboliques (e.g Aasum et al., 2003), les processus de mémoire (Araujo
et al., 2005), I'attention et la reconnaissance objet (Araujo et al., 2005), le controle moteur et
locomoteur (Salchner et al., 2004; Shoji et al., 2016; Wu et al., 2007), I'anxiété (Shoji et al., 2016).
En outre, les déficiences cholinergiques entrainent également une diminution de la flexibilité
comportementale (Matamales et al., 2016; Tait, 2013). En ce qui concerne le comportement
social, le vieillissement entraine une diminution du nombre de contacts sociaux (Boyer et al.,

2019; Oizumi et al., 2019; Salchner et al., 2004; Shoji et al., 2016).

Les maladies d'Alzheimer et de Parkinson sont des pathologies principalement dues a la
dégenérescence neuronale et interviennent essentiellement aupres des personnes agées. Il a
été montré que pour ces deux pathologies, on pouvait observer une dégénérescence des

neurones cholinergiques. Ainsi, trouver des traitements qui permettraient de booster I'activité
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de l'acétylcholine ou d'empécher la dégénérescence neuronale, pourrait étre un moyen de
traiter ces pathologies. Certains traitements sont allés dans ce sens, avec un succes
relativement modeste, voire nul chez les patients humains. Par exemple, |'utilisation d'un anti-
cholinestérase (inhibiteur de I'AChE), comme la tacrine, améliore les performances
d’'apprentissage de changement de regle chez les rats agés (Tait, 2013). De plus, il a été montré
que la restauration par lentivirus du facteur de croissance Nerve Growth Factor permettait de
restaurer et de conserver les neurones cholinergiques au cours du vieillissement (Schliebs and
Arendt, 2011). Il semblerait aussi, que vivre dans un environnement enrichi augmenterait la
neurogenese et, par conséquent, serait un facteur protecteur du vieillissement (Mora et al.,
2007). Cependant, le systeme cholinergique a un réle multiple sur le cerveau. De ce fait, la
dégénérescence des neurones peut avoir de graves conséquences sur de multiples réseaux et,
comme nous l'avons vu plus haut, de multiples systemes de neurotransmission, affectant ainsi
les fonctions cognitives, motivationnelles et émotionnelles au sens large. Quelques hypotheses
ont suggéré que des mécanismes de compensation permettraient, dans un premier temps, de
diminuer I'impact de cette perte de neurones cholinergiques. Cependant, si cette perte est trop
importante, elle peut aboutir a différentes pathologies comme la maladie d'Alzheimer ou la
maladie de Parkinson qui font I'objet, comme on le sait, d’'un nombre incalculable d'études

pré-cliniques et cliniques.

2.9.Effet de la libération d'Ach

Effet de la libération d'Ach

Dans cette partie nous allons émettre une hypothése sur le role potentiel de la libération
d'Ach. Cette partie nous permettra d'avoir un meilleur apercu du réle fonctionnel de la
libération d'acétylcholine car a I'heure actuelle encore beaucoup de choses restent a découvrir.

Je me concentrerai alors uniquement sur un mécanisme qui a été assez bien décrit.

Des études sur tranches de cerveau ont montré que la libération d'acétylcholine
provoquait une réponse biphasique au niveau des neurones cholinergiques : en premier lieu,
on observe une hyperpolarisation (Couey et al., 2007), puis une dépolarisation lente (Arroyo et
al., 2012, 2014; Couey et al., 2007; Guillem et al., 2011; Picciotto et al., 2012). L'hyperpolarisation

est due a une inhibition des cellules pyramidales. Cette inhibition serait due a une
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augmentation de l'activité des interneurones GABAergiques qui est médiée par la fixation
d'Ach sur les mAChRs présents sur ces interneurones (McCormick and Prince, 1985, 1986).
L'infusion de nicotine permettrait I'activation des nAChRs, qui vont ensuite augmenter 'activité
des neurones GABAergiques. Cette augmentation de GABA diminue le Ca2+ ainsi que la
quantité de potentiel d'action. Cela provoque alors une diminution de |'activité des neurones
pyramidaux (Arroyo et al., 2012, 2014; Couey et al., 2007). Une autre étude a montré que
I'acétylcholine pouvait inhiber directement l'activité des cellules pyramidales (Gulledge and

Stuart, 2005, voir Figure 24).

L'inhibition au sein du cortex permettrait de rendre les neurones plus facilement excitables
(Gulledge and Stuart, 2005). Cela permettrait de supprimer les réponses non spécifiques et

donc d'amplifier la prochaine réponse provoquée par la dépolarisation lente.

De méme, la dépolarisation lente est médiée par la fixation de I’Ach sur les récepteurs
muscariniques M1 situés au niveau des neurones pyramidaux. De plus, on observe également
une activation des interneurones exprimant la parvalbumine. L'activation de ces interneurones
exprimant la parvalbumine diminue la libération du GABA ce réduit ainsi l'inhibition des
neurones pyramidaux. Ces neurones pyramidaux seront donc au final activés (Gulledge and
Stuart, 2005; Picciotto et al., 2012). En méme temps, que l'activation de certains neurones
pyramidaux, I'Ach libérée va aussi se fixer sur les récepteurs muscariniques (M2) situés au
niveau des neurones pyramidaux. Ceci permet d'inhiber en paralléle la réponse aux stimuli non

pertinents et d’'aboutir a une diminution de la réponse corticocortical (Picciotto et al., 2012).

En paralléle, la libération d'acétylcholine permet d'activer le circuit thalamocortical. Soit,
I'acétylcholine, par la présence de récepteurs nicotiniques a4 et 2, va pouvoir augmenter
I'excitabilité et la synchronisation des neurones (Kawai et al., 2007; Lambe et al,, 2003). Ce
circuit va donc libérer du glutamate au niveau du cortex. Le circuit thalamo-cortical est surtout
impliqué dans le traitement des informations sensorielles (Gil et al., 1997; Kawai et al., 2007;

Kruglikov and Rudy, 2008; Lambe et al., 2003, voir Figure 24).

De plus, des études suggerent que l'attention controle l'acquisition des stimuli

sensoriels, en renforcant les entrées thalamo-corticales par rapport au traitement cortical
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(Hasselmo and Giocomo, 2006; Kruglikov and Rudy, 2008). L'attention serait donc un des

moyens qui permettrait au cortex préfrontal de filtrer les informations non pertinentes.

L'augmentation de I'excitabilité des neurones corticaux, des entrées thalamo-corticales
et la réduction de l'activité cortico-corticale aboutit a une augmentation de I'activité thalamo-
corticale permettant une augmentation du rapport signal/bruit (Gulledge and Stuart, 2005;
Picciotto et al., 2012; Runfeldt et al., 2014). Par conséquent, la libération d'acétylcholine au
cortex aurait un réle dans le filtrage attentionnel (Runfeldt et al., 2014). et permettrait ainsi de
diminuer l'impact des informations non pertinentes, dans un contexte donné. Cela peut étre
utile, par exemple, dans l'apprentissage d'une nouvelle régle. En résumé, il semblerait que I'Ach
corticale joue un réle de filtrage des informations et permettrait d’augmenter le rapport
signal/bruit, ce qui favoriserait I'activation des inputs thalamo-corticaux, permettant d’obtenir
une réponse spécifique a un stimulus pertinent. Cette hypotheése mécanistique (résumée en
Figure 24) a été étudiée sur I'ensemble du néocortex et non spécifiquement sur le cortex
préfrontal, mais elle reste tout de méme intéressante. Le cortex préfrontal est une structure
tres importante pour la prise de décision, l'interaction sociale et les fonctions cognitives. Cette
structure integre les informations provenant de différentes régions du cerveau, ce qui permet
de prendre une décision pertinente par rapport a cette information. Ainsi, apres avoir regu
toutes les informations, il est nécessaire de faire un point et d'identifier les meilleures options.
L'Ach peut jouer un réle de filtrage de l'information par une augmentation du rapport

signal/bruit qui permet de sélectionner et d'identifier les stimuli biologiquement pertinents.

Dans ce contexte de l'interaction sociale, le cortex préfrontal recoit un grand nombre
d'informations provenant de I'état interne de I'animal ainsi que de ses émotions résultant aussi
de la prédiction de I'autre animal. L'hypothese décrite en Figure 24 et expliquée ci-dessus,
semble fonctionnelle dans le cadre des interactions sociales, et peut parfaitement correspondre
au role de filtrage de toutes les informations non pertinentes ou non saillantes afin d'identifier
seulement les informations pertinentes au contexte donné. Il est fort probable que
I'acétylcholine, au vu de ses actions pléiotropes (par exemple, sur le systéme nerveux
autonome), posséde d'autres fonctions physiologiques majeures. Toutefois dans le cadre d'une

prise de décision dans un contexte social, le role de I'attention est probablement capital.
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Figure 24. Schéma montrant les conséquences de la libération d‘acéty/choline. Dans ce
schéma, nous supposons que la libération d’Ach se produit dans tout le cerveau. 1) Tout
d‘abord, est présentée une inhibition des neurones pyramidaux qui peut se faire directement
par l'acétylcholine ou par I'intermédiaire des interneurones GABAergiques qui vont inhiber les
cellules pyramidales. 2a) Cette étape correspond a lactivation des cellules pyramidales.
L'acétylcholine se fixe sur les interneurones a linterneurone exprimant les récepteurs
nicotiniques. Ceci va permettre de diminuer I'inhibition favorisant I'excitabilité des neurones
pyramidaux. 2b) En méme temps, les neurones pyramidaux vont continuer a étre inhibés par
l'acétylcholine. 2¢) L'acétylcholine se fixe sur les récepteurs nicotiniques a4f32 des neurones
thalamo-corticaux, ce qui active la voie thalamo-corticale, augmentant ainsi I'excitabilité et la
synchronisation des neurones. La fixation d’Ach va également entrainer une augmentation de
la libération de glutamate dans le cortex préfrontal. 3) Résumé de I'ensemble de ces processus.
Toutes ces étapes se déroulent en paralléle, aboutissant ainsi a une inhibition de la voie cortico-
corticale et augmentant le rapport signal/bruit. Le cercle bleu montre que l'attention permet
de réaliser un filtrage des stimuli jugés pertinents. Les barres bleues représentent les récepteurs
nicotiniques et les barres vertes les récepteurs muscariniques. Les ronds noirs représentent la
fixation de I'’Ach. Abréviations : Glut : glutamine, Ach : acétylcholine, GABA : GABAergique, PV
. parvalbumine. Schéma issu de Couey et al. (2007), Gil et al. (1997), Gulledge and Stuart (2005),
Hasselmo and Giocomo (2006), Kruglikov and Rudly (2008), Lambe et al. (2003), McCormick and
Prince (1985, 1986), Parikh et al. (2010).
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Dans le cadre de cette hypothese attentionnelle, on peut noter que, au niveau du cortex
préfrontal, les récepteurs nicotiniques se trouvent sur les terminaisons dopaminergiques,
sérotoninergiques, noradrénergiques, GABAergiques et glutamatergiques (dos Santos Coura
et Granon, 2012), provoquant, lorsqu'ils sont stimulés, la libération des différents
neurotransmetteurs. Ainsi, I'ensemble de ces données indique que la libération d’Ach dans le

cortex préfrontal joue un role dans de multiples fonctions.

2.10. Méthode pour étudier le systeme cholinergique

2.10.1. Méthode pharmacologigue

Différentes méthodes existent afin d'étudier le systeme cholinergique, I'une des
premieres utilisées est la pharmacologie. La pharmacologie se base sur la fixation d'une
molécule sur un récepteur. Dans le cas de I'acétylcholine, il existe 2 types de récepteur : les
récepteurs nicotiniques et les récepteurs muscariniques (voir la partie 2.4 “Récepteurs a
I’Ach”). Ainsi, les substances pharmacologiques peuvent se fixer sur les récepteurs
nicotiniques, sur les récepteurs muscariniques ou les deux. Lors des études pharmacologiques,
on regarde I'effet de la substance pharmacologique sur un animal par rapport a un autre animal
qui n'a pas recu la substance ou qui a eu une substance sans effet comme une solution saline.
On regarde les différences comportementales, physiologiques, électrophysiologiques ou
comportementales. Dans le cas de I'Ach, il existe des agonistes et antagonistes nicotiniques et
muscariniques. Les agonistes ont pour effet d'activer la signalisation alors que les antagonistes

ont pour but d'inactiver cette signalisation (Kokaz et al., 2020).

Il existe une multitude d’agonistes nicotiniques, comme la lobéline, la nicotine, la
cystine, la varénicline (leurs structures sont montrées dans la Figure 25 A). Pour les
antagonistes nicotiniques, quelques exemples peuvent étre cités comme le trimetaphan, la
mécamylamine ou la succinylcholine. Concernant les agonistes muscariniques, nous pouvons
citer l'acroléine, la xanomeline, la cevimeling, la milamedine, la sabcomeline ou bien le
béthanéchol (Kokaz et al., 2020 voir Figure 25 B). Comme nous le montre la Figure 25C, il
existe des agonistes ou antagonistes sélectifs ou non sélectifs. De maniere générale, les

agonistes ou antagonistes non sélectifs sont des antagonistes qui vont agir sur tous les
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récepteurs muscariniques ou nicotiniques. Ils permettent de comprendre principalement une
voie de simulation plutot qu'une autre. On peut aussi trouver ce qu'on appelle des agonistes
ou antagonistes sélectifs, ces molécules sont en général spécifiques a un seul type de sous-

unité nicotinique ou muscarinique.

La pharmacologie a permis une meilleure compréhension du systeme cholinergique,
par exemple des études ont montré que I'’Ach avait une application sur les performances
cognitives et permettait une meilleure attention lors d'une tache d'attention soutenue ainsi
gu'une amélioration de la mémoire de travail (Kokaz et al, 2020), des processus de
récompense, de |'apprentissage, du controle de I'anxiété et de la douleur (Zarrindast and

Khakpai, 2019).

Méme si les études pharmacologiques ont permis une meilleure compréhension du
systeme cholinergique, elles comportent aussi plusieurs inconvénients majeurs. Le premier est
le manque de spécificité des substances pharmacologiques (Champtiaux and Changeux, 2004).
Par exemple, le béthanéchol est un antagoniste qui agit sur les récepteurs M1 et M2 (Kokaz et
al, 2020). Le BuTAC ([5R-(ex0)]-6-[4-butylthio-1,2,5-thiadiazol-3-yl]-1-azabicyclo-[3.2.1]-
octane) reste un agoniste muscarinique qui produit une pleine activité lorsqu'il se fixe sur le
récepteur M2, mais il peut aussi se fixer sur les récepteurs M1 et M4 et dans ce cas aura une
activité partielle, alors que cette méme molécule tient un role d'antagoniste chez les récepteurs
M3 et M5.1l a été montré que cette molécule est impliquée dans I'activité d'un antipsychotique
chez des modeles animaux de schizophrénie, mais cette multitude d'activités rend difficile la
compensation du systéme cholinergique. Une autre étude a montré par exemple que la
scopolamine, qui est un antagoniste non-spécifique, était capable de moduler dans une
certaine mesure la nicotine, le récepteur NMDA et méme les récepteurs nicotiniques comme
la sous-unité a7 (Falsafi et al., 2012 ; Schmeller et al., 1995). Cette non spécificité se retrouve
dans beaucoup de molécules pharmacologiques, ce qui limite les interprétations. Un autre
grand probleme des études pharmacologiques est la concentration des substances injectées
qui est nettement supérieure aux conditions physiologiques. Les effets observés seront alors

des effets généraux qui empéchent I'étude d'effets subtiles.
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Figure 25. Les agonistes et antagoniste nicotinique et muscarinique A) Agoniste

nicotinique B) Agoniste muscarinique C) Antagoniste muscarinique (D'aprés Kokaz et al., 2020).

2.10.2. Modeéle de souris KnockOut (KO)

Une autre méthode a été aussi beaucoup utilisée afin de comprendre le
fonctionnement du systeme cholinergique. Cette méthode consiste a utiliser la technologie
KnockOut (KO) qui permet d'inhiber un gene spécifique. Le plus gros avantage de cette
technique est qu'elle permet d'étudier I'effet d'un seul géne et d'observer les conséquences
comportementales, électrophysiologiques et physiologiques entre autres (Picciotto and
Wickman, 1998). L'utilisation des KO par rapport aux études pharmacologiques peut comporter
plusieurs avantages. Lors des études pharmacologiques, il est souvent nécessaire d'utiliser des
agonistes ou des inhibiteurs qui soient suffisamment sélectifs et il est parfois difficile de trouver
ces agonistes ou antagonistes (Docherty, 2007). L'utilisation des souris KnockOut permet de
contourner ce probleme en ciblant spécifiquement le géne qui nous intéresse. Dans le cas de
ce manuscrit nous allons nous intéresser aux études qui ont réalisées un KO des sous-unités

nicotiniques et muscariniques de I'acétylcholine.

Cette technique a beaucoup été utilisée afin de comprendre le réle des récepteurs
nicotiniques et muscariniques de l'acétylcholine. Il existe a I'heure actuelle des KO pour toutes

les sous-unités nicotiniques cérébrales (Champtiaux and Changeux, 2004; Picciotto et al., 1995)
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et pour tous les récepteurs muscariniques (Bubser et al., 2012). De méme, certains auteurs ont
réalisé des doubles KO comme c’est le cas pour I'étude de la sous-unité a9-a10 (Morley et al.,
2017). La réalisation de tous ces KO a permis de mieux comprendre le role de chaque sous-
unité nicotinique et muscarinique de l'acétylcholine (Bubser et al, 2012; Champtiaux and
Changeux, 2004). Par exemple, la réalisation de KO a permis de montrer que les récepteurs
nicotiniques B2 et a4 étaient impliqués dans les déficiences cognitives ou lors de problemes
attentionnels (Champtiaux and Changeux, 2004). Il a été aussi montré que la sous-unité 2 était
impliquée dans des mécanismes de renforcement (Champtiaux and Changeux, 2004) ou
d'interaction sociale (Avale et al., 2011). De la méme facon, pour les récepteurs muscariniques,
la réalisation de KO nous a montré leur implication dans plusieurs processus cognitifs. Par
exemple, un KO de la sous-unité muscarinique M2 provoque des perturbations au niveau de
la flexibilité comportementale et de la mémoire de travail (Bubser et al., 2012; Seeger et al,,

2004).

Les modéles KO peuvent aussi étre utilisés en complément des études
pharmacologiques. Il a été montré que la nicotine stimule la libération de dopamine dans le
striatum ventral chez les souris WT, mais on ne retrouvait pas cet effet chez les souris 2 KO.
Les auteurs en ont donc conclu que I'injection de la nicotine et la sous-unité 2 permettaient
d'augmenter la libération dopaminergique, et qu'ainsi, la sous-unité B2 était responsable de la

libération de dopamine dans le striatum (Picciotto et al., 1998).

Ce modéle, comme tous les autres modeles, présente quelques inconvénients. Par
exemple, la modification d'un gene des la naissance peut perturber le comportement normal
de la souris. De plus, le fait que les souris KO n'expriment plus le géne depuis la naissance,
nous laisse supposer |'existence de mécanismes compensatoires qui peuvent limiter les effets
observés. Une autre limite tout a fait envisageable est qu'il existe différents types de récepteurs
nicotiniques. Ces récepteurs sont pentamériques et peuvent s'assembler de différentes facons,
de telle sorte que I'on obtient différents types de sous-unités nicotiniques. Nous pouvons
supposer que plusieurs récepteurs nicotiniques par exemple peuvent avoir la méme fonction,
ainsi l'inactivation d'un seul récepteur nicotinique peut causer des conséquences limitées

(Champtiaux and Changeux, 2004).
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La pharmacologie ainsi que I'utilisation de modeles KnockOut ont permis de mieux
comprendre le fonctionnement du systeme cholinergique, mais ces méthodes ne nous
permettent pas d'étudier I'effet de la libération d'acétylcholine. De plus, il a été montré que
I'utilisation de la souris B2 entrainait une altération de différents neurotransmetteurs dont
I'acétylcholine (Coura et al., 2013, Figure 26). Par conséquent, les modeles KnockOut ne sont
pas optimaux pour essayer de comprendre |'effet de la libération d'Ach. Une autre méthode
est apparue, I'optogénétique. Grace a cette technique, il est possible d'étudier I'effet de la
libération d'Ach et elle permet de combler certaines limites des modéles KO. Dans les parties

suivantes, nous expliquerons le principe de cette technique, son utilisation et le type de souris

utilisé.
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Figure 26. Niveau de monoamines et d’Ach dans le Prl de souris C57BL/6 et B2 KO. D apres
Coura et al. (2013).

2.10.3. L'optogénétique techniqgue permettant la libération des neurotransmetteurs

L'optogénétique est une méthode qui utilise des opsines (protéine sensible a la lumiére) dans
le but de contrdler I'activité neuronal (Bernstein and Boyden, 2011; Deisseroth, 2011, 2015;

Dugué and Tricoire, 2015; Song and Kndpfel, 2016; Zhang et al., 2010). L'avantage de cette
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technique est sa spécificité car en effet, on peut entrainer ou bloquer la libération spécifique
d'un neurotransmetteur. Ainsi, cette technique permet de contréler grace a la lumiere |'activité
neuronale avec une échelle de temps de l'ordre de la milliseconde. Méme si la stimulation
électrophysiologique demeure quand méme plus précise, nous pouvons controler aussi a quel
moment nous souhaitons avoir la stimulation. Cette technique peut étre utilisée en

complément des études pharmacologiques.

2.10.3. 1. Les opsines

Les opsines ont été découvertes pour la premiere fois en 1971. Ces chercheurs ont
découvert que I'Halobacterium halobium exprimait une bactériorhodopsine qui agit comme
une pompe a proton et qui peut étre activée par des photons de lumiéere visible (Oesterhelt
and Stoeckenius, 1971). Peu de temps aprées cette découverte, I'halorhodopsine fut ensuite
découverte en 1977 (Matsuno-Yagi and Mukohata, 1977), puis la channelrhodopsine en 2002
(Nagel et al., 2002). L'halorhodopsine est une opsine activée par une lumiere jaune et qui va
créer une hyperpolarisation. La channelrhodopsine, quant a elle, est une opsine activée par la
lumiere bleue et qui va permettre de dépolariser les cellules. En 2005, des chercheurs ont réussi
a utiliser les opsines afin de contrdler I'activité neuronale par la lumiere (Boyden et al., 2005).
C'est a partir de cette étude que I'optogénétique commenca. La Figure 27 A retrace l'intérét

déja porté a cette technique depuis la découverte des opsines jusqu’en 2010.

Propriété des opsines naturelles et leurs dérivées

A la suite de cette premiére étude, trois opsines naturelles seront utilisées et dérivées.
Ces opsines sont : la Channelrhodopsine (ChR2), [I'Halorhodopsine (Halo) et

I'Archaerhodopsine-3 (Arch).

La channelrhodopsine (ChR2) est issue de l'algue verte Chlamydomonas reinhardtii.
Cette opsine s'active a la suite d'une lumiere bleue et laisse ensuite entrer des ions sodiums,
ce qui créera une dépolarisation (voir Figure 27 B ,Bernstein and Boyden, 2011). Le spectre

d'activation de cette opsine est montré a la Figure 27 C.
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Figure 27. Développement et quelques opsines utilisées en optogénétique. A) Image
représentant l'importance et l'intérét de I'optogénétique au fil des années. Sur cette figure on
remarque que l'essor de cette technique a commencé principalement apres I'étude de Boyden
et al. (2005). Image issue de larticle de Deisseroth (2011). B) Propriétés de quatres opsines
(ChRZ2, VChR1, Arch, NpHR) couramment utilisées en optogénétique (Rein and Deussing, 2012).
C) Propriétés spectrales des quatres opsines montrées en B). Image issue de Rein and Deussing
(2012). D) Propriétés cinétiques de quelques opsines : ChRZ, ChR2/H134R, ChETA, VChR1, ChD,
ChEF and ChIEF. Image issue de Lin (2071).
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L' Halorhodopsine (Halo/NpHR), a été extraite de I'espece Natronomonas pharaonis.
Cette opsine va s'activer a la suite d'une lumiere verte. Elle va faire entrer des ions chlores du
milieu extracellulaire au milieux intracellulaires ce qui va créer une hyperpolarisation Figure 27

B Le spectre d'activation de cette opsine est montré en Figure 27 C.

L'Halorhodopsine (Halo/NpHR) a été extraite de I'espéce Natronomonas pharaonis.
Cette opsine s'active a la suite d'une lumiere verte et fait entrer des ions chlores du milieu
extracellulaire au milieu intracellulaire ce qui crée une hyperpolarisation (voir Figure 27 B,
Bernstein and Boyden, 2011). Le spectre d'activation de cette opsine est montré en Figure 27

C

L'Archaerhodopsine-3 (Arch) est une opsine provenant de I'espece Halobacterium sodomense.
Cette opsine s'active a la lumiere verte et est une pompe a proton qui passe du milieu
intracellulaire au milieu extracellulaire, ce qui entraine alors une inactivation de la cellule
(Figure 27 C, Bernstein and Boyden, 2011). Le spectre d'activation de cette opsine est montré

a la Figure 27 C.

Ces trois opsines sont majoritairement utilisées dans la littérature et sont extraites chez
les espéces de maniere naturelle. Ces opsines ont fait I'objet de nombreuses modifications afin
d'améliorer leur efficacité ou de répondre a un besoin spécifique. En regle générale, le
chercheur modifie I'un des paramétre suivant : la conductance des canaux, la sélectivité des
ions, la cinétique, leur désensibilisation et leur récupération de I'état de désensibilisation, la
sensibilité a la lumiere, la réponse spectrale ou bien I'expression et le trafficking de la
membrane (Lin, 2011). Prenons |'exemple du NpHR, extrait de I'espeéce Natronomonas
pharaonis, des chercheurs ont modifié cette opsine afin d’améliorer I'intégration de cette
opsine sur différents tissus, de diminuer sa toxicité et d'augmenter son pouvoir inhibiteur. Les
chercheurs de cette étude ont nommé cette molécule eNpHR (le « e » pour « enhanced » soit
« améliorée » en francais (Gradinaru et al., 2008). D'autres opsines ont été créées par différents
laboratoires, par exemple, une nouvelle opsine créée s'appelle VCHR1. La VCHR1 est tres
similaire a la ChR2, sauf que cette opsine est excitée par une lumiere verte et non par une
lumiere bleue (Zhang et al., 2008). D'autres opsines ont été créées afin d'étre stimulées en
rouge, ce qui donne l'opsine Red-activatable Channelrhodopsin (ReaChR) pour une

Channelrhodopsine activable par la lumiere rouge (A ~ 590 to 630 nm Lin et al., 2013).
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L'avantage du changement de spectre d'émission est que cela permet des combinaisons
multiples si I'on veut réaliser différentes modulations simultanées. Un autre grand avantage
pour les opsines stimulées en lumiere rouge est |'utilisation de la technologie infrarouge. En
effet, les infrarouges sont plus pénétrants dans les tissus ou I'on peut stimuler sans avoir besoin
d'implanter une fibre optique. Cette application peut étre fort utile dans le traitement de
nombreuses pathologies. Il existe a I'heure actuelle de nombreuses autres opsines modifiées
(Glock et al.,, 2015; Husson et al., 2012; Lin, 2011; Lin et al,, 2013; Mattis et al., 2011; Mclsaac et
al, 2015; Rein and Deussing, 2012; Zhang et al., 2008). Un exemple est montré dans la Figure
27 D.

L'optogénétique a déja été couplé a diverses techniques, comme la microdialyse
(Tritschler et al., 2017; Zant et al., 2016), lou 'électrophysiologie (Eggermann et al., 2014;
Kalmbach and Waters, 2014). Avec plusieurs fibres optiques, il est possible de cibler différentes
zones cérébrales avec la méme opsine (Bernstein and Boyden, 2011). En utilisant les bonnes
opsines et les bons virus, il est possible de moduler deux populations cellulaires différentes.
Cette étude a été réalisée chez le C.elegans afin de mieux comprendre le fonctionnement des
neurones ASH (Husson et al., 2012). De plus, de nombreuses possibilités avec cette technique
sont réalisables car elle est encore en plein développement et de nouvelles opsines ou

applications devront apparaitre prochainement.

2.10.3.2 Le systeme Cre-Lox permet de cibler les neurones d'intérét

Afin de réaliser de I'optogénétique il est nécessaire d'introduire I'opsine d'intérét dans
nos neurones d'intérét (par exemple, les neurones cholinergiques). Pour ce faire, nous pouvons
utiliser le systeme de recombinaison Cre (pour « cause recombinaison ») -LoxP (pour « locus
of crossing over »). Ce systeme est relativement simple car il nécessite d'activer une protéine,
la Cre recombinase, et deux sites spécifiques LoxP. La Cre recombinase est spécifique aux sites
LoxP. Par recombinaison génétique, le gene de la Cre va étre introduit de maniere spécifique
au sein des neurones cholinergiques. On aura des animaux Cre inductibles de telle maniere
que seuls les neurones cholinergiques peuvent exprimer la Cre. De plus, notre opsine d’intérét,
entourée de deux sites LoxP, sera introduite dans un vecteur contenant notre opsine d'intérét
entourée de deux sites LoxP a chaque extrémité. Ce vecteur sera ensuite infusé pres des

neurones cholinergiques et grace au systeme Cre-Lox, il sera possible d'introduire notre ospine
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d'intérét uniquement dans les neurones cholinergiques (Babinet, 1995 ; Dugué and Tricoire,
2015). La position des sites LoxP est tres importante car si les deux sites Lox sont dans la méme
position, la Cre va induire la délétion du fragment d’ADN situé entre les deux sites LoxP qui
sera dégradé. En revanche, si les deux sites Lox sont dans des sens opposés, la Cre recombinase
introduira notre gene d'intérét au sein des neurones cholinergiques. Le principe de cette

méthode est résumé dans la Figure 28 ci-dessous (Babinet, 1995; Dugué and Tricoire, 2015).
'l dl
>

Figure 28. Principe du systéeme Cre-LoxP Les fléches noires représentent les sites LoxP. A) les
deux sites LoxP sont du méme coté. La recombinase de la Cre va donc induire la suppression
du géne seq A mais garder le géne seq B. B) Les deux sites Cre-Lox sont de sens opposés donc
la Cre recombinase va donc insérer ces deux séquences (Daprés Renninger et al, 2017)

2.10.3.3 Les lignée Cre

2.10.3.3.1 Quelques_lignées Cre

A ce jour, il existe un bon nombre de lignées Cre et chaque lignée présente ses
caractéristiques et a pour but de cibler une population spécifique. Par exemple, il existe les PV-
Cre permettant de cibler les interneurones exprimant la parvalbumine (Kuchibhotla et al., 2017;
Scheggia et al, 2020), les SOM Cre permettent de cibler les interneurones exprimant la
somatostatine (SOM) (Kuchibhotla et al., 2017; Scheggia et al., 2020), les Bacterial Artificial
Chromosome (BAC), la Cre recombinase qui permet de cibler les cellules granulaires du gyrus
denté de I'hippocampe (Tritschler et al., 2017), les ChAT-Cre qui permettent de cibler les
neurones cholinergiques (Gritton et al., 2016; Kalmbach et al., 2012; Vandecasteele et al., 2014).
Cette liste est évidemment non exhaustive et a juste pour but de montrer la diversité des
lignées Cre existantes, mettant en valeur ainsi les différentes possibilités d'utilisation de ces

lignées. Le Tableau 2 montre quelques lignées Cre qui ont déja été utilisées dans la littérature.
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Tableau 2. Exemple de différentes lignées de Cre (D'aprés Madisen et al, 2070)

JAX or MMRRC

Cre line” Reporter CISH data DFISH data XFP data  Expression highligl.n: #
8030431F13Rik-Tg2-Cre Ai9 tdTomato. Cre  tdTomato/Gadl tdTomato  Scattered populations in the cortex and JAX #008848
hippocampn
A2 EYFP
A930038C07Rik-Tg4-Cre Ai9 tdTomato. Cre  tdTomato/Gadl tdTomato  Scattered populations enriched in layers JAX #009616
3/4/5
Cami2a-Cred8 Ai2 EYFP.Cre  EYFP/Gadl EYFP Widespread in forcbrain arcas, c.g. cortex,  JAX #005359
hippocampus, striatum
Ai9 tdTomato tdTomato/Gadl tdTomato
Camk2a-CreERT? (uninduced) $ Ail4 tdTomato tdTomato/Gadl tdTomato  Scattered populations in cortex
A6 ZsGreen
Caml2a-CreERT2 (induced) 3 Ail4 tdTomato tdTomato/Gadl tdTomato  Widespread in forebrain areas, ¢.g. cortex,
hippocampus. striatum
Ai6 ZsGreen
Chat-Cre Ai9 tdTomato. Cre  tdTomato/Chat. tdTomato/Gad1l tdTomato ~ Cholinergic neurons JAX #006410
Ai6 ZsGreen
D}‘d]a-('r‘639 Ai3 EYFP. Cre EYFP/Gadl. EYFP/Drdla EYFP Striatum and cortex
Ai9 tdTomato tdTomato
Emxl-ires-Cre?0 Al tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl, Emx1/tdTomato tdTomato ~ Widespread in cortex JAX 2005628
Erbb4-2A-CreERT2 (induced) Aild tdTomato. Cre  tdTomato/Gadl. Pvalb/tdTomato, Erbb4/tdTomato  tdTomato  Scattered interneuron populations in
h cortex. hippocampus
Gfup-(‘1‘e41 Ai3 EYFP Gfap/ EYFP Both astrocytes and widespread neuronal TAX £004600
expression
Al6 ZsGreen. Cre Gfap/ZsGreen ZsGreen
Nisrl-Cre27 Ai3 EYFP EYFP/Gadl EYFP Layer 6 specific
Aild tdTomato tdTomato/Gadl tdTomato
Pvalb-2A-Cre Ail4 tdTomato tdTomato/Gadl. Pvalb/tdTomato tdTomato  Pvalbumin-positive interneurons and
excitatory neurons in layer 5
Ai9 tdTomato. Cre  tdTomato/Gadl. Pvalb/tdTomato tdTomato
Pralb-ires-Cre34 Aild tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl. Pvalb/tdTomato tdTomato  Pvalbumin-positive interneurons JTAX #008069
A9 tdTomato tdTomato/Gadl. Pvalb/tdTomato tdTomato
Pep >.Cre26 Ai2 EYFP Pep2 EYFP EYFP Purkinje cells, scattered population of JAX 2006207
- cells (glial) throughout the brain, also
Ai9 tdTomato Pep2/tdTomato tdTomato
. . JAX or MMRRC
Cre line Reporter CISH data DFISH data XFP data  Expression highlight™ #
Ai6 Z<Green. Cre ZsGreen enriched neuronal expression in visual
_ _ cortex
Ai3 EYFP EYFP
Pome-Cre? Aid EYFP. Cre EYFP/Pomel EYFP POMC-positive neurons in hypothalamus,  JAX #005965
also in dentate gyrus
Ai9 tdTomato
Scnnla-Tgl-Cre Af9 tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl tdTomate  Enriched in layer 4, plus scattered JAX 2009111
widespread expresssion
Scnnla-Tg2-Cre Ai9 tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl tdTomato ~ Very sparse cells in layer 4. mostly in TAX #009112
SOIIIH(OSEHSQI'}' area
Scnnla-Tg3-Cre Ai9 tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl tdTomato  Layer 4 specific TAX #009613
Six3-Cre32 Ai3 EYFP EYFP/Gadl EYFP Enriched in layer 4. plus scattered
- populations in cortex. striatum
Ai9 tdTomato tdTomato/Gadl tdTomato
Sletas-Cre25 Ai3 EYFP, Cre EYFP/Slc6a3 EYFP Dopamine neurons. plus sparse
populations elsewhere
Ai9 tdTomato Sle6a3/tdTomato tdTomato
Wis1-Tg2-CreERT? (induced) 5 A9 tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl tdTomate  Enriched in layers 2/3 JAX #009614
Wfs]-Tg3-CreERT? (induced) 5 A9 tdTomato, Cre  tdTomato/Gadl tdTomate  Enriched in layers 2/3 plus scattered JAX #009103

populations in cortex

Dans les prochains paragraphes de ce manuscrit, nous allons nous intéresser a la lignée
des ChAT-Cre. Cette lignée permet de moduler l'acétylcholine car elle comporte la Cre

recombinase au sein des neurones cholinergiques.
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2.10.3.3.2 Les souris ChAT-Cre permettent I'étude du systéme cholinergique

Il existe deux types de souris transgéniques fréquemment utilisées exprimant la Cre
recombinase au sein des neurones cholinergiques : les ChAT(BAC)Cre et les ChAT-IRES-Cre. Les
lignées transgéniques Bacterial Artificial Chromosome (BAC) sont de grands fragments
génomiques englobant a la fois le gene d'intérét et les genes adjacents indésirables. De
maniere générale, ces genes supplémentaires sont introduits dans le génome en copies
multiples avec le transgéne BAC, et leur surexpression involontaire peut avoir des
conséquences fonctionnelles (Ting and Feng, 2014). Au sein du systéme cholinergique, la
quantité de VAChT permet de contrdler la quantité d’Ach (Lima et al., 2010; Nagy and Aubert,
2012; Song et al, 1997). Ainsi, une altération du VAChT peut avoir des conséquences
importantes sur la libération d'Ach. Des études ont montré que chez les souris ChAT-BAC, on
pouvait observer une augmentation de I'expression protéique de la ChAT et du VAChT dans
I'hippocampe (Chen et al., 2018). Cette augmentation du VAChT a aussi été montrée dans le
cortex préfrontal du rat (Mantanona et al., 2019). De plus, les souris ChAT-ChR2-EYFP BAC
(exprimant directement l'opsine ChR2 dans les neurones cholinergiques) montrent une
libération de la protéine ChAT normale dans I'hippocampe et le tronc cérébral, mais une
surexpression de la protéine VChAT dans I'hippocampe, le tronc cérébral ainsi que le striatum
et le cortex (Crittenden et al., 2014; Kolisnyk et al., 2013). Ces altérations cholinergiques peuvent
par la suite provoquer des altérations comportementales (Chen et al.,, 2018; Kolisnyk et al.,

2013; Mantanona et al., 2019).

Les souris ChAT-IRES-Cre ont été créées avec une stratégie de Knock-In en insérant la
séquence IRES (de I'anglais « Internal Ribosome Entry Site » qui pourrait se traduire par « Site
d’Entrée du Ribosome Interne »). Cette séquence IRES va étre fusionnée a la Cre qui se trouvera
en aval du codon stop du gene de la ChAT (Rossi et al., 2011). La Figure 29 schématise la
construction des souris ChAT-IRES-Cre. Des études ont montré qu'au niveau de I'hippocampe
la quantité de ChAT est augmentée, alors que la quantité de protéine VAChT est similaire aux
WT (Chen et al,, 2018). De plus, la Cre recombinase présente des niveaux plus élevés chez les
souris ChAT-BAC-Cre que chez les souris ChAT-IRES-Cre (Chen et al.,, 2018). Plusieurs études

ont montré que I'expression de la Cre pouvait étre toxique au sein des neurones cholinergiques
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(Gong et al,, 2007; Harno et al,, 2013; Schmidt et al., 2000; Schmidt-Supprian and Rajewsky,

2007). Cette toxicité peut entrainer des effets déléteres au niveau des neurones cholinergiques.

D'apres les données présentées ci-dessous, il semblerait que les souris ChAT-IRES-Cre
aient moins d‘altération au niveau du systeme cholinergique. De plus, elles ont moins de
risques de développer de multiples copies du gene délétére et leur niveau de Cre est moins
important, ce qui diminue les effets secondaires. De ce fait, il semblerait que I'utilisation des
ChAT-IRES-Cre soit plus appropriée afin de disséquer I'implication du systéme cholinergique

par des approches optogénétiques.

Ensemble, toutes les données ci-dessus soutiennent fortement l'utilisation de souris
ChAT-IRES-Cre pour cibler les neurones cholinergiques afin d'élucider la contribution relative
des circuits cholinergiques au comportement des souris par des approches optogénétiques ou

chémo-génétiques.

WT
ChAT allele

- -
ATG STOP ™

ChAT allele PA '-”

Figure 29. Génération des souris transgéniques ChAT-IRES-Cre. Au niveau du gene ChAT
la séquence d'entrée interne du ribosome (IRES) couplée a la Cre recombinase en amont du
codon stop par technique de recombinaison homologue (D apres Rossi et al,, 2071).

Méme si beaucoup d'études utilisent les souris ChAT-Cre, peu d'études ont essayé de
caractériser le phénotype de ces souris. Néanmoins, une étude tenta de comparer le phénotype
des deux souris ChAT-BAC-Cre et ChAT-IRES-Cre aux souris WT (Chen et al., 2018). Les résultats
montrent que les souris ChAT-BAC-Cre n’ont pas de trouble locomoteur, la cataplexie induite
par le médicament est normale et la hypolocomotion médiée par la nicotine ou I'entrainement
alimentaire opérant est similaire aux controles. En revanche, les souris transgéniques ChAT-

BAC-Cre ont présenté des déficits dans I'auto-administration de nicotine par voie

94



intraveineuse. Au niveau des souris ChAT-IRES-Cre, elles présentent un niveau d'anxiété
normal, une cataplexie induite par les médicaments ou un comportement d'auto-
administration de la nicotine par rapport a leurs congéneres WT. Néanmoins, elles présentent
une hypolocomotion et un retard dans I'acquisition d'un conditionnement alimentaire opérant

comparées aux WT.
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Objectif de ma these

L'ensemble des données présentées précédemment permet de montrer que les
processus qui sous-tendent les interactions sociales sont complexes. En effet, l'interaction
sociale implique de nombreux processus cognitifs incluant aussi bien I'attention, la motivation
qgue les émotions entre autres. L'interaction sociale peut étre influencée par de nombreux
neurotransmetteurs tels que l'acétylcholine, le GABA, le glutamate ou la sérotonine.
L'acétylcholine, quant a elle, est un neurotransmetteur impliqué dans beaucoup de fonctions
cognitives. Des études ont montré qu'il y avait des terminaisons cholinergiques au sein du
cortex préfrontal. De plus, nous avons vu dans ce manuscrit la présence de récepteurs
nicotiniques et muscariniques dans le cortex préfrontal. L'utilisation du modele de souris 2
KO a permis de montrer I'implication des récepteurs nicotiniques dans l'interaction sociale
(Avale et al, 2011). Méme si le modele de souris B2 permet de montrer I'implication des
récepteurs nicotiniques, il ne nous permet pas de comprendre I'effet de la libération d'Ach
dans l'interaction sociale. Le modele présente bien une altération de la neurotransmission
cholinergique (Coura et al., 2013) mais ne nous permet pas de comprendre I'impact d'une

modulation fine et précise de I'Ach lors du comportement social.

Ainsi, l'objectif de ma these était de comprendre I'impact de la modulation de

I'acétylcholine au sein du cortex préfrontal dans le comportement social.

Afin de réaliser ces objectifs, nous allons moduler la quantité d'acétylcholine au sein du cortex
préfrontal par optogénétique chez des souris ChAT-IRES-Cre exprimant la Cre recombinase
dans les neurones cholinergiques. Les ChAT-IRES-Cre sont des souris beaucoup utilisées pour
comprendre le réle de I'acétylcholine, mais peu d'études qui ont essayé de caractériser le

phénotype social de ces souris existent.

Dans le but de valider notre méthodologie, nous avons dans un premier temps vérifié et
caractérisé le phénotype social des souris ChAT-IRES-Cre. Cette étape permettait de savoir
quelles étaient les altérations sociales des souris ChAT-IRES-Cre. Nous avons donc réalisé un
test d'interaction sociale qui permet une interaction sociale libre avec enregistrement de la
communication vocale par l'intermédiaire des USVs. Nous avons également mesuré la

motivation sociale, les capacités sensorielles et le niveau d'anxiété, éléments tres importants
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dans l'interaction sociale. De plus, certaines études de la littérature montrent un vieillissement
accéléré du systeme cholinergique. Donc nous avons aussi voulu tester si ces souris pouvaient
étre utilisées a un age intermédiaire. Nous avons alors comparé le phénotype social des souris
ChAT-IRES-Cre jeunes (2-3 mois) et des souris ChAT-IRES-Cre d'age intermédiaire (11-12 mois)
par rapport a des WT de méme age que les ChAT-IRES-Cre. Le dernier objectif de cette
premiére étape de validation était de mesurer et de quantifier I'expression des génes impliqués
dans la biosynthése de I'Ach dans le striatum dorsal. Le striatum dorsal est une structure riche
en interneurones cholinergiques qui est impliquée dans les comportements motivationnels,
élément également important lors de l'interaction sociale. Les résultats montrent que la souris
ChAT-IRES-Cre présente un comportement social et un état émotionnel normal. De plus, le
vieillissement des souris CHAT-IRES-Cre n'est pas différent des WT et I'dge provoque une
diminution de la dominance. Nous avons aussi montré une diminution de |'expression des
génes impliqués dans la biosynthese de I'Ach. L'ensemble de cette premiere étape de

validation a fait I'objet d'une publication scientifique qui est actuellement en révision.

Dans un deuxieme temps, apres avoir caractérisé notre modeéle de souris ChAT-IRES-Cre et
verifié qu’elles ne présentaient pas de troubles sociaux, nous avons vérifié que nous obtenions
bien une libération et un blocage de I'Ach lors d'une modulation de I'Ach par optogénétique.
Pour ce faire, nous avons réalisé un test c-Fos. Ce test permet de mesurer I'activité cellulaire
apres 1h30. Notre hypothese était que la libération ou le blocage de I'’Ach devait perturber
I'activité du c-Fos. Pour ce faire, nous avons décidé de stimuler uniquement le cortex
prélimbique droit, le cortex prélimbique gauche nous servait de contréle. Les résultats n'ont
pas permis de voir de différence d'expression du c-Fos entre le cortex prélimbique droit et le
gauche. Suite a ce résultat nous avons décidé d'utiliser une autre méthode afin de vérifier la
stimulation optogénétique, la microdialyse. Cette méthode consiste, par I'intermédiaire d’'une
sonde de microdialyse, a collecter le milieu extracellulaire du cerveau. Les résultats nous ont

permis de conclure que notre méthode optogénétique était fonctionnelle.

Apres avoir vérifié que les souris ChAT-IRES-Cre pouvaient étre utilisables dans I'étude des
comportement sociaux et aprés avoir validé que notre méthode optogénétique était
opérationnelle, nous avons étudié les conséquences de la libération ou du blocage de I'Ach

dans l'interaction social qui est un test ou les souris peuvent interagir librement. Dans le test,
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le choix de I'animal est incertain et risqué car il ne peut prévoir la réaction de son congénere.
L'animal doit donc avoir un comportement flexible afin de s'adapter en réponse a son
congénere. Durant la tache d'interaction sociale, les USVs seront également enregistrées car
elles sont un marqueur émotionnel chez I'animal (Chabout et al., 2012). De plus, nous allons
aussi regarder |'effet de la modulation d’Ach dans un test de trois chambres. Dans ce test, une
souris sera coincée sous un pot et ne pourra donc pas interagir librement. Le choix de I'animal
libre dépendra alors uniquement de sa propre motivation. Dans ce test nous allons ainsi
observer si la libération ou le blocage de I'Ach perturbe la motivation de la souris libre pour

aller voir son congénére.
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1. Chapitre premier caractérisation des ChAT-IRES-Cre

L'ensemble des données présenter dans ce chapitre a fait 'object d'une soumission a PLOS
one le 10-03-2022. Une demande de révision a été faite le 11 avril 2022. 1l est actuellement en
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Les souris ChAT-IRES-Cre sont beaucoup utilisées pour étudier le role de I'Ach. Malgré
une trés grande utilisation de ces souris, peu d'études ont regardé leur phénotype social. Le
but de cette étude est par conséquent d'étudier le phénotype social de ces souris. Pour cela,
nous allons réaliser un test de trois chambres permettant de mesurer la motivation sociale de
ces souris ainsi qu'un test d'interaction sociale pour mesurer les interactions sociales de
I'animal dans un contexte de décision risquée et incertaine. L'olfaction est un sens trés
important chez le rongeur. Donc nous avons décidé de mesurer les capacités olfactives de
I'animal en testant sa capacité a discriminer et a s’habituer a une odeur neutre, une odeur non
sociale et une odeur sociale. Nous réaliserons aussi un test d'anxiété visuelle mesurant les
réactions de l'animal face a un stimulus menacant. L'olfaction et I'anxiété visuelle sont des
parametres trés importants dans l'interaction sociale. Ces expériences comportementales
permettent de définir le phénotype social. Nous nous sommes également intéressés a I'effet
du vieillissement sur le systeme cholinergique chez des souris ChAT-IRES-Cre jeunes (2-3 mois)
et d'age moyen (11-12 mois) par rapport a des souris WT de méme age. Cette expérience nous
permettrait de savoir jusqu'a quel age ces souris peuvent étre utilisées. Nous avons également
réalisé des expériences de qPCR dans le striatum dorsal de ces souris. Ces expériences avaient
pour objectif de vérifier si ces souris présentaient des altérations du systeme cholinergique.
Ensemble, ce premier chapitre permet de mieux connaitre le comportement social de ces souris
et, par la suite, de savoir si ces souris présentent des troubles sociaux. La compréhension de ce

phénotype nous permettra aussi de mieux interpréter nos résultats optogénétiques.

1.1.Matériel et méthode

1.1.1.Animaux

Les souris ChAT(IRES)-Cre, appelées ici souris ChAT-Cre, ont été initialement obtenues
aupres du Jackson Laboratory (B6 ; 129S6Chattm?2(Cre)Lowl/Lowl/J,
https://www.jax.org/strain/006410, RRID:IMSR_JAX:006410), puis élevées par croissement
homozygotes-homozygotes dans notre animalerie. Les souris C57BL/6J ont été soit obtenues
aupres des Laboratoires Charles Rivers France (L'Arbresle Cedex, France) pour les souris d'age

moyen, soit élevées dans notre animalerie pour les souris jeunes.

101



Toutes les expériences ont été menées conformément a la réglementation locale en
matiére d'expérimentation animale ainsi qu'aux recommandations émises par la directive
européenne 2010/63/UE, le décret N 2013-118 du 1ler février 2013 et le Comité national
francais (87/848). La référence du projet éthique était 2014-13.

Les souris males sont arrivées a I'animalerie a I'age de huit semaines (obtenues aupres de
Charles Rivers) ou apres le sevrage (élevage a domicile), et ont été maintenues dans des cages
collectives (3 a 4 souris par cage). Les animaux ont été maintenus dans des cages domestiques
de 20,5 * 32,5 cm avec de I'eau et de la nourriture ad libitum et un cycle de lumiere circadien
de 12h de lumiere / 12h d'obscurité (commencant a 8h). Les jeunes souris étaient agées de 2-
3 mois (n=8 souris ChAT-Cre et 8 souris WT) et les souris d'age moyen de 11-12 mois (n=7
souris ChAT-Cre et 8 souris WT). Sur la Figure 30, les animaux ont été notés WT jeune, ChAT-
Cre jeune, WT M.A. (age moyen), ChAT-Cre M.A. (d4ge moyen). Toutes les souris testées ont été
isolées en cage individuelle de 3 a 4 semaines avant les expériences sociales. Les souris utilisées
comme animaux visiteurs pour les expériences sociales (souris WT jeunes (n=6) et souris WT

age moyen (n=6) sont quant a elles maintenues en cage social (voir protocole)).

La Figure 30 montre la chronologie de nos expériences. Soit, les souris étaient agées de
deux mois avant le commencement de l'isolement social. Apres 3 semaines d'isolement, la
tache d'interaction sociale était réalisée. Une semaine aprés cette tache, le test des 3 chambres
qui contrdle la motivation sociale était réalisé. Afin de vérifier la présence ou non d'un déficit
sensoriel de nos animaux ChAT-IRES-Cre, nous avons réalisé une tache de perception visuelle
35 jours apres le début de I'expérience. Finalement, une semaine aprés I'expérience visuelle, un
test olfactif a été réalisé. A la fin des expériences, nous avons quantifié par RT-qPCR I'expression
des genes impliqués dans la biosynthese de I'acétylcholine au sein du striatum dorsal qui

contient des interneurones cholinergiques.
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Figure 30. Chronologie de nos expériences_ Dans le test d'interaction sociale et le test des 3
chambres, la souris noire représente la souris hote et la blanche représente la souris visiteuse.
La souris hote est celle qui a été isolée alors que la souris visiteuse a vécu en cage sociale

1.1.2.Le test des trois chambres

L'arene utilisée pour nos expériences était une boite rectangulaire en plexiglass
mesurant 64*42 cm divisé en 3 compartiments de surface égale (un schéma du dispositif est
représenté dans la Figure 30). Sur les 2 compartiments opposés, nous placons 2 pots en
plexiglass transparent (diametre 9,2 cm et hauteur 10,2 cm) contenant 30 trous. La lumiere
diffuse était de 100 lux. Au début de I'expérience, I'animal (souris hote) était placé dans le
centre de I'areéne et pouvait explorer de maniere libre son environnement durant 15 min. Apres
cette période d’habituation, un autre animal (souris visiteuse non familiére de méme age et de
méme sexe) était placé sous un pot en plexiglass. L'animal visiteur ne pouvait bouger librement,
mais il pouvait mettre son nez dans les trous du pot et toucher la souris héte. La chambre qui
contenait le visiteur coincé sous le pot était appelée zone sociale, alors que la chambre
contenant le pot vide était appelée zone non sociale. La chambre entre les deux était appelée
zone intermédiaire (Figure 30). La localisation des souris visiteuses était contrebalancée entre
chaque expérience. Le comportement de la souris hote était mesuré durant 8 minutes par une
webcam connectée au logiciel ANY-maze. Les parametres comportementaux analysés apres
les expériences étaient les suivants : la vitesse totale parcourue, la durée d'immobilité totale, la
vitesse maximum totale. Le temps passé, la durée d'immobilité et la distance parcourue dans

chaque chambre ainsi que le temps de contact avec un congénere.
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1.1.3.Test d'interaction sociale (IS)

L'aréne utilisée lors du test d'interaction sociale était une aréne rectangulaire
transparente en plexiglass (L 50 cm * | 25 cm * h 30 cm). L'expérience se déroulait dans une
piece calme éclairée autour de 100 lux. L'animal isolé appelé « souris hote » était introduit dans
la cage pour 30 min d'habituation. Apres ces 30 minutes d’habituation, on introduit une
nouvelle souris dans la cage d'IS, cette derniere étant appelée « souris visiteuse ». Les
comportements ont été mesurés durant 8 minutes avec une caméra vidéo numérique. Durant
ce test, les animaux peuvent établir des interactions libres et réciproques et devront prendre
des décisions ainsi que s'adapter aux congéneéres. De plus, le choix de I'animal est beaucoup
plus risqué que dans le test des trois chambres car I'animal ne peut prédire la réaction de 'autre
animal. Le comportement des souris est analysé apres I'expérience avec le logiciel Solomon
Coder (version béta 19. 08. 02) développé par A. Peter. Durant ce test nous distinguons de

multiples catégories de comportements sociaux :

Les comportements affiliatifs : ces comportements sont le nombre et la durée de
contact initié par la souris hote ou la souris visiteuse, comme par exemple lorsque I'animal va

toucher une partie du corps de |'autre animal.

Les comportements de dominance : ces comportement expriment le nombre et la durée
des poursuites de I'hote ou de la souris visiteuse. D'autres parametres de dominance sont
également mesurés comme les « controles de la patte », ce qui réfere au nombre de fois ou

I'animal hote a posé ses pattes avant sur la téte ou le dos du visiteur.

Les comportements d'échappements : Le nombre et la durée d'échappement sont

scorés chaque fois que la souris hote ou la souris visiteuse interrompent le contact.

Les comportements exploratoires : Le nombre de redressement est scoré et sont un

marqueur du comportement exploratoire de |'autre animal.

Les comportements agressifs : ils sont mesurés par le nombre de morsures et la latence

d'attaque.

104



1.1.4.L'enregistrement des vocalisations ultrasoniques (USVs)

Les USVs sont enregistrées durant les 8 minutes de I'interaction sociale. Un microphone
ultrasonore a condensateur Polaroid/CMPA a été placé au-dessus de la chambre
expérimentale, suffisamment haut pour que I'angle de réception du microphone couvre toute
la zone expérimentale. Le microphone était relié a une interface d’'enregistrement ultrasonore
Ultrasound Gate 416H, qui était branchée sur un ordinateur équipé du logiciel
d’'enregistrement Avisoft Recorder USG (Fréquence d'échantillonnage : 250 kHz, longueur FFT
: 1024 points, 16 bits). Tous les matériels et logiciels d'enregistrement ont été fournis par
Avisoft Bioacoustics H (Berlin, Allemagne). Les USVs ont été analysées apres manipulation avec
le logiciel SASLab Pro (Avisoft Bioacoustic H, Berlin, Allemagne). Lors de I'analyse des USVs, les
spectrogrammes ont été générés pour chaque appel détecté (fréquence d'échantillonnage :
250 kHz, longueur de la FFT : 1024 points, 16 bits, fenétre Blackman, chevauchement: 87,5 %,
résolution temporelle : 0,512 ms, résolution en fréquence : 244 Hz). Les USVs ont ensuite été
classées selon les 11 catégories distinctes basées sur leur durée et leur modulation de
fréquence pendant toute la tache d'interaction sociale : S: court, F : plat, OFJ : saut de fréquence
simple, MFJ : saut de fréquence multiple, U : en forme de U, C: Chevron , M : modulé, W :
composite, H : ascendant, D : descendant et UND : non défini (22). Le calcul des pourcentages
du répertoire prenait en compte uniqguement les animaux de chaque groupe émettant des
vocalisations. Les USVs d'une souris ChAT-IRES-Cre d'age moyen et d'une jeune souris WT ont

été rejetées en raison de problemes techniques.

1.1.5.Test de perception visuelle : réponse défensive face a un stimulus menacant

Ce protocole a été décrit par (Yilmaz and Meister, 2013). Le but de ce test est d'évaluer
la capacité visuelle des souris en utilisant des réactions écologiques de défense face a un
stimulus visuel imitant la présence d'un prédateur qui apparait en haut de la cage
d'expérimentation. Le dispositif expérimental consiste en une cage de plexiglass (L 50 cm * |
25 * h30 cm) recouverte d'un écran d'ordinateur et contenant un abri en carton sur I'un des
cotés de la cage. L'animal a été habitué a son environnement pendant 10 min, apres quoi le «
stimulus menagant » apparaissait. Le stimulus menagant consistait en la présentation, sur un

écran d'ordinateur gris, d'un disque noir qui apparait directement au-dessus de la téte de
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I'animal avec un diameétre de 2° d'angle visuel et qui s'agrandit a 20° en 250 ms. Il restera a
cette taille durant 250 ms. Le stimulus a été répété 15 fois avec des pauses de 500 ms et a duré
au total 15 secondes. L'habituation et la réaction au stimulus ont été enregistrées par une
caméra (logitech) placée a 40 cm en face de la cage avec, pendant toute I'expérience, une
lumiere réglée a 100 lux. Les mesures réalisées durant |'expérience sont le temps de latence
pour la premiere réaction au stimulus menagant ainsi que le pourcentage de réaction défensive
« freezing » durant le stimulus menacant. Toutes les souris étant dans la cachette lors de la
présentation du stimulus menacant ont été exclues de I'analyse car nous ne pouvions étre sdrs
gu'elles aient réellement percu le stimulus et par conséquent, nous ne pouvions déterminer
leur réaction face au stimulus menacant. Trois souris ChAT-IRES-Cre d'age moyen et une souris

WT jeune ont été exclues pour ces raisons (voir Figure 30 pour set up expérimental).

1.1.6.Test olfactif d'habituation/déshabituation

Le protocole utilisé est adapté de (Yang and Crawley, 2009). Cette tache permet de
tester si la souris est capable de discriminer différentes odeurs, parmi lesquelles nous avons
une odeur sociale et une odeur non sociale. Trois odeurs ont été présentées durant ce test :
une odeur neutre (eau), une odeur non sociale (amande, Vahiné®) diluée au 1/100 dans de
I'eau distillée et une odeur sociale. L'odeur sociale a été obtenue a partir de deux cages
contenant des souris du méme sexe en tamponnant des cotons au fond des cages. Toutes les
odeurs étaient présentées sur des cotons-tiges et étaient préparées fraichement chaque jour.
Les souris étaient testées dans leur cage de vie dans une piece expérimentale non familiere.
Un coton-tige propre était placé 30 min a travers les grilles de la cage afin que I'animal puisse
le renifler. Cette étape permettait I'habituation a un nouvel objet. Puis les odeurs sont
présentées de maniere séquentielle sur un nouveau coton tige a chaque fois dans l'ordre
suivant : eau, amande, odeur sociale. Chaque odeur est présentée 3 fois durant 2 minutes avec
une pause d'1 minute entre chaque présentation. Le temps de reniflage de I'odeur était
enregistré a chaque fois (voir Figure 30). L'habituation était mesurée en comparant le résultat
des 3 expositions de la méme odeur. Si on trouvait une différence significative, nous
considérions que la souris s'habituait a cette odeur. La mesure de déshabituation consistait en
une différence significative entre la troisieme présentation d'une odeur et la premiere

présentation d'une nouvelle odeur.
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1.1.7.PCR quantitative a transcriptase inverse

L'’ARN total des échantillons du striatum dorsal ont été prélevés, extraits et purifiés en
utilisant un micro kit d’extraction d’ARN sur une colonne selon les instructions de la société
(Macherey-Nagel, France) aprés homogénéisation dans le NucleoZOL™. La concentration
d’ARN est quantifiée par spectrophotométrie (Nanodrop™, Thermofisher Scientific, MA, USA).
La transcriptase reverse est réalisée a partir de 500 ng d’ARN total en utilisant le kit de synthese
d'cADN iScriptTM (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France) pour 42 min a 42°C. La PCR
guantitative en temps réel (QPCR) est réalisée dans un systéme de détection de la PCR en temps
réel CFX384 (Biorad, Hercules, CA, USA). Les réactions de gqPCR sont réalisées en triplicate pour
5 ng d’ADNCc en utilisant comme super mix du SYBR Green Bio-Rad) dans un volume total de
10 pL, suivant les deux suivantes dénaturations initiales répétées plusieurs fois. On a d'abord
une dénaturation initiale (30 s a 98°C) et puis 45 cycles de 8 s a 95°C (dénaturation) et 20 s a
60°C (élongation). Les contrdles négatifs (eau ou controle de la transcriptase inverse réalisés
sans transcriptase inverse au lieu de I'ADNc) sont inclus dans chaque étape de la PCR. La
spécificité de I'amplification a été évaluée par I'analyse de la courbe de fusion. Les paires
d'amorces suivantes ont été concues a I'aide des logiciels Primer3 plus ou Primer blast et ont
été choisies sur différents exons, sauf pour le VAChT, qui ne contient pas d'introns chez les
mammiféres (Bejanin et al., 1994 ; Erickson et al,, 1994). Pour la ChAT (85 pb) brins sens 5'-
CCAGCTAAGGTTTGCAGCCA-3' et brins reverse 5'-CCAGTCAGTGGGAATGGATTG-3". Pour la
ChT (143 pb), brins sens 5-CTTTTGCCCTGTCACATCCT-3" et brins reverse 5'-
TCCACCCAGCATCAATAACA-3". Pour VAChT (142 bp), brins sens 5'-
TCATGTTCGCCTCCACAGTC-3' et brins reverse 5'- AGGCTCCTCGGGATACTTGT-3". Et pour le
gene de référence Rp/73a (146 pb), brins sens 5'-ACAGCCACTCTGGAGGAGAA-3’ (forward) et
brins antisens 5-GAGTCCGTTGGTCTTGAGGA-3' (reverse). L'efficacité de chaque paire de
primer était entre 95 et 105%. L'expression de chaque gene d'intérét est normalisée a celle du
gene de référence Rpl13, puis ce géne a été évalué dans la méme série de PCR et calculé en
utilisant la méthode du Ct comparatif (22°T). Les données sont présentées en tant

qu'abondance relative de I'ARNm du transcrit par rapport aux jeunes souris WT.
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1.1.8.Analyse statistique

L'analyse non paramétrique est réalisée en utilisant le logiciel R (version 3.5.0 de la
fondation R pour le calcul statistique avec le package Rcmdr). Comme une partie de nos
données expérimentales ne suivent pas une distribution normale, nous utilisons le test de
Kruskal-Wallis Chi® pour comparer tous les groupes (noté « H » dans la partie résultat du
Chapitre 1) ainsi qu’un test de la somme de rang de Wilcoxon (notée « W » dans la partie
Résultats) quand nous comparons deux groupes indépendants. L'expression des genes est elle
analysée en utilisant I'analyse de variance (ANOVA) a deux facteurs d'age et de génotype
(logiciel Graphpad Prism 8, San Diego, CA). La signification statistique a été fixée a p < 0,05.
L'analyse en composante principale (PCA) était réalisée en utilisant le package Factomine R.

Les données manquantes ont été remplacées par la moyenne du groupe pour ce parameétre.

1.2.Résultat des ChAT-IRES-Cre

1.2.1.Motivation sociale dans le test de trois chambres

Le test de trois chambres permet I'évaluation de la motivation sociale chez la souris. Le
schéma de |'expérience est montré dans la Figure 31 A. Dans ce test, les souris ChAT-IRES-Cre
parcourent significativement moins de distance que les animaux WT (effet du groupe :
H=16.63, df=3, p<0.001; effet du génotype : W=32, p<0.001) et il n'y a aucun effet de I'age
(effet de l'age : W=99, NS) (Figure 31 B). De plus, les souris ChAT-IRES-Cre sont
significativement plus immobiles que les animaux WT (H=18.304, df=3, p<0.001; effet du
génotype : W=177, p<0.05) et I'age n'a pas d'effet sur la durée d'immobilité (W=129, all NS)
(Figure 31 C). De plus, on observe une corrélation négative entre la distance parcourue et le
temps d'immobilité (S=7690, p<0.01, Figure 32) et les groupes ne sont pas significativement
différents en termes de vitesse maximale (H=3.81, df=3, NS) (Figure 31 D), ce qui suggere que
la faible distance parcourue par les souris ChAT-IRES-Cre comparée aux contréles ne peut pas
étre expliquée par une altération motrice globale mais plutot par une augmentation du temps
d'immobilité. Seulement les souris ChAT-IRES-Cre jeunes montrent une reduction significative
de la distance parcourue, avec une augmentation de I'immobilité comparées aux WT jeunes
(ChAT-IRES-Cre jeunes vs. WT jeunes, effet sur la distance parcourue : W=2, p<0.001, et pour

le temps d'immobilité : W=52, p<0.05), en comparaison avec les souris d'age moyen (ChAT-
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IRES-Cre M.A vs. WT M.A pour la distance : W=17, et pour le temps d'immobilité : W=34, NS)
(Figure 31 B-C).

Dans le but d'évaluer la motivation sociale, nous distinguons chaque mesure prise dans
le test des trois chambres. Les résultats montrent une motivation sociale normale dans tous les
groupes, avec significativement une plus grande distance parcourue (V=484, p<0.001) (Figure
31 F), un temps d'immobilité plus important (V=3, p<0.001)(Figure 31 G) et un temps passé
plus important (V=1, p<0.01) (Figure 31 H) dans la chambre sociale comparé a la chambre
non sociale (Figure 31 F-H). De plus, tous les groupes passent un temps équivalent a interagir
avec son congénere en réalisant, par exemple, des contacts nez-nez a travers les trous du pot

en plexiglass (H= 3.43, df=3, NS) (Figure 31 E).

Dans la chambre neutre, aucune différence significative existe entre les groupes en
regardant la distance parcourue, le temps d'immobilité ou le temps passé (respectivement

H=4.26, df=3, NS ; H=7.60, df=3, NS ; H=3.02, df=3, NS) (Figure 31 F-H).

Pour la chambre non sociale, les groupes sont différents significativement par le temps
d'immobilité (H=10.94, df=3, p<0.05) (Figure 31 G), mais pas pour la distance parcourue ou le
temps passé dans la chambre non sociale (respectivement H=6.43, df=3, NS ; H=5.86, df=3,
NS)(Figure 31 F-G). Les souris ChAT-IRES-Cre sont significativement plus immobiles que les
animaux WT (effet du génotype : W=189, p<0,01) et |'effet du génotype est restreint pour les
animaux d'age moyen (ChAT-Cre jeunes vs. WT jeunes : W=42, NS ; ChAT-Cre M.A vs. WT M.A
: W=54, p<0.01) (Figure 31 H). L'age n'a pas d'impact significatif sur les parameétres
d'immobilité (W=87, NS).

Enfin, dans la chambre sociale, toutes les mesures comportementales different entre les
groupes : la distance parcourue (H=18.95, df=3, p<0.001), le temps d'immobilité (H=8.83, df=3,
p<0.05) et le temps passé dans la chambre (H=8.22, df=3, p<0.05) (Figure 31 F-H). Plus
précisément, les souris ChAT-Cre parcourent significativement moins de distance dans la
chambre sociale que les animaux WT, sans évolution avec lI'age (effet du génotype : W=17,
p<0.001; effet de I'age : W=121, NS) (Figure 31 F). En regardant le temps d'immobilité et le
temps passé dans la chambre sociale, |'effet du groupe global n'est pas da a I'effet du génotype

(W=112, NS ; W=82, NS) ni a l'effet de I'age (W=145, NS ; W=152, NS) (Figure 31 F et H).
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Cependant, un examen plus approfondi montre que I'effet global peut étre di a une diminution
significative du temps d'immobilité et du temps passé des souris ChAT-Cre d'age moyen

comparées aux souris WT age moyen (age moyen : temps d'immobilité : W=9, p<0.05, temps

: W=3, p<0.001, NS ; jeunes : temps d'immobilité : W=48, NS, temps : W=37, NS). De-plus;

Ces données ensemble montrent que les souris ChAT-Cre jeunes témoignent d'une
motivation sociale normale, qui se maintient a 'dge moyen. Cependant, les souris ChAT-Cre

montrent une réduction globale de la distance parcourue liée a plus d'immobilité dans ce test.
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Figure 31. Comportements dans le test de trois chambres.A) Schéma expérimental. Les
souris hote utilisées pour ces expériences sont les WT jeunes (n=8), les ChAT-Cre jeunes (n=8),
les WT d'dge moyen (n=8) et les ChAt-Cre d'dge moyen (n=7). Les visiteurs utilisés sont tous
des WT de méme dge et de méme sexe que la souris héte (jeune: n=6, dge moyen. n=6)
maintenus en cage sociale. B) Distance parcourue. C) Temps d'immobilité. D) Vitesse maximum.
E) Temps d'interaction avec un congénére. F) Distance parcourue dans chaque chambre. G)
Immobilité dans les chambres. H) Temps passé dans les chambres. Les données sont
présentées sous forme de moyennes + SE. Indications: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001,

# = effet du génotype et de I'dge. Analyse par test des rangs de Kruskal-Wallis puis test de
Wilcoxon.
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Figure 32. Corrélation entre le temps d’immobilité et la distance parcourue dans le test

de 3 chambres. Test de Spearman réalisé.

1.2.2.0rganisation du comportement social dans le test d’interaction sociale

Le test d'interaction sociale permet d'évaluer une interaction sociale libre dont le
schéma expérimental est montré dans la Figure 33 A et 34 A. Durant le test d'interaction
sociale, les souris ChAT-Cre montrent des comportements affiliatifs normaux qui ne sont pas
affectés par I'age. Tous les groupes de souris ne montrent pas de différence pour le nombre
de contact ni pour la durée de contact initié par I'animal hote (respectivement H=5.11, df=3,
NS ; H=4.67, df=3, NS)(Figure 33 B et C) ou par I'animal visiteur (respectivement H=1.66, df=3,
NS; H=5.86, df=3, NS)(Figure 33 D et E).

Nous avons précédemment montré que les comportements dans I'IS sont des points
de choix qui ouvrent vers de multiples comportements (de Chaumont et al,, 2012 ; Nosjean et
al, 2015). L'age ou le génotype n'a pas d'impact sur la durée des stops (H=4.46, df=3,
NS)(Figure 33 F). Cependant, les groupes different dans la durée des stops (H=9.50, df=3,
p<0.05)(Figure 33 G). En effet, les ChAT-Cre font des stops significativement plus longs que
les animaux WT(effet du génotype : W=185, p<0.05). Il n'y a pas d'impact de I'age (effet de
I'age : W=115, NS)(Figure 33 G). Cependant, |'effet du génotype est significatif seulement pour
les ChAT-Cre d'age moyen (ChAT-Cre jeunes vs. WT jeunes : W=39, NS; ChAT-Cre M.A vs. WT
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M.A : W=54, p<0.01)(Figure 33 G), probablement en raison d'une variabilité importante au
sein du groupe de souris ChAT-Cre jeunes. L'effet de I'age ou l'effet du génotype n‘ont pas
modifié de maniére significative les redressements, qui sont un marqueur des comportements

exploratoires (H=5.73, df=3, NS)(Figure 33 H).

Méme si le nombre de poursuites de I'animal hote est équivalent dans tous les groupes
(H=6.23, df=3, NS)(Figure 34 B), la durée de ces poursuites est significativement différente
entre ces groupes (H=10.60, df=3, p<0.05)(Figure 34 C). En comparaison avec les animaux
jeunes, les souris agées montrent une diminution de la durée des poursuites, indépendamment
du génotype (effet de I'age : W=199, p<0,01; effet du génotype : W=101.5, NS)(Figure 34 C).
Le nombre et la durée des poursuites réalisées par la souris visiteuse sont comparables dans

tous les groupes (respectivement H=0.93, df=3, NS; H=1.08, df=3, NS)(Figure 34 D et E).

Nous pouvons observer que la dominance diminue avec I'age et qu'en parallele, elle
augmente le nombre d'échappements de I'animal hote. Bien que les animaux hote n‘ont pas
de différence significative pour le nombre d'échappements entre les groupes (H=7.33, df=3,
NS), les souris d’age moyen montrent un plus grand nombre d'échappements que les souris
jeunes (effet de I'age : W=64.5, p<0.05) sans effet au niveau du génotype (W=143, NS)(Figure
34 F). L'effet de I'age sur le nombre d'échappements de la souris hote est restreint aux animaux
WT (effet de I'age chez les WT : W=10.5, p<0,05; effet de I'age chez les ChAT-Cre : W=19.5,
NS)(Figure 34 F). Les comportements d'échappement par la souris visiteuse ne different pas
entre les groupes (H=2.40, df=3, NS)(Figure 34 F). Egalement, aucune différence n'existe pour
le nombre de “paw control” entre les groupes (H=2.34, df=3, NS)(Figure 34 H). La diminution
de la dominance observée chez les souris d'age moyen est de la méme maniére observée pour
les comportements agressifs (Figure 34 I). Il n'existe aucun effet du groupe ou du génotype
(effet du groupe : H=8.87, df=3, NS; effet du génotype : W=77.5, NS) pourtant on observe un

effet significatif de I'age (W=165.5, p=0.051, données non montrées). Cette différence peut
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étre expliquée par une réduction du comportement agressif seulement chez les animaux WT

(effet d'age chez les WT : W=52.5, p<0.05; effet de I'age chez les ChAT-Cre : W=33.5, NS).
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Figure 33: Comportements de contact, stop et d’exploration dans l'interaction sociale. A,
Schéma expérimental de l'interaction sociale. B) Nombre de contacts initiés par la souris hote.
C) Durée de contacts initiés par la souris hote. D) Nombre de contacts initiés par la souris
visiteuse. E) Durée de contacts initiés par la souris visiteuse. F) Nombre d’épisodes de stops. G,
Durée d'épisodes de stops. H) Nombre de redressements réalisés par la souris hote. La souris
hote a été précédemment isolée pendant trois semaines puis exposée a un nouvei
environnement pendant 30 minutes avant d'étre présentée a une souris visiteuse. Groupes
expérimentaux: WT jeunes (n=8), ChAT-Cre jeunes (n=8), WT d'dge moyen (n=8), ChAT-Cre
d'dge moyen (n=7). Les souris visiteuses, jeunes (n=6) et d'dge moyen (n=6), sont des WT de
méme dge et de méme sexe maintenues en cage sociale avant I'expérience. Les données sont
présentées sous forme de moyennes + SE. Indications: * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,0017,
# = effet du génotype et de I'dge. Analyse par test des rangs de Kruskal-Wallis puis test de
Wilcoxon.

113



A
my [ SIT
" L e

30 min habituation 8 min Interaction social

B Poursuite de I'h6te D Poursuite du visiteur  F EchapemTent del'héte H Paw controle

Nombre

D WT Jeunes n= 8

[ charcre jeunes n=8
W wrman=8
B chaTCreMARN=7

Durée (s)
Durée (s)
Nombre

Figure 34. Comportement dans l'interaction socialeA) Schéma expérimental de l'interaction
sociale. B) Nombre de poursuites émises par la souris hote. C) Durée d‘épisodes de poursuites
(par exemple, poursuite avec contact oral-génital) fait par la souris hote. D) Nombre d'épisodes
de poursuites réalisés par la souris visiteuse. E) Durée d’épisode de poursuites émises par la
souris visiteuse. F) Nombre d'échappements (par exemple, interruption de contacts) de /a
souris héte. G) Nombre d'échappements de la souris visiteuse. H) Nombre de contrdles de la
patte réalisés par la souris hote (par exemple, nombre de fois ou les souris hdtes posent leurs
pattes avant sur la téte ou le dos des souris visiteuses). ) Nombre de comportements agressifs
de la souris hote. Groupes expérimentaux : WT jeunes (n=8), ChAT-Cre jeunes (n=8), WT d'dge
moyen (n=8), ChAT-Cre d'dge moyen (n=7). Les souris visiteuses, jeunes (n=6) et d'dge moyen
(n=6), sont des WT de méme dge et de méme sexe maintenues en cage sociale avant
l'expérience. Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications . * =
p<005 ** = p<001, *** = p<0,001, # = effet du génotype et de l'dge. Analyse par test des
rangs de Kruskal-Wallis puis test de Wilcoxon.

Les vocalisations ultrasoniques (USVs) sont enregistrées durant le IS. Les USV sont un
marqueur émotionnel. Tous les groupes ne montrent pas de différence significative sur le
nombre USV (H=0.1034, df=3, NS)(Figure 35 A), ni sur leur fréquence (fréquence maximale :
H=7.32, df=3, NS)(Figure 35 B)(fréquence minimale : H=4.22, df=3, NS)(Figure 35 C). Nos
données ne montrent aucune différence sur la durée moyenne d'une vocalisation ou sur la
bande de fréquence (respectivement H=7.54, df=3, NS; H=6.11, df=3, NS; données non
montrées). Quand nous regardons le répertoire vocal (c'est-a-dire le pourcentage d'USVs émis
par I'animal), aucune différence significative est trouvée entre les groupes (C : H=2.77, df=5,
NS; D:H=7.78,df =5 NS; F: H=4.5,df =5, NS; H: H=5.99, df =5 NS; M : H= 2.27, df = 5,
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NS ; MFJ : H=6.7881, df = 5, NS; OFJ : H=6.68, df = 5, NS; S : H=6.18, df = 5, NS; U : H=4.03, df
=5, NS; UND : H=9.96, df = 5, NS; W : H=9.04, df = 5, NS)(Figure 35 D). L'age et le génotype

n'est pas affecté par le répertoire vocal de la souris.

Pris ensemble, ces résultats montrent que les ChAT-Cre different des WT seulement

pour la durée des stops. De plus, les comportements de dominance et d'agressivité diminuent

avec l'age.
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Figure 35. Vocalisations ultrasoniques (USVs) émises durant I'IS. A) Nombre d'USVs. B)
Fréquence maximum d'USV. C) Fréquence minimum dUSV. D) Répertoire vocal de I'animal.
Groupes expérimentaux : WT jeunes (n=8), ChAT-Cre jeunes (n=8), WT d'dge moyen (n=8),
ChAT-Cre d'dge moyen (n=7). Les souris visiteuses utilisé (jeunes (n=6) et d'age moyen (n=6)).
Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications : * = p<0,05 ** =
p<001, ***=p<0001, # = effet du génotype et de I'age. Analyse par test des rangs de Kruskal-
Wallis puis test de Wilcoxon.
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1.2.3.Réaction face aux stimuli visuels menacants

Ce test permet d'évaluer si la souris percoit le stimulus visuel. Le schéma expérimental
est montré dans la Figure 36 A. La latence de la premiére réaction (Immobilisation ou fuite)
apres la présentation du stimulus menagant n’est pas significativement différente entre les
groupes (H=6.92, df=3, p=0.074)(Figure 36 B), probablement a cause d'une importante
variabilité pour le groupe WT jeunes. Cependant, les animaux ChAT-Cre répondent
significativement plus rapidement que les animaux WT (W=36.5, p<0.01) sans modification
avec I'age (W=75.5, NS)(Figure 36 B). Nous pouvons aussi observer que, méme s'il n'existe pas
de différence entre nos quatres groupes (H=5.56, df=3, NS) pour le pourcentage
d'immobilisation durant le stimulus menacant, les souris ChAT-Cre ont une tendance a
augmenter le temps d'immobilisation (W=169, p=0.054) sans aucun impact sur I'age (W=128,

NS)(Figure 36 C). Les souris ChAT-Cre ont une tendance a surréagir aux stimuli menacants.
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Figure 36. Réponse comportementale au stimulus menagant A) Schéma représentant
l'expérience du looming. B) Latence avant réaction face au stimulus menacant. C) Pourcentage
du temps d’immobilisation. Dans cette expérience nous considérons les souris qui sont a
l'extérieur de la cachette quand le stimulus menacant apparait. Groupes expérimentaux : WT
Jeunes (n=7), ChAT-Cre jeunes (n=8), WT d'dge moyen (n=8), ChAT-Cre d'dge moyen (n=4).
Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications . * = p<0,05, ** =
p<0.01, *** = p<0001 # = effet du génotype et de 'dge. Analyse par test des rangs de Kruskal-
Wallis puis test de Wilcoxon.
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Capacité d’olfaction

Le test évalue sil'animal montre des problemes olfactifs. Un schéma de cette expérience
est montré dans la Figure 37 A. Apres |'habituation a une nouvelle odeur, les capacités
olfactives sont mesurées par la réaction a une nouvelle odeur (déshabituation). Tous les
groupes montrent que I'habituation a I'odeur eau montre une diminution significative du
temps de reniflage durant les trois présentations de I'odeur eau (WT jeunes : Friedman Chi-
squared=9, df=2, p<0.05; ChAT-Cre d'age moyen : Friedman Chi-squared=13.56, df=2, p<0.01;
ChAT-Cre jeunes : Friedman Chi-squared=11.81, df=2, p<0.01), sauf pour les WT d’age moyen
(Friedman Chi-squared=3, df=2, NS)(Figure 37 B et C). Seules les souris ChAT-Cre montrent
une déshabituation de I'odeur d’eau a I'odeur d’'amande, avec une augmentation significative
du temps de reniflage entre la présentation de la troisieme odeur d'eau et la premiére
présentation de I'odeur d'amande (jeunes : V=0, p<0.05; d'age moyen : V=3, p<0.05). En
revanche, le temps de reniflage des animaux WT n’est pas impacté par ce changement d'odeur
(jeunes : V=9, NS; d’age moyen : V=25, NS). L'effet d’habituation a I'odeur d’amande était
globalement significatif entre tous les groupes (WT jeunes : Friedman Chi-squared=15.54,
df=2, p<0.001; WT d'age moyen : Friedman Chi-squared=10.75, df=2, p<0.01; ChAT-Cre
jeunes : Friedman Chi-squared=7.75, df=2, p<0.05; ChAT-Cre d’age moyen : Friedman Chi-
squared=12.07, df=2, p<0.01)(Figure 37 B). Cependant, seuls les animaux WT montrent une
déshabituation entre la derniere présentation d'odeur d’amande et la premiere présentation
d'odeur sociale (jeunes : V=0, p<0.05; d'age moyen : V=1, p<0.05)(Figure 37 B) Les souris
ChAT-Cre ne montrent pas de différence de temps de reniflage durant ce changement d'odeur

(jeunes : V=3, NS; d'age moyen : V=1, NS)(Figure 37 C).

Si les animaux WT se sont habitués a I'odeur sociale avec une diminution du temps de
reniflage durant les trois présentations d'odeurs (d'age moyen : Friedman Chi-squared=7.71,
df=2, p<0.05; jeunes : Friedman Chi-squared=12.28, df=2, p<0,01)(Figure 37 B et C), ce qui
n'est pas le cas pour les souris ChAT-Cre (jeunes : Friedman Chi-squared=2.33, df=2, NS; d'age
moyen Friedman Chi-squared=1.18, df=2, NS). Le temps de reniflage durant la premiere
exposition a I'odeur sociale est significativement différent entre les groupes (H=10.685, df=3,
p<0.5). Ces résultats montrent un effet du génotype significatif (W=23, p<0.01) mais pas d'effet

de I'age (W=86, NS). Cependant, I'age ne semble pas affecter directement les souris entre les
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deux génotypes : les souris ChAT-Cre jeunes ne different pas des WT jeunes (W=38, p=0.07),
mais les souris ChAT-Cre d'age moyen different significativement des souris WT d'age moyen

(W=4, p<0.05).

On peut remarquer que les animaux WT d’age moyen montrent une altération de
I'accoutumance a I'eau, qui rend la déshabituation a I'odeur d'amande assez difficile a évaluer.
Dans le but de mieux appréhender ces résultats, nous représentons sur la Figure 37 D le
pourcentage d'animaux montrant une déshabituation. Nous pouvons clairement voir que plus
de la moitié des WT jeunes ne réagissent pas a I'odeur d'amande. De méme, pour |'odeur
sociale, la déshabituation non significative pourrait étre expliquée par le fait que la proportion
d'animaux augmentant leur temps de reniflage vers I'odeur sociale était réduite dans le groupe
ChAT-Cre d'age moyen (Figure 37 E), ou moins de 60% des souris ont réagi a I'odeur sociale.
Le temps de reniflage des ChAT-Cre est significativement différent de la proportion théorique
(100% des animaux réagissent a I'odeur sociale, test exact de Fisher : p<0,05). Par conséquent,
nous pouvons conclure que les souris ChAT-Cre ont un probléme olfactif dans la détection des

odeurs sociales.

Ces résultats montrent que les souris WT ont présenté une déshabituation pour I'odeur
sociale mais pas pour |I'odeur d’'amande. En revanche, les souris ChAT-Cre ont montré une
déshabituation a I'odeur d’amande mais pas a I'odeur sociale. Cela confirme que les ChAT-Cre
sont capables de réagir aux odeurs mais présentent une altération de la réaction aux odeurs

sociales.
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Figure 37. Résultats d’une tiache olfactive. Image de la présentation d’un coton tige dans la
cage de vie de 'animal. B) Temps de reniflage du coton tige avec la présentation des odeurs
successives chez les souris WT. C) Temps de reniflage du coton tige avec la présentation des
odeurs successives chez les souris ChAT-Cre. D) Pourcentage de souris réagissant a l'odeur
d'amande. E) Pourcentage de souris réagissant a l'odeur sociale. Groupes expérimentaux : WT
Jeunes (n=7), ChAT-Cre jeunes (n=8), WT d'dge moyen (n=8), ChAT-Cre d'dge moyen (n=4).
Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications . * = p<0,05, ** =
p<0.01, *** = p<0,001, # = effet du génotype et de I'dge. Analyse par test des rangs de Kruskal-
Wallis puis test de Wilcoxon.

1.2.4.Expression des genes impligués dans la voie de la biosynthese de I'Ach dans le

striatum dorsal

Nous avons ensuite étudié I'expression des genes nécessaires pour les fonctions
présynaptiques cholinergiques. Les ARNm CHT, ChAT et VAChT ont été analysés par RT-gqPCR
dans le striatum dorsal des souris jeunes et d'age moyen. Une différence significative entre les
groupes a été trouvée pour I'expression de ces trois genes : respectivement CHT : H=8.362,
df=3, p<0.05; ChAT : H=17.296, df=3, p<0.001; VAChT : H=13.873, df=3, p<0.01. Ces résultats
montrent un effet du génotype (CHT : W=36, p<0.01; ChAT : W=19, p<0.001; VAChT : W=17,
p<0.001) mais pas d 'effet de I'age (CHT : W=120, NS; ChAT : W=129, NS; VAChT : W=111,

NS)(Figure 38). Les souris ChAT-Cre jeunes et agées affichent une diminution de 45 a 50% du
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niveau de 'ARNm de CHT comparées aux souris WT jeunes et agées respectivement. Cette
réduction du taux d’ARNm de CHT est significative pour les souris jeunes (WT jeunes vs. ChAT-
Cre jeunes : W=38, p<0.01) mais pas pour les souris d'age moyen (WT M.A vs. ChAT-Cre M.A :
W=9, NS)(Figure 38 A). Les niveaux d'ARNm du gene de la ChAT et de la VAChT sont plus bas
chez les souris ChAT-Cre que chez les souris WT. Cette variation du génotype est identique
pour les deux transcrits (par exemple, 70% pour les souris jeunes et 73% pour les souris agées)
et est significative quelque soit I'age des souris (souris jeunes : ChT, WT vs souris ChAT-Cre :
W=0, p<0.01 ; VAChT, WT vs ChAT-Cre : W=0, p<0.01; souris d'age moyen : ChAT, WT vs ChAT-
Cre: W=4, p<0.05) (Figure 38 B) (VAChT, WT vs ChAT-Cre : W=4, p<0.05) (Figure 38 C).

Ensemble, ces résultats témoignent d'une diminution de I'expression des génes codant

les marqueurs cholinergiques CHT, ChAT et VAChT chez les souris ChAT-Cre comparées aux

WT.
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Figure 38. Analyse de I'expression des génes CHT, ChAT et VAChT dans le striatum dorsal.
Quantification de CHT-ARNm (A), ChAT-mRNAs (B) et VAChT-mRNAs (C) par RT-gPCR. Les
niveaux d’ARNm sont présentés par rapport au groupe WT jeunes. Groupes expérimentaux.
WT jeunes (n=10), ChAT-Cre jeunes (n=6), WT d'dge moyen (M.A.) (n=5), ChAT-Cre d'dge
moyen (n=7). Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications: * =
p<005 ** = p<0071, ** = p<0001, # = effet du génotype et de I'dge. Analyse par test des
rangs de Kruskal-Wallis puis test de Wilcoxon.

1.2.5.Analyse en composante principale (ACP)

Notre but était de comprendre s'il y avait un lien entre les paramétres comportementaux
et neurobiologiques dans les différents groupes de souris. Pour cela, nous avons réalisé une

analyse en composantes principales (ACP) sur les principaux parametres de chaque test
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comportemental : nombre de poursuites réalisés par la souris hote, nombre de vocalisations
ultrasoniques, durée des stops et des contacts sociaux initiés par la souris hote, le temps passé
a interagir avec un congénere, la distance parcourue, la durée d'immobilité dans le test de 3
chambres, la latence pour réagir au stimulus menacant, la proportion d'immobilisation durant
la présentation du stimulus menacant, le temps de reniflage durant I'odeur d’'amande et |'odeur
sociale et le niveau d'expression des génes ChAT, CHT et VAChT. La carte factorielle des
variables décrivant l'interaction entre ces parametres (Figure 39 A) montre que deux
composantes expliquent respectivement 29,07% et 21,06% de la variance. La description des
composantes est détaillée dans le Tableau 3. L'expression des genes VAChT, ChAT and CHT
dans le dorsal striatum, I'odeur sociale, la distance ainsi que la latence pour réagir au stimulus
menacant sont positivement corrélés a la premiere composante (PC1). Cette composante est
hétérogene et semble étre dle a l'altération mesurée chez les souris ChAT-Cre. Cette
composante permet de séparer les souris WT des ChAT-Cre. La deuxiéme dimension (PC2) est
clairement reliée a la dominance et au contact social, par exemple, au nombre d'épisodes de
poursuites réalisées par la souris hote ou au temps de contact. Cette composante représente

les déficits sociaux liés a l'age.

Fait important, cette analyse suggéere que les altérations cholinergiques dans le striatum
dorsal des animaux ChAT-Cre ne sont pas reliées au comportement social mais a I'age. PC1 et
PC2 sont analysées pour chaque groupe (Figure 40 A et B). La premiere dimension montre un
effet du groupe significatif (H=21.13, df=3, p<0.01) expliqué par un effet du génotype (W=4,
p<0.001) mais pas par un effet de I'age (W=98, p<0.05)(Figure 40 B). Les groupes ne sont pas
significativement différents pour la deuxieme dimension (H=5.23, df=3, NS). Il n'y a pas d'effet
du génotype (W=58, NS)(Figure 40 B) mais bien un effet significatif de I'age (W=98,
p<0.05)(Figure 40 B). Comme illustré sur la Figure 39 B, la répartition individuelle de chaque
animal sur les 2 dimensions peut discriminer entre les 4 groupes de souris. En outre, elle montre

la répartition au sein de chaque groupe et de chaque dimension.
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Tableau 3. Résultats significatifs de I'ACP effectuée sur les principaux paramétres

mesurés dans les expériences de comportement et d'expression génétique. La premiéere
composante inclut les marqueurs cholinergiques, les réactions olfactives, 'odeur sociale, la
distance parcourue dans le test de 3 chambres et la latence pour réagir face au stimulus
menagant dans la tache de looming. La seconde dimension inclut la durée des contacts sociaux
dans le test d'interaction sociale, le nombre de poursuites et la fréquence d'USVs. L'absence
de valeur indigue qu’'il n‘a pas de corrélation avec un score de I'ACP.

OO |Premiére composante Seconde composante

Vacht 0,87

CHAT 0,83

CHT 0,73
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o
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Figure 39. Illustration de l'analyse en composantes principales sur les paramétres

d’expression de génes et de comportements. A) Représentation vectorielle de la
contribution de chaque paramétre. Les coordonnées de chaque variable sont les coefficients
de corrélation avec les deux principales composantes (décrites en détails dans le Tableau 3).
Entre les vecteurs et entre un vecteur et un axe, il existe une corrélation significative positive
ou négative. B) Répartition individuelle pour chaque individu dans la carte des facteurs
variables. La premiére dimension, expliguant environ 30% des données, sépare les souris WT
des souris ChAT-Cre, tandis que la deuxieme composante, expliquant environ 21% des
données, sépare les jeunes souris des souris d'dge moyen.
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Figure 40. Répartition de chaque groupe de souris sur les principaux composants de
ACP. A) Répartition de chague groupe dans la principale composante 1. B) Répartition de
chaque groupe dans la seconde dimension

Résumé

L'objectif de cette étude était de caractériser le phénotype social des souris ChAT-Cre et
d'évaluer I'évolution de leur comportement social avec I'age en se focalisant sur le milieu de la
vie. Les résultats confirment tout d'abord une altération du systeme cholinergique chez les
souris ChAT-Cre. Cependant, nous montrons que cette altération cholinergique ne perturbe
pas l'interaction sociale, a I'exception d'une éventuelle augmentation du temps de décision.
Nous avons également identifié un déficit sensoriel subtil, spécifique a la détection olfactive
sociale, associé a une tendance a I'augmentation de |'anxiété. Les souris ChAT-Cre ne sont donc
pas identiques aux animaux WT. Il est donc important de prendre en compte les différences
phénotypiques décrites dans cette étude et d'effectuer des contréles adéquats afin
d'interpréter rigoureusement les résultats expérimentaux obtenus avec les souris ChAT-Cre

dans le futur.
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2. Chapitre 2 : Effet de la libération de I'Ach sur l'interaction

sociale

L'objectif de ce chapitre est d'étudier les effets de la libération et du blocage de I'Ach
préfrontale dans les interactions sociales. Pour cela, je vais d'abord valider notre méthode
d'optogénétique. Je vais ensuite étudier limpact de la modulation d'Ach sur les

comportements sociaux.

2.1 Matériel et méthode

2.1.1.Animaux et éthigue

Les souris ChAT-IRES-Cre, appelées ici souris ChAT-Cre, ont été initialement obtenues
aupres du Jackson Laboratory (B6 ; 129S6Chattm?2(Cre)Lowl/Lowl/J,
https://www.jax.org/strain/006410, RRID:IMSR_JAX:006410). Toutes les souris utilisées étaient
issues d'élevage en laboratoire. Les souris visiteuses sont des C57BL/6J originaires des
Laboratoires Charles Rivers France (L'Arbresle Cedex, France). Les souris C57BL/6J) et ChAT-Cre

utilisées durant mes expériences sont issues de I'animalerie.

Toutes les expériences ont été menées conformément a la réglementation locale en
matiére d'expérimentation animale ainsi qu'aux recommandations émises par la directive
européenne 2010/63/UE, le décret N 2013-118 du Ter février 2013 et le Comité national
francais (87/848). La référence du projet éthique était 2014-13.

Les souris sont maintenues en cage collective par 3 ou 4 (20,5 X 32,5 cm) avec de I'eau
et de la nourriture ad /ibitum et un cycle de lumiere de 12h de lumiere / 12h d'obscurité
(commengant a 8h). Les animaux sont isolés trois semaines avant les expériences
comportementales. Au début de la chirurgie, les souris sont agées de 2-8 mois. La souris isolée
avant les expériences comportementales est appelée souris hote. Ainsi, 42 souris hote sont
utilisées durant notre expérience optogénétique et 42 souris visiteuses C57BL/6J) élevées en
cage collective ont été utilisées lors de nos expériences. De plus, 21 animaux ont été utilisés en
microdialyse, animaux qui ont tous éte élevés dans les mémes conditions que nos animaux

optogénétiques. Un récapitulatif des expériences réalisées est détaillé sur la Figure 40.
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Schéma expérience d’optogénétique
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Figure 40. Schéma du plan expérimental et du nombre d'animaux utilisés dans nos

expériences

2.1.2.Les étapes de la chirurgie pour réaliser |'expérience d'optogénétique et de

microdialyse

2.1.2.1. 1ere étape : Infusion du virus

Durant mes expériences, 3 virus adéno-associés (AAV) sont utilisés (Penn Vector Core,
University of Pennsylvania School of Medicine). Le virus AAV9.EF1a.DIO.eNpHR3.0-
eYFP.WPRE.hGH (Addgene26966) permet |'expression de I'halorhodopsine (eNpHR3.0) et du
Enhanced Yellow Fluorescent Protein (EYFP), Le 2éme virus AAV9.EF].dflox. hChR2(H134R)-
mCherry.WPRE.hGH (Addgene20297) permet |'expression de la Channelrhodopsine (ChR2) et
de la protéine fluorescente mCherry. Le dernier virus ['AAV9.EF1a.DIO.eYFP.WPRE.hGH
(Addgene27056), couplé a EYFP, permet de contrOler |'effet de la lumiére seule puisque ce virus

ne contient pas d'opsine. Tous les virus sont dilués au 1/10eme et sont conservés a -80°C.

Les animaux sont anesthésiés en utilisant l'isoflurane a 4% (11/min) puis maintenus a
2% (0.51/min) durant toute la durée de la chirurgie. Apres ajout de la pommade ophtalmique,
les animaux sont ensuite placés dans un appareil stéréotaxique. Durant toute la chirurgie, une
couverture chauffante est placée sous I'animal. Une injection de tolfédine (0.02 ml de tolfédine

dans 1 ml de Nacl9%) d'0.1 ml pour 20 grammes sous-cutanée le jour méme (et parfois du
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métacalm 5 mg/ml a raison de 0.04ml/100 gramme/48h le jour d'avant et au moment de la
chirurgie). La xylocaine puis la bétadine sont mises sur la peau de la téte de I'animal avant de
sectionner au niveau du crane. Chaque animal recoit une infusion intracraniale bilatérale de 0.5
uL d'un des trois AAV utilisés (voir paragraphe ci-dessus). Le site d'injection se situe dans le
noyau basal de Meynert (NBM) par les coordonnées antéro-postérieur (Ap) =2.34 mm, médio
latéral (ML) +/- 1.3 mm et dorso-ventral (DV) -4.4 et 5 mm en relation au bregma (voir Figure
41 pour la localisation). La pipette d'injection a été abaissée sur 3 min pour atteindre DV -5
mm et restait en place pendant 3 minutes avant la perfusion. Le taux d'infusion était de
0.01ml/min. Apres l'infusion, la pipette était maintenue 10 min dans le cerveau puis retirée en
3 minutes. Une suture sur la téte de I'animal était réalisée et de la bétadine ainsi qu'une creme
cicatrisante étaient déposées sur la téte de I'animal. Puis, on réalisait une injection en sous-
cutanée de 0.5 ml d'un mélange de glucose 5% et de Nacl (chauffé a 37°C).
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Figure 41. Coupe stéréotaxique représentant la zone infusion du virus. Les points gris
représentent le site d’injection du virus.

2.1.2.2. 2éme étape : la chirurgie des fibres optiques

Trois semaines apres l'infusion du virus, I'implantation des fibres optiques est réalisée.

Les propriétés des fibres optiques sont : canules de 1.25mm, largeur 200um, diametre 0.66,
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protrusion de 6mm (Prizmatik). Les fibres optiques sont implantées en bilatéral au niveau du
cortex prélimbique avec pour coordonnées : AP= +2.34mm, ML= +/-1.06mm et DV= -2 mm
avec un angle de 20° (voir Figure 42). Ensuite, la fibre optique est fixée avec du ciment dentaire.

Puis I'animal récupere apres |'opération sous une couverture chauffante.

Apreés la chirurgie, le bien-étre de I'animal est contrdlé par une grille de scores allant de
0 a 3. Sur ces grilles, est noté le poids de I'animal, son changement de poids corporel, son
comportement ainsi que son apparence physique. Si I'animal avait un score de 1 sur I'un des
parametres précédents, jaugmentais nos fréquences d'observation. Si le score était de 2, une
injection de buprénorphine était réalisée a 0.1mg/kg en sous-cutané. Si le score était de 3,

I'animal était euthanasié.
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Figure 42. Implantation des fibres optiques

2.1.2.3. Protocole de stimulation optogénétique

Avant chaque expérience comportementale, les fibres optiques sont connectées a une
source de lumiere. Toutes les stimulations réalisées ont été effectuées a pleine puissance (nos

fibres optiques et sources lumineuses viennent de Prizmatix, nos fibres incluant deux LEDs et
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faisant 200pum et 0.66 NA). Nous travaillons a pleine puissance de la LED qui est pour la lumiére
bleue de >12 mW et pour la lumiere verte >5.5 mW. En ce qui concerne l'irradiance, nous
sommes a 380 mW/mma2 alors que pour la lumiéere verte nous sommes a 1770 mW/mm2. Cette
étape est réalisée avec de isoflurane 4% (11/min) puis maintenue a 2% (0.51/min). Apres cette
étape, 15 minutes ont été laissées a I'animal pour qu'il se remette de son opération. Les fibres
optiques sont connectées a un connecteur tournant permettant de lier la fibre optique et le

dispositif de stimulation.
Deux patterns de stimulation sont utilisés (voir Figure 43) :

- Pour la lumiére bleue : 16 trains de stimulations de 10 secondes vont étre réalisée. Suivi
de 20 secondes sans stimulation. Chaque train de stimulation va étre composé de 10

ms de stimulation avec 40 ms sans stimulation répété 200 fois.

- Pour la lumiere verte : 24 stimulations (= 1 train) de 8000 ms de stimulation suivi de
2000 ms sans stimulation sont réalisées. Durant I'expérience 1 train de stimulation est
réalisé.

CHR2 Halo

[ 10sec 20 sec

. ""m[ Jox1e 8 sec 2 sec
] W x 200

. 10 ms 40 ms
— —

Figure 43: les patterns de stimulation utilisés en optogénétique

2.1.24.  Implantation des sondes de microdialyse et de la fibre optique

L'infusion du virus se déroule de la méme facon que pour l'optogénétique. Trois
semaines apres l'infusion, la fibre optique et les guides canules de microdialyse sont implantés.
Les coordonnées de la fibre optique sont : AP= +2.34mm, ML= +0.3 mm, DV= 1.8 mm. Les
guides canules des sondes de microdialyse droite et gauche sont implantées selon un angle
de 20° suivant les coordonnées suivantes : AP= +2.34mm, ML= +0.3 mm, DV= 1.8 mm. Les

sondes de microdialyse et la fibre optique sont fixées avec du ciment dentaire. Puis, I'animal
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récupére apres l'opération sous une couverture chauffante. Sur le c6té gauche du cortex
préfrontal de I'animal on aura uniquement une sonde de microdialyse, ce qui servira de
contréle. Au niveau du c6té droit du cerveau, on aura une fibre optique et une sonde de

microdialyse, ce qui sera le coté stimulé grace a la fibre optique (voir Figure 44).

Apreés la chirurgie, le bien-étre de I'animal est contrdlé par une grille de scores allant de
0 a 3. Sur ces grilles, on notait le poids de I'animal, son changement de poids corporel, son
comportement ainsi que son apparence physique. Si I'animal avait un score de 1 sur I'un des
parametres précédents, j'augmentais nos fréquences d'observations. Si le score était de 2, une
injection de buprénorphine était réalisée a 0.1mg/kg en sous-cutané. Si le score était de 3,

I'animal était euthanasié.

FIGURE 11

-

»
Interaural 6.14 mm Bregma 2 M mm

Figure 44. Représentation de l'implantation des sondes de microdialyse. Sur le cortex
préfrontal gauche, nous avons uniqguement une fibre optique alors que sur le cortex préfrontal
droit nous avons une sonde de microdialyse et une fibre optique.

2.1.3.Validation de |'expression d'opsine par méthode immunohistochimique

Perfusion

Apres les expériences comportementales, les souris sont perfusées avec une injection
intrapéritonéale de dolethal (0.1 ml pour 10 g de souris) diluée dans du NaCL (2 ml de dolethal
dans 3 ml de NaCL 0.9%). Une perfusion intracardiaque de 15-20 ml de NaCl 0.9%
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supplémentée de 0.2% d’'héparine. Puis, 100 ml de paraformaldéhyde (PFA) a 4% sont ajoutés
avant de prélever les cerveaux. Ensuite, les cerveaux sont collectés et fixés dans du PFA toute
la nuit avant d'étre transférés dans trois bains de tampon phosphate (PBS) 0.1M de sucrose

20% séparés de 24h.

Congélation du cerveau

Le cerveau est déposé 2 min dans du 2-méthylbutane, refroidi a I'azote liquide

approximativement a -50°C. Les cerveaux sont ensuite congelés a -20°C.

Coupe de cerveau au cryostat

Apres congélation, des coupes coronales de 14 pm sont réalisées grace a un cryostat a
-20°C (HM550 microm-microtech-France). Les coupes conservées sont comprises entre +3,20

mm de bregma et -4,04 mm de bregma.

Immunologie anti ChAT dans le nhoyau basal de meynert (NBM)

Apres réhydratation dans du PBS 0.1M, les coupes sont délimitées avec le super crayon
PAP PEN (F/1701-SF — UGAP 2545924, MMFRANCE), puis apres lavage, les coupes sont
incubées 30 minutes dans du PBS 0.1M supplémenté de triton 0.5%. Apres trois lavages de 5
min dans du PBS 0.1M, les coupes sont incubées 20 min dans une solution empéchant
I'autofluorescence (NH4CI a 50mM/PBS 1X). Apres trois lavages de 5 min dans le PBS 0.1M, les
coupes sont incubées dans une solution de blocage (BSA1%, triton 0.1%, NDS 5% et PBS)
durant 1Th30 a température ambiante. L'anticorps primaire de chévre polyclonale anti-choline
aceétyltransférase (AB144P, Merck Millipore) est ajouté dans la solution de blocage et incubé
toute la nuit a 4°C. Pour les ChR2, I'anticorps primaire utilisé est un anticorps anti-chevre de
singe dylight 480 nm (A50-101D2, BERTHYL) dilué aux 1/400. Pour I'halorhodopsine et le virus
controle, I'anticorps secondaire utilisé est un anticorps de singe anti-chevre alexa 450 nm dilué
aux 1/400 (A21432, invitrogen). L'anticorps secondaire est ajouté a la solution BSA 4%, NDS
5% et PBS 0,1M et est incubé dans le noir durant 2 heures a température ambiante. Deux bains
de 10 min de PBS 0.1M et 1 bain de 10 min PB 0.1M sont réalisés avant d'ajouter un

fluoromount.

Réalisation d'une immunologie anti protéine fluorescente dans le cortex prélimbigue et le NBM
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Aprées réhydratation dans du PBS 0.1M, on effectue un démasquage avec dako en
chauffant une solution dako (S1700, Agilent DAKO) 15 min au bain-marie a 95°C. Puis on place
la lame dans le bain d'eau et on chauffe 20 min a 95°C. Apres, on retire et laisse refroidir 20
min. La lame a été délimitée avec le super crayon PAP PEN (F/1701-SF — UGAP 2545924,
MMFRANCE). Puis, aprés le lavage, les coupes sont incubées 30 minutes dans du PBS 0.1M
supplémenté en triton 0.5%. Apreés trois lavages de 5 min dans du PBS 0.1M, la lame est incubée
20 min dans une solution anti-autofluorescence (NH4Cl a 50mM/PBS 1X). Apres trois lavages
de 5 min dans du PBS 0.1M, la lame a été incubée dans une solution de blocage (BSA1%, triton
0.1%, NDS 5% et PBS) pendant 1h30 a température ambiante. Les ChR2 étaient couplés a une
protéine fluorescente M-Cherry alors que les Halorhodopsines et les groupes qui contiennent
un virus sans opsine sont couplés a la protéine fluorescente EYFP. Pour le ChR2, I'anticorps
primaire était un anticorps de lapin mCherry (GTX128508, geneTex) dilué aux 1/100°™. Pour
les Halorhodopsine et les virus controle sont coupllé avec la protéine fluoresente EYFP.
L'anticorps était un anticorps Green Fluorescent Protein (GFP) de lapin (GTX113617, gene tex)
dilué au 1/100°™, puis ajouté a la solution de blocage et incubé toute la nuit & 4°C. Pour le
ChR2, I'anticorps secondaire utilisé était un anticorps de singe dirigé contre le lapin dylight 550
(A120-108D3, BERTHYL) dilué au 1/400. Pour I'halorhodopsine et les virus controles, I'anticorps
secondaire utilisé est I'anticorps de singe anti-lapin dylight 550 dilué aux 1/400 (A120-108D3,
BERTHYL). L'anticorps secondaire est ajouté dans une solution de BSA 4%, NDS 5% et PBS 0,1M
puis incubé dans le noir durant 2h a température ambiante. Deux bains de 10 minutes de PBS

0.1M et 1 bain de 10 min de PBS 0.1M sont réalisés avant d'ajouter un fluoromount.

2.1.4 Validation de |'effet de la stimulation optogénétique

2.1.4.1. Protocole expérimental du c-Fos

Apres ces différentes étapes de chirurgie, nous avons voulu vérifier si la stimulation
optogénétique modulait bien la quantité d’Ach. Pour réaliser ceci, un test de c-Fos a été réalisé.
Le c-Fos est une protéine que I'on mesure et qui montre que de la transcription a été
déclenchée par une activité de la cellule environ 1Th30 avant. Ainsi, la présence de la protéine
c-Fos indique une activité cellulaire d'une heure et demie avant. Nous avons donc décidé de
stimuler uniquement le cortex prélimbique droit par optogénétique dans la cage de vie de

I'animal, le cortex prélimbique gauche servant de contréle. La stimulation durait 8 minutes et
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se déroulait dans la cage de vie de I'animal. Des animaux optogénétiques non stimulés servent
de contréle. Je regarde I'expression du c-Fos dans le Prl. De plus, je regarde aussi |'expression
de ce gene au niveau du bulbe olfactif. L'expression au niveau du bulbe olfactif permettra de
controler la spécificité de la stimulation ainsi que de Vérifier si la stimulation active des
projections controlatérales. De plus, stimuler un seul c6té uniquement permettra d'avoir un
cOté qui servira de controle au sein du méme animal. Le Prl gauche permet également de

vérifier si I'activation optogénétique provoque une activité des projections ipsilatérales.
2.1.4.1.1. Protocole

Apres réhydratation dans du PBS 0.1M, les lames sont délimitées avec le super crayon
PAP PEN (F/1701-SF - UGAP 2545924, MMFRANCE). Puis aprés le lavage, les coupes sont
incubées 30 minutes dans du PBS 0.1M supplémenté en triton 0.5%. Apres trois lavages de 5
min dans du PBS 0.1M, la lame est incubée 20 min dans une solution H202 a 3% diluée dans
du PBS 0.1M. Apres trois lavages de 5 min dans du PBS 0.1M, la lame a été incubée dans une
solution de blocage (BSA1%, triton 0.1%, NDS 5% et PBS-Triton 0.1%) pendant 1h a
température ambiante. Puis, I'anticorps primaire polyclonal de lapin anti c-Fos (proteintech)
dilué au 1/500 est au final ajouté a la solution de blocage. Puis I'anticorps est incubé 48h a 4°C.
Les coupes vont étre ensuite rincées par trois lavages au Phosphate Buffer Saline Triton (PBST)
0.1% avant de re-délimiter les coupes au super crayon PAP PEN (F/1701-SF — UGAP 2545924,
MMFRANCE). Puis, I'anticorps secondaire chevre anti-lapin biotinylé est dilué au 1/200 dans
une solution de BSA 1%, NGS 5%, PBS 0.1M et laissé incuber durant 2h a température ambiante.
3 bains de 10 min de PBS sont ensuite réalisés sous agitation. Puis nous prenions le KIT ABC et
mélangions 1/100 de solution A + 1/100 de la solution B diluée dans du PBS. Nous attendions
20 minutes pour que l'avidine et la biotine se mélangent bien, puis nous mettions ces solutions
sur les différentes lames et attendions 1h30 a température ambiante sous agitation. Nous
effectuions 3 ringages de 3* 5 min, puis ré-incubions les lames dans du DAB 0.06% pendant 5
min. Ensuite, on relevait au DAB dans une solution de DAB 0.06%, NiCL2 0.03%, H202 0.6%.
Des que I'on jugeait que le seuil de coloration était atteint, nous arrétions la réaction par I'ajout
d'H20 sur la lame. Les coupes sont déshydratées pendant 2 min dans différents bains,
succinctement : d'alcool 70°, 90°, 100°, 100° Xylene et Xylene avant d'étre montées entre lame

et lamelle par du Eukitt.
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2.1.4.1.2. Analyse

Les noyaux c-Fos positifs ont été comptés avec le logiciel ICY
(http://icy.bioimageanalysis.org/) apres l'acquisition des images avec une caméra digitale
(Nikon DXM 1200) sur un microscope Olympus BX600 couplé au logiciel (Mercator Pro : explora
Nova, La Rochelle France). Les coupes ont été analysées a l'objectif 10X. Chaque région
d'intérét (ROI) a été délimitée pour chaque structure a I'aide de I'atlas de souris (Paxinos &
Franklin, 2004). Le logiciel ICY compte directement le nombre de neurones marqués dans les
ROIs. La densité de cellules par millimetre carré a été calculée ensuite. La structure d'intérét
était le Prl droit et gauche ainsi que le bulbe olfactif droit et gauche (voir Figure 45). Le bulbe
olfactif va nous permettre de voir la spécificité de la stimulation. Normalement cette structure
ne devrait pas étre impactée par le changement de c-Fos étant donné que nous stimulions

uniquement le cortex prélimbique.
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Figure 45. Méthode de mesure du c-Fos. Seule la fibre optique droite sera stimulée. Les
carrés représentent la zone ou l'on regarde l'expression du c-Fos dans le Prl. Les ronds
représentent la zone ou l'on regarde l'expression du c-Fos dans le bulbe olfactif.
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2.1.4.2.  Validation de I'effet de la stimulation optogénétique
2.1.4.2.1. La microdialyse

La microdialyse permet de vérifier la modulation cholinergique suite a la stimulation
optogénétique. Le principe de cette technique repose sur le principe de diffusion (voir Figure
46). On implante proche de la région cérébrale d'intérét une sonde de microdialyse (Chang et
al., 2006; Darvesh et al,, 2011; Defaix et al., 2018; Gardier, 2013; Shannon et al., 2013; Tritschler
et al,, 2017; Ungerstedt, 1991) dans laquelle on introduit du liquide céphalorachidien artificiel
et, par principe de diffusion, on pourra récolter I'éluat cellulaire. Dans le cadre de mes
expériences, je vais implanter deux sondes de microdialyse (une de chaque c6té du cerveau)
proche du cortex prélimbique (voir Figure 47). Au niveau du cortex préfrontal droit, une fibre
optique est introduite en plus de la sonde de microdialyse. Ce c6té sera le cOté test la ou I'autre
cOté servira de controle.

A

[ Dilysate sample

| with eluat

—

Perfusion with artificial CSF
(flow rate 1.5 pyL/min)

At the tip of the probe:

: a 1 mm long membrane
Concentric

microdialysis probe

Figure 46. Principe de la microdialyse. Une sonde de microdialyse est implantée dans le
cerveau et du liquide céphalorachidien artificiel passe a travers la membrane. Au niveau de la
membrane de microdialyse, par principe de diffusion, on récolte les différentes molécules du
cerveau. Puis ces tubes seront récoltés dans un tube et ['échantillon sera dosé afin de
déterminer la quantité du neurotransmetteur (Ntr) d'intérét (D 'apres Gardier, 2013).
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2.14.2.2. Protocole de microdialyse

Les sondes de microdialyse étaient préparées manuellement. Le premier jour, la
membrane de microdialyse est ajoutée au niveau de la sonde de microdialyse. On réalise une
vérification du liquide, s'il passait bien a travers la sonde de microdialyse et s'il n'y avait pas de
fuite. Puis les sondes de microdialyse sont introduites dans des portes canules de I'animal sous
anesthésie. Dans la sonde de microdialyse, de I'eau distillée est ajoutée. L'animal est posé dans
I'arene et laissé une nuit afin de s’habituer a son environnement. Cette habituation permet
aussi a la sonde de microdialyse nouvellement introduite de s'équilibrer avec le milieu
intracellulaire. Le deuxieme jour, les protocoles seront différents pour « les groupes » ChR2,

Halo et controle.
Pour les Channelrhodopsines

On prépare du LCR artificiel (PH 6.8) contenant 126.5 mM de NaCl, 27.5 mM de
NaHCO3, 2.4 mM de KCL, 0.5 mM de Na2S0O4, 0.5 mM de KH2PO4, 1.2 mM de CaCl2, 0.8 mM
de MgCI2 et 5.0 mM de dextrose. La néostigmine est ensuite ajoutée a 0.1uM. La néostigmine
est un anti-acétylcholinestérase (AChE) qui permet de supprimer la dégradation d'Ach et ainsi
d'augmenter sa quantité. L'animal est mis sous isoflurane 4% (11/min) puis maintenus 2%
(0.51/min) nous branchions les sondes de microdialyses et la fibre optique (Figure 47 A et B)
et nous regardions s'il n'y avait pas de probleme de fuite. Une fois tous les branchements
opérationnels, I'animal est laissé au repos durant 45 min, puis ensuite on réalise un recueil d'1h
avec un débit de 1 pL/min. Ce premier recueil sera notre controle. Par la suite, un autre recueil
est réalisé avec le méme débit et la méme concentration de néostigmine pendant 1h mais cette
fois-ci avec une stimulation en lumiere bleue (le protocole de stimulation est le méme que
celui utilisé en optogénétique a I'exception qu'il dure 1h). Ce point s'appellera point de
stimulation. Nous utilisons 1h de recueil car en dessous la quantité d'Ach serait trop faible pour
étre quantifiée. C'est pour cette raison que la durée de stimulation n’est pas la méme que le
comportement. Enfin, un dernier recueil est réalisé. Pour ce faire, un stress de contention est
réalisé et je récupere |'échantillon durant 10 minutes a un débit de 2 pL/min avec une
concentration de néostigmine de 0.1uM. Le stress de contention permet d'obtenir une
libération massive d'Ach. Une absence d'Ach aprés dosage lors de cette étape rendait les

données non exploitables. Un schéma du protocole de microdialyse et de la stimulation est
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détaillé Figure 47 D. L'animal est ensuite remis dans sa cage de vie. Une fois tous les
échantillons recueillis, les échantillons sont envoyés a nos collaborateurs (J.M launay, Hopital

Lariboisiere, Inserm U942).
Pour les Halorhodopsines

Le principe est le méme que pour la ChR2 sauf que cette fois ci, nous réalisons deux
recueils d'avant notre stimulation optogénétique. Ainsi que 1 recueil apres la stimulation. De
plus, la quantité de néostigmine sera pour ce groupe a 10uM. Le protocole est expliqué Figure

47 E.
Pour les controles

Le principe est le méme que pour la ChR2 sauf que nous réalisons un recueil sans
stimulation d'1h, ensuite nous réalisons un autre recueil en lumiére verte puis aprés 45 minutes
de repos nous réalisons un dernier recueil sans stimulation puis un recueil avec la lumiére verte.
La stimulation a été contrebalancé durant la stimulation. Pour la stimulation en lumiére bleue,
la quantité de néostigmine était de 0.1uM, alors que lorsque I'on récoltait en lumiere verte, la
quantité de néostigmine était de 0.1uM afin de correspondre a la quantité utilisée pour nos

opsines.

138



Emplacement fibre optique Souris avec sonde Pattern de stimulation

A

et sonde de microdialyse de microdialyse optogénétique
PFC gauche | PFC droit i Hala
Avec fibre optique . N
f ﬁ kL o1 ¢ Boer 3 gag
[ ) 043
& L : L | I J
=y J %200
D Protocole ChR2
Baseling Point stress
1 recueil da 1H 1 recuel de 10 min|
ReposdSmin | ! pepit: 1ul/min > Diébit 2 i fmin
Néo-: 0, 1uM Néo : 0,1uM
E Protocole Halo
Baseline Stim Aprés stim Paint stress
- 2 recueil de 1H 1 recueil de 1H 1 recueil de 1H 1 recueil de 10 min
Repos 45 min Déhit : 1L/min Déhit :1 uL/min Débit:1 ul/min  |Débit :2 ul/min
Néo : 10 M Néo : 10 M Néo :10 pM Néo : 10 g
F Protocole Contréle
Baseline verte Stim vert Baseline bleu Point Stress
Repos || 1recueil de 1H 1recueil de 1H | RePOs || 1 recueil de 1H 1 recugil de 10 min|
45min | Débit: 1ulfmin  Débit:1 pL/min 1H Débit : 1ul/min Débit :2 L /min
Néo : 10 uM Néo : 10 uM Néo: 0,1uM Néo: 0,1pM
Ou
Baseline bleu Baseline verte Stim vert Point Stress
Repos || 1 recueilde IH Repos | 1recueilde1d  Lrecueildedd | [L recueil de 10 min
45min || Débit : 1ul/min IH Débit: 1pL/min ~ Debit:1 pl/min  |Débit :2 yl/min
Néo : 0,1uM Néo: 10 uM Néo: 10 uM Néo : 0,1uM

Figure 47. Protocole de microdialyse A) Schéma représentant la position des sondes de
microdialyse et de la fibre optique sur une coupe stéréotaxique de cerveau. B) Souris avec les
sondes de microdialyse et la fibre optique. C) Protocole de stimulation pour la lumiéere bleue
ou la lumiére verte. D) Protocole de microdialyse ChRZ2. E) Protocole de stimulation Halo. F)
Protocole de stimulation contréle.
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2.1.5.Expérience comportementale

2.15.1. Test d'interaction sociale

Le test d'interaction sociale (IS) est précisément décrit en détails dans les références
suivantes (de Chaumont et al,, 2012; Nosjean et al., 2015) et I'expérience est résumée Figure
33 A. Lejour de I'expérience, la souris est anesthésiée en utilisant I'isoflurane 4% (11/min) puis
maintenue a 2% (0.5/min) le temps de brancher les fibres optiques. Ensuite, I'animal est laissé
afin de se reposer 15 min aprés la chirurgie. La souris isolée « souris hote » est placée dans une
cage transparente en Plexiglas (50 cm longueur*25 cm de large*30 cm de hauteur) contenant
de la litiére propre, dans une piéce silencieuse non familiere pour 30 minutes d’'habituation. La
lumiére de la piece est de 100 lux. Aprés I'habituation, un autre animal « souris visiteuse », de
méme age et de méme sexe, est introduit dans la cage. La souris visiteuse est une souris WT
qui a vécu dans une cage collective. La souris hote et la souris visiteuse ne se sont jamais

rencontrées avant.

L'interaction sociale est enregistrée durant 8 min grace a une caméra numérique
(webcam) connectée a un ordinateur. La stimulation optogénétique se déroule durant tout le
test selon le protocole de stimulation montré en Figure 47 C. L'interaction sociale est analysée
avec le logiciel Mice Profiler (de Chaumont et al., 2012). Toutefois, les redressements
(indicateurs d'exploration), les comportements de dominance et d'agressivité sont quantifiés
manuellement car ces comportements ne sont pas pris en charge par le logiciel Mice Profiler.

Tous les résultats statistiques sont récapitulés dans les Tableaux 6-11.

Analyse du comportement social

Le logiciel Mice Profiler a été développé par le laboratoire en collaboration avec Fabrice
de Chaumont de IlInstitut Pasteur (de Chaumont et al., 2012). C'est un logiciel semi-
automatique qui permet d'analyser tout le répertoire comportemental de la souris. Le Tableau
4 résume |I'ensemble des comportements enregistrés par ce logiciel. Apres sélection de I'animal
hote ou de I'animal visiteur, le logiciel traque I'animal par une analyse de la téte et du corps.
Apres tracking de I'animal, il est possible d'analyser I'ensemble du comportement social avec
le temps et la durée de chaque comportement. La détection automatique réalisée par le logiciel

n'est pas optimale (confusion entre les deux animauy, inversion de la téte et de la queue...), ce
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qui requiert des temps d'analyse assez longs pour corriger les erreurs manuellement. Mise a

part les comportements mis dans le Tableau 4, d'autres comportements ont été analysés :

- Les comportements agressifs : attaques, morsures, combats,

- Les « paw control » : la patte ou une partie du corps de I'animal est au-dessus de l'autre
animal, comportement qui est un marqueur de la dominance,

- Les redressements : marqueur de I'exploration,

- Lavitesse et la distance parcourue dans le test d'interaction sociale sont également

enregistrées.
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Tableau 4. Comportements enregistrés avec Mice Profiler. Les ronds noirs correspondent a

la souris hote, les ronds blancs a la souris visiteuse (de Chaumont et al,, 2012).

o0 Contact : La distance minimal doit &tre inférieur a 1cm
® Contact : La distance doit étre inférieur a 3 cm

Contact oral héte-génital visiteuse
Contact oral visiteur génital hote

L 8%

fes, J

‘Q]. Contact oral-oral
=%

L&

Contact sur le flanc de I'animal de sens opposée
Contact sur le flanc de I'animal dans le méme sens

Succession évenement approche avec contact suivie echapement

eoe)e Approche de I'hGte suivie d’'un contact suivie de I'échappement de I’'hote
otoste Approche du visiteur suivie d’un contact suivie de I'échappement de I'hdte
m Approche de I'h6te suivie d’un contact suivie de I'échappement du visiteur
oie. Jie Approche de la visiteuse suivie d’un contact suivie de I'’échappement du
visiteuse

I & Py 2 1 E I e OO o

Approche de I’'h6te suivie d’'un contact
of*oe Approche du visiteur suivie d’un contact
Echappement aprés un contact

by

olhe Echappement du visiteur aprés un contact
coTe Echappement de I’héte apres un contact
>0 Approche de I’héte sans contact
o g J Approche du visiteur sans contact

Echappement sans contact

o] .2 Echappement de I’hdte sans contact
L Jo 4 Echappement du visiteur sans contact
Hote voie Visiteuse La souris hote peut voir la souris visiteuse
Visiteuse voie Hote La souris visiteuse peut voir la souris Hote
wer La souris hote se trouve derriére la souris visiteuse
oL & La souris visiteuse se trouve derriere la souris Hote

Dominance

“ La souris HOte poursuit la souris visiteuse

Comportement de stop
M) Stop de I'héte
O

Stop du visiteur

2.152. Le test de 3 chambres

L'arene du 3 chambres est une boite rectangulaire en plexiglass de 64 X 42 cm divisée
en trois compartiments de surface égale. Sur les deux coins opposeés, 2 pots en plexiglas
(diametre 9.2cm hauteur 10.2 cm) comportant 30 trous de 1 cm, sont disposés. Durant
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I'expérience, la lumiere était de 100 lux. Le jour de I'expérience, la souris est anesthésiée par
isoflurane a 4% (1 I/min) puis maintenue a 2% (0.5I/min) le temps de brancher les fibres
optiques sur la téte de I'animal. Ensuite I'animal est laissé afin de se reposer 15 min, a la suite
de quoi il est placé au centre de I'arene et peut explorer librement son environnement pendant
15 minutes. Apres cette période d’habituation, I'animal est confiné au centre de |'arene pendant
gu’un autre animal (souris visiteuse) est placé sous un des pots en plexiglass. La souris visiteuse
n'est pas contrainte mais ne peut pas bouger librement et seulement réaliser des contacts nez
a nez avec la souris hote. Le visiteur est du méme age et méme sexe et demeure inconnu a la
souris visiteuse. L'expérience dure 8 min. La stimulation optogénétique se déroule durant tout
le test selon le protocole de stimulation détaillé en Figure 31. La chambre qui contient la souris
visiteuse est appelée chambre sociale en comparaison avec le coin opposé contenant le pot
vide, appelé chambre non sociale. La chambre neutre est elle entre la chambre sociale et la
chambre non sociale. La localisation de la souris visiteuse est contrebalancée entre chaque
expérience. Le comportement de la souris hote est enregistré grace a une webcam connectée
au logiciel ANY-Maze. Le comportement est analysé et enregistré aprés |'expérience,
comprenant : la distance globale, le temps passé dans chaque chambre, la distance parcourue

et le temps d'immobilité dans chaque chambre.
2.1.5.3. Enregistrement des USV

Les USVs sont enregistrées durant les 8 minutes de linteraction sociale. Les
vocalisations sont un marqueur émotionnel chez l'animal (Chabout et al, 2012). Un
microphone ultrasonore a condensateur Polaroid/CMPA a été placé au-dessus de la chambre
expérimentale, suffisamment haut pour que I'angle de réception du microphone couvre toute
la zone expérimentale. Le microphone est relié a une interface d’enregistrement ultrasonore
Ultrasound Gate 416H, qui était branché sur un ordinateur équipé du logiciel d’enregistrement
Avisoft Recorder USG (fréquence d'échantillonnage : 250 kHz, longueur FFT : 1024 points, 16
bits). Tous les matériels et logiciels d’enregistrement ont été achetés par Avisoft Bioacoustics
H (Berlin, Allemagne). Les USVs ont été analysées apres manipulation avec le logiciel SASLab
Pro (Avisoft Bioacoustic H, Berlin, Allemagne). Lors de l'analyse, des spectrogrammes ont été
généré pour chaque appel détecté (fréquence d'échantillonnage : 250 kHz, longueur de la FFT

: 1024 points, 16 bits, fenétre Blackman, chevauchement 87,5 %, résolution temporelle : 0,512
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ms, résolution en fréquence : 244 Hz). Les USVs ont ensuite été classées selon 11 catégories
distinctes basées sur leur durée et leur modulation de la fréquence pendant toute la tache
d'interaction sociale : S : court, F : plat, OFJ : saut de fréquence simple, MFJ : sauts de fréquence
multiples, U : USV en forme de U, C : chevron, M : modulé, W : composite, H : ascendant, D :
descendant et UND : non défini (Chabout et al., 2012). Pour I'étude du répertoire, nous avons
considéré uniqguement les animaux de chaque groupe émettant des vocalisations. Les animaux

qui n'émettaient pas de cris ont été exclus de I'analyse.

2.1.6.Analyse statistique

Nous avons 3 virus différents : la Channelrhodopsine, I'Halorhodopsine et un virus contrdle
qui ne contient pas d'opsine. Afin de s'affranchir de I'effet du virus, nous avons décidé de
réaliser toutes nos analyses en % de contrdle. Pour le ChR2, nous avons des animaux contenant
le virus ChR2 stimulé en lumiére bleue et d'autres animaux indépendants contenant le virus
ChR2 non stimulé. Pour les Halo, nous avons un groupe d'animaux Halo stimulé en lumiére
verte et un autre groupe d'animaux indépendants Halo non stimulés. En ce qui concerne le
virus controle (animaux qui contiennent un virus sans opsine) nous avons un groupe d'animaux
stimulé en lumiere bleue, un autre groupe indépendant stimulé en lumiere verte et un autre
groupe indépendant non stimulé (voir Figure 48). L'effet de la lumiére (bleue ou verte) est
observé en pourcentage de contrdle (par rapport a un virus ne contenant pas d'opsine qui
n'est pas stimulé). Ensuite, I'effet de I'augmentation de la libération d'acétylcholine est observé
sur le comportement en fonction du pourcentage de contréle (ChR2 non stimulé). Puis, enfin
I'effet de I'inhibition de la libération de I'acétylcholine est observé sur le comportement en

fonction du pourcentage de contréle (Halo non stimulé).

La premiere étape de I'analyse est de comparer I'effet de la lumiére. Si nous n'avons pas
d'effet de la lumiere, je peux analyser |'effet de la modulation de |'acétylcholine. Au contraire,
si la lumiere a un effet sur le comportement et que le méme effet est observé pour la
modulation de la libération de I'Ach, deux possibilités existent. Si I'effet est dans la méme
direction, l'interprétation serait tres difficile. Si I'effet est dans la direction opposée, la
modulation de I'Ach serait plus importante que I'effet de la lumiere et les résultats pourraient

étre interprétés. La Figure 48 explique la stratégie utilisée pour analyser le jeu de données.
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Dans le test d'interaction sociale, tous les résultats statistiques ont été décrits dans les
Tableaux 6-11. Toutes les analyses non paramétriques sont réalisées en utilisant le logiciel R
(version 3.5.0 la fondation R pour le calcul statistique avec Remdr-package) dans le cadre des
données comportementales qui ne suivaient pas une distribution normale. Le test du Chi-
squared de Kruskal-Wallis a été utilisé pour comparer tous les groupes (noté « H » dans la
section des Résultats) et le test de la somme des rangs de Wilcoxon (noté « W » dans la session

des Résultats) pour comparer deux groupes indépendants. Le seuil de significativité statistique

a été fixé a p<0,05.

Groupe indépendent

Virus Stimulation Groupe
Pas d'ospine-EYFP \ Lumiére bleue n=5 ‘ Effet non spécifique de la lumiére bleue en fonction % de controle
Pas d'ospine-EYFP \ Lumigre verte n=5 ‘ Effet non spécifique de la lumiére vert en fonction % de controle
¢ Controle non stim
Pas d'ospine-EYFP (100%) n=3
ChR2 \ Chr2 stim n=7 - Effect augmentation Ach par I Ach
t au % de control
ChR2 ¢ Controle non stim rapport au 7 de controte
(100%) n=6 Comparaison des effets
eNpHR3 \ eNpHR3 stim n=7 ‘ Effet de diminution ach par @ Ach
) rapport au % de controle
eNpHR3 ¢ Controle no stim

(100%) n=6

Figure 48. Stratégie utilisée pour analyser nos données. Chaque groupe de souris est
indépendant. Nous avons trois virus différents (un virus qui ne contient pas d’opsine, un autre
virus qui contient la ChRZ2 et le dernier virus qui contient I'Halorhodopsine). Les souris ayant
les virus peuvent étre stimulées par la lumiéere bleue, la lumiére verte ou sans lumiére. 7 groupes
différents existent. Je veux voir si la lumiére a un effet sur le comportement. Pour réaliser ceci,
nous normalisons le groupe lumiére bleue ou lumiére verte en fonction du pourcentage de
contréle, c'est-a-dire, par rapport au virus ne contenant pas d‘opsine qui n'est pas stimulé.
Nous normalisons ensuite I'effet de la ChRZ2 stimulée par rapport a la ChR2 non stimulée, puis
celui du eNpHR3 stimulé par rapport aux groupes non stimulés.
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2.2.Résultat

2.2.1.Validation de la méthodologie optogénétique

2.2.1.1.  Vérification de I'expression et diffusion du virus et localisation des

emplacements des fibres optiques

Le virus exprimant la ChR2 est couplé a la mCherry, a I'Halo est a I'EYFP alors que le
virus contrOle ne contenant pas d'opsine contient de I'EYFP. Le mCherry est une protéine
fluorescente qui, une fois excité, émet une fluorescence dans le rouge. L'EYFP est un dérivé de
la GFP et émet une fluoresente dans le vert. Normalement, grace au systeme Cre-Lox, la Cre
recombinases est exprimés au sein des neurones cholinergiques et ceci jusqu’aux terminaisons
cholinergiques. Le but de cette expérience est de vérifier que nos virus soient bien exprimés au
sein des neurones cholinergiques. Je veux d'abord vérifier I'expression du virus au niveau du
site d'injection. Pour cela, une immunohistochimie avec un anticorps est réalisée, dirigée contre
la ChAT (anti-ChAT). La ChAT est une protéine que I'on peut détecter au niveau du soma des
neurones cholinergiques. Pour le ChR2, le mCherry émet de la fluoresente dans le rouge et
I'anticorps secondaire permet de voir la ChAT en vert. En revanche, pour I’'halorhodopsine ou
le virus controle, 'EYFP emet de la fluorescente dans le vert et I'anticorps secondaire est
fluoresce en rouge permettant ainsi de visualiser la ChAT. La Figure 49 C montre un exemple
de co-localisation des neurones exprimant la ChAT et du virus ChR2 dans le NBM. Le Tableau
5 résume les principales caractéristiques des virus et anticorps utilisés pour visualiser

I'expression du virus.
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Tableau 5. Résumé des principales caractéristiques permettant de visualiser le virus

Visualisation
Protéine Visualisation ChAT dans
fluorescente ChAT dans NBM terminaison
cholinergique

Type virus Type opsine

. M-Cherry
Virus adéno- Bleu ou pas de .
., ChR2 . p. s'exprime en Vert Rouge
associé stimulation
rouge
i 4 EYFP
Virus adéno- Vert ou pas de , .
g Halo . . s'exprime en Rouge Rouge
associe stimulation
vert
. . Bleu ou vert ou EYFP
Virus adéno- , , .
g No opsine pas de s'exprime en Rouge Rouge
associé . .
stimulation vert

Dans le but de vérifier si le virus s'exprimait bien au niveau des terminaisons
cholinergiques du Prl. J'ai décidé de visualiser la co-expression de la ChAT et du virus (comme
pour le NBM). Mais je n'ai pas réussi a visualiser I'expression de la ChAT et ni méme I'expression
de mCherry et d'EYFP. Cela peut probablement s’expliquer par le fait qu'au niveau des
terminaisons cholinergiques, il y ait trop peu de ChAT. Par conséquent, je n'arrive pas a la
détecter dans mes expériences. J'ai alors décidé d'amplifier les protéines fluorescentes. Je peux
proposer que la présence des protéines mCherry et EYFP indiquerait la présence de ces
molécules au sein des terminaisons cholinergiques. Tout d'abord, grace au systeme Cre-Lox,
seuls les neurones exprimant la Cre recombinase devraient avoir intégré le virus et exprimer
I'EYFP et le mCherry. De plus, si la diffusion du virus est observée au niveau de notre site
d'injection (NBM), je peux voir que le virus reste globalement localisé au niveau du NBM (voir
Figure 50). Donc pour la ChR2 j'utilise un anti mCherry, alors que pour |I'Halorhodopsine et le
contréle j'ai utilisé un anti-GFP. La Figure 49 B montre un exemple de |'expression du virus
dans le cortex prélimbique. Par conséquent, la ChR2 est bien exprimé dans les neurones

cholinergiques et et jusqu'au niveau de leur terminaisons. 2 souris ChR2 et 1 souris Halo ont
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été exclues des futures analyses car je n'étais pas parvenu, pour elles, a voir I'expression de la

fluorescence ou la colocalisation de la protéine ChAT et de la protéine fluorescente.

La Figure 50 A montre la répartition de I'expression des protéines fluorescentes au sein
du NBM et le cortex préfrontal. Nous pouvons voir si I'expression du virus dans la région
d'intérét. La Figure 50 B présente la localisation des canules et nous pouvons ainsi voir que
chaque canule est située dans le cortex prélimbique, donc ici la modulation de I'Ach est

spécifique au cortex prélimbique.

A Stimulation optique Infusion virale

NBM n=36

Figure 49. Validation de la méthode optogénétique Validation de la méthode
optogénétique A) Représentation schématique de la localisation de l'infusion du virus (NBM)
et laire de stimulation (prélimbique cortex). B) Exemple d'expression du m-cherry dans le
cortex prélimbique. C) Exemple de co-expression de ChAT et m-cherry dans le noyau basal de
meynert (NBM).
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Bregma 3.20 mm

Bregma 2.96 mm

. Bregma 2.68 mm

B

Bregma 2.46 mm

.o’

[

Bregma 2.22 mm

Bregma 1.98 mm

n=36

Figure 50. Validation de Ia méthode optogénétique (localisation du virus et de la fibre
optique) A) Diffusion du virus dans le NBM et dans le cortex prélimbique. B) Localisation d'une

fibre optigue.

2.2.1.2.  Vérification de I'effet de la stimulation optogénétique.
2.2.1.2.1. Le c-Fos

Apres avoir vérifié que I'opsine s'exprimait bien au niveau du noyau basal de Meynert
et des terminaisons cholinergiques du cortex préfrontal, l'injection du virus est également
vérifiée en regardant la diffusion du virus ainsi que la position des fibres optiques. Dans cette
partie, nous allons tester I'activité des neurones suite a la modulation de I'Ach. J'ai émis
I'nypothese que l'activité neuronale sera visible via I'expression de la protéine c-Fos. Le c-Fos
est une protéine que I'on mesure pour montrer que la transcription a été déclenchée par une
activité de la cellule environ 1Th30 auparavant. De ce fait, la présence de la protéine c-Fos
indique une activité cellulaire d'une heure et demie avant. J'ai émis I'hypothese que la libération

ou l'inhibition de I'Ach entrainerait une modification du niveau d'expression de c-Fos.

Nous allons regarder si ceci cause une différence ou non de c-Fos entre le cortex

prélimbique droit stimulé par rapport au c6té gauche non stimulé (voir Figure 51 A). De plus,
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dans le but de vérifier que la modification éventuelle de I'expression de la protéine c-Fos n’est
pas due a la lumiere seule, des animaux, auxquels j'ai injecté le virus n’exprimant pas d'opsine,
ont eux aussi été comparés aux animaux contenant une opsine stimulée. Dans le but de
déterminer la spécificité de la stimulation et I'expression de la protéine c-Fos, le bulbe olfactif
droit et gauche vont étre également mesurés. S'il existe une différence de c-Fos dans la partie
droite par rapport a laa gauche, cela voudrait dire que la stimulation n'est pas du tout
spécifique ou que I'activation cellulaire observée est due a autre chose. La Figure 51 B présente
un exemple d'activation du c-Fos dans le cortex prélimbique. Les résultats du c-Fos sont

montrés dans la Figure 51 C a H.

Pour le bulbe olfactif, aucune différence significative n'a été trouvée entre le bulbe
olfactif gauche par rapport au bulbe olfactif droit (BL G vs. BL D : ChR2 : V=20, NS; Halo : V=25,
NS; V=8, NS)(Figure 51 C, E et G). Aucune différence n'est non plus trouvée entre le Prl droit
et le Prl gauche (ChR2 : V=52, NS; Halo : V=15, NS; Ctrl : V=33, NS)(Figure 51 D, F et H). Ces
résultats montrent que le test c-Fos ne permet pas de voir d'effet de la stimulation

optogénétique.
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Figure 51. Les résultats du c-Fos. A) Image montrant 'emplacement des fibres optiques. En
vert, est représenté la fibre optique est stimulée et en blanc, le coté non stimulé. Les carrés
représentent la zone d'intérét au niveau du cortex prélimbique. Les ronds représentent aussi la
zone d'intérét au niveau des bulbes olfactifs. B) Image représentant un résultat de c-Fos au
niveau du prélimbique. C) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um?) au niveau du bulbe
olfactif pour la ChR2. D) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um? au niveau du
prélimbique pour la ChR2. E) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um? au niveau du
bulbe olfactif pour I'Halo. F) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um? au niveau du
prélimbique pour I'Halo. G) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um?) au niveau du bulbe
olfactif pour le contréle. H) Résultats de la quantité de c-Fos (nombre/um?) au niveau du
prélimbigue pour ['Halo. Abréviations : BIG : bulbe olfactif gauche, BID : bulbe olfactif droit, Pr/
G : cortex prélimbique gauche, Prl D . cortex prélimbique droit.
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2.2.1.2.2. La microdialyse comme mesure de la libération d’Ach

Comme le c-Fos ne m’'a pas permis de voir I'impact de la libération ou une diminution
de I'Ach sur le circuit, j'ai utilisé la microdialyse. C'est une technique qui permet, /n vivo,
I'échantillonnage continu de substances de faibles poids moléculaires (comme les
neurotransmetteurs, leurs métabolites et les neuropeptides) dans I'espace extracellulaire de
différents tissus ou organes, par exemple le cerveau, les muscles ou la peau (Konig et al., 2018).
Cette technique permet, grace au principe de diffusion, de collecter I'Ach. Les étapes de
chirurgie et de protocole sont plus détaillées dans la partie matériel et méthode décrite un peu
plus haut. Le cO6té gauche sera implanté uniquement de la sonde de microdialyse, ce qui
constituera le c6té contrdle, alors que le c6té droit sera implanté de la sonde de microdialyse
et de la fibre optique, permettant de stimuler les terminaisons cholinergiques. Chaque
échantillon est collecté pendant 1h. Ce temps est bien supérieur aux 8 min de stimulation
effectuées pendant les expériences comportementales. Cependant, il est nécessaire d'avoir une
quantité d'acétylcholine suffisante pour étre quantifiée car un temps inférieur a celui-la rendrait
la mesure d'acétylcholine difficile car je me trouverais en-dessous du seuil de détection de
I’Ach. Le professeur Jean-Marie Launay (Hopital Lariboisiere, Inserm U942) a effectué les

quantifications d'Ach.

Pour les animaux ChR2, les résultats montrent que lors de la baseline, la quantité
récoltée d'acétylcholine dans la partie gauche et dans la partie droite sont identiques. En
revanche, aprés 1h de stimulation, une augmentation de I'Ach est observée uniquement au
niveau du c6té droit mais non au c6té gauche. Cette augmentation n’est pas significative (CPF
gauche baseline vs. CPF gauche stim : V=0; NA et CPF droite baseline vs. CPF droit stim : V=0,
NS)(Figure 52 A). Pour I'Halorhodopsine, nous observons une augmentation d’Ach au niveau
du CPF droit lors de la simulation par rapport a la baseline (CPF droit baseline vs. CPF droit stim

V=0, p<0.01)(Figure 52 B). En revanche, au niveau du CPF gauche, aucune différence
significative n'existe (CPF gauche baseline vs. CPF gauche stim : V=1, NS). Pour les contrdles,
nous n'observons aucune différence entre la baseline et les cotés stimulés par la lumiere bleue
ou la lumiére verte dans le CPF gauche (respectivement V=1, NS; V=15, NS)(Figure 52 C), ainsi
que pour la lumiére bleue et la lumiére verte CPF droit (respectivement V=10, NS; V=10,

NS)(Figure 52 C).
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En ce qui concerne le CPF gauche, les résultats ne montrent pas de différence
significative entre la baseline et le coté stimulé pour la ChR2 et I'Halo, avec lumiére bleue ou
verte (respectivement W=3.5, NS; W=4, NS; W=2.5, NS; W=4, NS)(Figure 52 A-C). En revanche,
pour le CPF droit, les résultats montrent une différence significative entre le c6té non stimulé
et le coté stimulé pour la ChR2 et I'Halo avec lumiere bleue et verte (respectivement W=0,
p<0.01; W=0, p<0.001; W=0, p<0.001; W=0, p<0.05)(Figure 52 A-C). Pris ensemble, ces
résultats montrent qu’au niveau du CPF gauche, pour nos quatres groupes (ChR2, Halo, lumiere
bleue et lumiére verte), il n'y a pas d'augmentation de la quantité d'acétylcholine aprés
stimulation. Ce résultat indique que les stimulations sont localisées. Cependant, au niveau du
CPF droit, les animaux ChR2 montrent une augmentation d'Ach. Pour les animaux Halo, une
augmentation est également observée alors que je m'attendais a l'inverse a une diminution.
Cependant, dans les groupes stimulés seulement par la lumiére bleue et la lumiéere verte, on
observe aussi cette augmentation de la libération d’Ach. Nous pouvons donc observer qu'il
existe un effet di a la lumiere, puisque cette augmentation est visible sans opsine. Afin de
contréler cet effet non spécifique, je vais exprimer mes résultats en pourcentage
d'augmentation et non en valeur absolue, afin de quantifier 'augmentation ou la diminution

d'Ach par rapport a la lumiere.

Ainsi, I'effet de la lumiére seule sera comparé a l'effet de la lumiere associé a celui de
I'opsine. La quantité d'Ach mesurée dans le c6té stimulé sera normalisée par rapport a la
baseline du CPF droit. Si l'augmentation de la ChR2 est supérieure a son contrdle lumiere bleue,
cela signifie que l'effet de la ChR2 au niveau des terminaisons entraine une libération d'Ach
supérieure a la libération non spécifique liée a la lumiere. De méme, si I'opsine Halo exprimée
dans les terminaisons permet de diminuer la libération d'Ach par hyperpolarisation par rapport
a la libération non-spécifique de la lumiére verte, cela signifie que I'effet de l'opsine est
supérieur a |'effet de la lumiere seule. Les résultats ne montrent aucune différence significative
pour la ChR2 (W=14.5, NS)(Figure 52 D). En revanche, nous pouvons remarquer une différence
significative pour I'Halorhodospine (W=40, p<0.01)(Figure 52 D). Ces résultats considérés
ensemble montrent que pour I'Halo on observe bien une diminution de la libération d'Ach. En

revanche, cet effet n'est pas présent pour la ChR2.
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Par conséquent, la microdialyse démontre que la lumiere seule permet de libérer de
facon non spécifique I'Ach dans le CPF. Ceci démontre I'importance d'avoir des contrdles
lumineux afin d'éviter les mauvaises interprétations des résultats comportementaux. De plus,
pour les expériences de microdialyse nous avons da stimuler 1 heure afin d'avoir une bonne
quantité d'Ach. Durant nos expériences comportementales la stimulation durait 8 minutes.

Nous pouvons donc supposer que |'effet non spécifique de la lumiére sera moins important.

Mes résultats confirment que la stimulation de I'halorhodopsine par la lumiere verte au
niveau des terminaisons cholinergiques permet de diminuer la libération d'Ach, mais il reste

un doute concernant l'illumination des terminaisons exprimant la ChR2 sur 'augmentation de

la libération d'Ach.

A Résultat microdialyse Chr2 B Résultats microdialyse Halo C Résultat microdialyse contréle

. * i
h,nt . ‘gm * 100 * *
E ¢ = E 0 .
L P =75 4 Baseline bleu
g fagine Dhae 2

i [ .

o HE g Uboole @ Stim bleu
L= 5 5 £ 50 o
T ; Smlton S .
c Bitnision £ B Smuaton 3 Baseline vert
:, N s, g8
o ié ¢ 8 m 8 [@ Stim vert

[ ] 0L

PFC Gauche PEC Droit PFC Gauche PFC Droit PFC Gauche PEC Droit
Pourcentage d'augmentation par rapport a la baseline
. 400 T NS *
]
: e)
§ <300 + %
E 5§
W @ (o]
32 o
s £ 200 4 8
o ® %
w L
Lo
c g-_ S
g §100 ¢
J
0 m
a o
0 -
Chr2 n=6 ctrl stim bleu n=5 halo n=8 ctrl stim vert n=5

Figure 52. Résultats des dosages de microdialyse. CPF gauche est notre contréle et le CPF
droit est le coté stimulé. La baseline correspond au taux de base d’Ach avant la stimulation.
Résultat du dosage de microdialyse sont montré pour la ChR2 (A), I'halorhodopsine (B) ainsi
que la lumiere bleue et la lumiere verte (C). La figure D représente le % par rapport a la Baseline.
Le nombre d’animaux utilisés pour cette expérience est le suivant chr2 n=6, halo n=8, lumiere
bleu n=5, lumiére verte n=5. Les données sont présentées sous forme de moyennes + SE.

Indications : * = p<0,05 ** = p<001, *** = p<0001. Analyse par test des rangs et test de
Wilcoxon.
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2.2.2. Résultats comportementaux de la modulation d’Ach

2.2.2.1. Test de trois chambres

Le test des trois chambres est un test qui permet d'évaluer la motivation sociale de
I'animal. Le but de ce test est d'étudier si la libération ou l'inhibition d'Ach influence la
motivation. Durant le test des trois chambres, nous mesurerons la distance parcourue ainsi que
le temps passé dans la zone sociale comparé aux zones sociales et non sociales. La Figure 53

A récapitule par un schéma le dispositif.

Nous n‘avons observé aucun effet de la lumiere (lumiere bleue vs. 100 % théorique :
W=6, NS; lumiére verte : W=4, NS) et nous n'obtenons aucune différence significative entre le
temps passé dans l'aire sociale comparée a l'aire non sociale (lumiére bleue vs. 100 % théorique
: W=2, NS; lumiére verte vs. 100% théorique : W=2, NS)(Figure 53 B et C). Egalement, il n'y
avait pas de différence significative entre la modulation de I'Ach (ChR2 ou Halo) et les groupes
controles ramenés a 100% pour la distance totale parcourue (ChR2 : W=15, NS; Halo : W=18,
NS)(Figure 53 D) et le temps passé dans |'aréne sociale par rapport a I'arene non sociale (ChR2

: W=25, NS; Halo : W=18, NS) comparé au 100% théorique (Figure 53 E).

Ces résultats montrent que dans le test des trois chambres, les souris stimulées par
optogénétique n'ont pas de probleme de motivation sociale ni de locomotion. De plus, il n'y a

pas d'effet de la lumiere dans mes expériences
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Figure 53. Résultat du test des trois chambres A) Représentation schématique du test des
trois chambres B) distance parcourue dans le test du trois chambres pour les contréles lumiéres
C) temps passé dans l'aréne sociale comparé a l'aréne sociale et non sociale pour les contrdles
lumieéres. D) Distance parcourue dans le test du trois chambres pour les ChR2 et Halo E) Temps
passé dans l'aréne sociale comparé a l'aréne sociale non sociale pour les ChR2 et Halo. La ligne
rouge représente le contrdle. Janalyse si l'effet de la modulation de I’Ach est différente du
contréle. Le nombre d'animaux utilisés pour cette expérience est ChR2 n=7 et Halo n= 6. Les
données sont présentées sous forme de moyennes + SE. Indications : * = p<0,05, ** = p<0,017,
**#* = p<0001. Analyse par test des rangs et test de Wilcoxon.

2.22.2.

Effet lumiere dans le test d'interaction sociale.

Avant d'analyser mes résultats sur |'effet de la modulation optogénétique, j'ai évalué le

potentiel effet non spécifique de la lumiere sur le comportement. Pour I'ensemble des résultats

montrés, seules les données significatives sont retranscrites dans ce manuscrit. Les données

non significatives, quant a elles, sont présentées dans les Tableaux 7 et 8.
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Au cours des quatres premieres minutes, nous pouvons voir que la lumiere bleue
provoque une diminution significative du nombre de contacts (contact global : W=0, p<0.05;
contact oral(visiteur) - génital(hote) : W=0, p=<0.05)(Figure 54 A) et de la position relative (le
visiteur peut voir 'hote W=0, p<0.05; le visiteur se trouve derriére I'hnote : W=0, p<0.05)(Figure
54 A). Concernant les événements initiés par la souris hote, la lumiére bleue provoque une
diminution du nombre d'échappements de I'h6te (W=0, p<0.05)(Figure 54 A). Cependant,
pour les comportements initiés par la souris visiteuse, nous pouvons observer une diminution
des approches du visiteur suivi d'un contact suivi d'un échappement de la souris hote (W=0,
p<0.05)(Figure 54 A). En revanche, nous n'avons pas d'effet sur les comportements de stop, ni

méme sur la dominance (respectivement W=3, NS; W=3, NS)(Figure 54 A).

Sur les quatres dernieres minutes, la lumiere bleue diminue le nombre de contacts
proches et de contacts lointains (W= 0, p<0,05; W=0, p<0,05)(Figure 54 B). De méme, nous
pouvons voir une diminution de la position relative (I'hote derriere le visiteur : W=0, p<0.05; le
visiteur peut voir I'hote : W=0, p<0.05)(Figure 54 B). La lumiére bleue montre une différence
significative sur le nombre d'événements initiés par la souris visiteuse et montre notamment
une diminution des échappements du visiteur comparé aux groupes contréles non stimulés
(W=0, p<0.05)(Figure 54 B). En revanche, la lumiére bleue n'a pas d'effet sur la dominance

(W=12, NS)(Figure 54 B) ni sur les comportements initiés par la souris hote (voir Table 1).

Sur les quatres premieres minutes, la lumiere verte a un effet sur le nombre de
comportements. En effet, nous pouvons voir une diminution du nombre de contacts (contact
oral héte génital visiteur : W=0, NS; contact de sens opposé : W=0, p<0.05)(Figure 54 A), ainsi
que du nombre de stops (W=0, p<0.05)(Figure 54 A). Nous ne trouvons pas d'effet significatif
sur la dominance, la position relative ou les événements initiés par I'héte ou la souris visiteuse

(Tableau 7).

Pour les quatre dernieres minutes, la lumiere verte provoque une diminution du
nombre de contacts (W=0, p<0.05)(Figure 54 B) ainsi qu'une diminution du nombre de stops
(W=0, p<0.05)(Figure 54 B). Nous pouvons aussi voir que la lumiere verte provoque une
diminution de la position relative ou la souris hote se trouve derriere la souris visiteuse (W=0,

p<0.05)(Figure 54 B). En revanche, il n'y a pas de différence significative sur la dominance
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(W=9, NS), ni sur les comportements initiés par la souris hote et la souris visiteuse comparée

aux groupes controles non stimulés (Tableau 7).

Nous avons regardé dans cette partie |'effet de la lumiere bleue ou verte sur le nombre
et la durée des comportements. Désormais, nous allons nous intéresser a I'effet de la lumiere
sur la durée des comportements. Dés les quatre premieres minutes, la lumiere bleue a un effet
sur la durée de certains comportements (Figure 55 A). En effet, la lumiere bleue déclenche une
diminution du temps de contact oral(visiteur) - génital(h6te) (W=0, p<0,05)(Figure 55 A), des
temps de fuite de I'nOte apres contact (W=0, p<0,05)(Figure 54 C), du visiteur sans contact
(W=15, p<0,05)(Figure 55 A) et de I'approche avec contact du visiteur suivi de la fuite de
I'note (W=15, p<0,05)(Figure 55 A). Il n'y a pas d'effet de la lumiére sur la durée des stops, ni

sur la dominance ou sur la position relative (voir Tableau 8).

Sur les quartes dernieres minutes, la lumiére bleue diminue la position relative (souris
hote derriére la souris visiteuse : W=15, p<0,05)(Figure 55 B) ainsi que les événements initiés
par la souris visiteuse (fuite du visiteur aprés contact : W=0, p<0.05)(Figure 55 B). En revanche,
il n'y a pas d'effet sur la durée des contacts, les stops, la dominance ou bien méme sur les

comportements initiés par la souris hote (Tableau 8).

Sur les quartes premiéres minutes, la lumiere verte diminue la durée des contacts
(contact visiteur(oral) - génital(hote) : W=0, p<0,05; contact de sens opposé : W=0,
p<0,05)(Figure 55 A) ainsi que la position relative (visiteur derriere I'hote : W=15,
p<0,05)(Figure 55 A). En revanche, il n'y a pas d'effet de la lumiere sur la durée des stops ni
sur les comportements initiés par la souris hote ou la souris visiteuse (Tableau 8). En ce qui
concerne les quatre dernieres minutes, la lumiére verte n'influence pas le répertoire
comportemental de la souris (Figure 55 B). Tous les résultats statistiques sont résumés dans

le Tableau 8.

Nous pouvons en déduire que la lumiere peut influencer les comportements sur le
nombre d'événements ainsi que sur leur durée. Ces résultats confirment donc que la lumiére
peut provoquer, dans certains cas, un effet sur le comportement social. En effet, la lumiere
influence le contact, les stops, la position relative et I'approche d'un événement de fuite. Cet
effet était particulierement important sur le nombre d'événements mais moins sur la durée de

ces événements. L'effet de la lumiere est particulierement important sur la souris visiteuse. Ces
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données montrent que la souris visiteuse peut étre capable d'adapter son comportement a son

congénere.

De plus, nous pouvons remarquer que la lumiere bleue et verte ont le méme effet
comportemental comme la diminution du contact social et de la position relative. Nos résultats
montrent que la lumiere affecte davantage les souris visiteuses, qui voient la lumiere, que les
souris hotes. Les souris visiteuses vont ainsi modifier leur comportement afin de répondre a ce
nouveau stimulus. Ce résultat de I'effet de la lumiere peut étre rapproché a celui de la lumiere
non spécifique observé en microdialyse, ou I'on remarque une augmentation de I'Ach. Nous
ne pouvons donc pas exclure un effet non spécifique sur la libération d’Ach provoqué par la
lumiere. Cependant, cet effet observé en microdialyse, nécessite une stimulation bien plus
longue que celle utilisée en comportement. Ainsi, il reste a étudier dans le futur, I'efficacité de
cet effet de la lumiere, tant sur le plan des mécanismes impliqués que sur sa dynamique

temporelle.

Pour suivre I'analyse de la modulation de I'Ach sur le comportement social, je dois
considerer I'effet de lumiere. Ainsi, si nous observons un effet de la lumiere et de |'opsine sur
le méme comportement, deux possibilités se présentent. Si I'effet de la lumiére seule et celui
de la lumiere + opsine vont dans la méme direction, nous ne pouvons pas discriminer si |'effet
est dG a la lumiere ou bien a la modulation d’'Ach. Je ne peux donc pas conclure sur mes
résultats. En revanche, si les effets de la lumiere seule et de la lumiére + opsine vont dans des
sens opposeés, |'effet de I'opsine sera supérieur a celui de la lumiere et je pourrais alors conclure

sur cet effet.
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Figure 54. Effet de la lumiere sur le nombre d’interactions sociales. A) Effet de la lumiere
sur le nombre d'événements durant les 4 premiéres minutes de l'interaction sociale. B) Effet de
la lumiére sur le nombre d'événements durant les quatres derniéres minutes de linteraction
sociale. Chaque partie du cercle représente le comportement enregistré lors de l'interaction
sociale. La ligne rouge représente la moyenne du groupe contrdle gque 'on met a 100%. Cela
permet de comparer les Halo et les ChRZ2. Les gros points bleus représentent la différence
significative entre le 100% et la ChRZ. Les gros points verts représentent la différence
significative entre le 100% et I'Halorhodopsine. Les fleches bleues représentent les résultats
significatifs du groupe lumiere bleue et les fleches vertes représentent les résultats significatifs
de l'effet lumiére verte.
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Figure 55. Effet de la lumiére sur la durée de l'interaction sociale. A) Effet de la lumiere
sur la durée des évenements pour les quatres premiéres minutes de l'interaction sociale. B)
Effet de la lumiere sur la durée des éveénements pour les quatres dernieres minutes de
l'interaction sociale. Chaque partie du cercle représente le comportement enregistré lors de
l'interaction sociale. La ligne rouge représente la moyenne du groupe controle que /'on met a
100% ce qui permet de comparer les Halo aux ChRZ2.La couleur bleue représente la ChRZ et /a
couleur verte représente I'Halorhodopsine. Les gros points bleus représentent la différence
significative entre le 100% et la ChR2. Les gros points verts représentent la différence
significative entre le 100% et I'Halorhodopsine. Les fleches bleues représentent les résultats
significatifs du groupe lumiére bleue et les fleches vertes représentent le résultat significatif de
l'effet lumiere verte.

2.2.2.3. Effet de la modulation d’Ach sur le comportement social

Pour l'ensemble des résultats présentés, seules les données significatives sont
retranscrites dans mon manuscrit. Les données non significatives sont présentées dans le

Tableau 9 et 10.

En ce qui concerne les quatre premieres minutes, pour le nombre d'événements, nous
pouvons observer que la libération d’Ach diminue les contacts sociaux (contact oral-oral : W=6,
p<0.05; contacts opposés : W=0, p<0.01), les stops de I'hote (W=6, p<0.05) mais augmente les
stops du visiteur (W=30, p<0.05). Nous pouvons également voir une diminution des
événements initiés par la souris hote (approche suivie d'un contact : W=6, p<0.05), I'approche
de I'h6te suivie d'un contact suivi de I'échappement de I'héte (W=6, p<0.05), I'échappement
de I'h6te apres un contact (W=6, p<0.05)(Figure 56 A). En revanche, il n'y a pas d'effet sur la
dominance, sur la position relative ni sur les événements initiés par I'hote (Figure 56 A,

Tableau 9).

Pour les quatres derniéres minutes, la libération d’Ach a un effet sur le nombre
d'événements. En effet, nous pouvons observer une diminution des contacts (oral(hdte) -
génital(visiteur) : W=6, p<0.05; oral(visiteur) - génital(hote) : W=6, p<0.05), des stops de I'hote
(W=6, p<0.05), de la dominance (W=6, p<0.05) et de la position relative (visiteur derriere hote
: W=6, p<0.05). Egalement, nous observons une diminution des comportements initiés pas la
souris hote (approche de I'héte suivie d'un contact suivi de I'échappement de I'héte : W=6,
p<0.05; approche sans contact : W=6, p<0.05; échappement sans contact : W=6, p<0.05). Pour

les comportements initiés par la souris visiteuse nous avons une diminution (approche avec
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contact : W=0, p<0.05) notamment des approches de la souris visiteuse sans contact (W=0,
p<0.01)(Figure 56 B). En revanche, il n'y a pas d'effet sur les stops du visiteur (Figure 56 B,
Tableau 9).

En ce qui concerne le blocage de la libération d'Ach, elle a un effet sur le nombre
d'événements pour les quatre premieres minutes. Nous pouvons voir une diminution des
événements initiés par la souris hote (échappement apres un contact: W=6, p<0.05) ainsi
qu’une diminution pour les événements initiés par la souris visiteuse (approche sans contact:
W=6, p< 0.05), des approches du visiteur suivies d'un contact suivi de I'échappement de I'hote
(W=6, p<0,05)(Figure 56 A). En revanche, nous n'avons pas d'effet sur les contacts, les stops,

la dominance ni sur la position relative (Figure 56 A, Tableau 9).

Pour les quatres dernieres minutes concernant le nombre d'événements, nous pouvons
voir que le blocage de la libération d'Ach entraine une augmentation des contacts (oral(h6te)
- génital(visiteur) : W=36, p<0.05; oral(visiteur) - génital(hote) : W=36, p<0.05; contact de sens
opposé : W=36, p<0.05). Nous avons une augmentation des événements initiés par la souris
hote (approche avec contact : W= 36, p<0.05; approche sans contact : W=36, p<0.05; approche
de la souris héte suivie d'un contact suivi de I'échappement du visiteur : W=36, p<0.05) ainsi
gu'une augmentation des échappements du visiteur apres un contact (W=36, p<0.05)(Figure
56 B). En revanche, il n'y avait pas d'effet sur les stops, la dominance ni sur la position relative

(Figure 56 B, voir Tableau 9).
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Figure 56. Modulation de I'’Ach sur le nombre de comportement durant l'interaction

sociale. A) Modulation de I'Ach sur le nombre d’événements pour les quatres premieres
minutes de l'interaction sociale. B) Modulation de I'Ach sur le nombre d’événements pour les
quatres derniéres minutes de linteraction sociale. Chaque partie du cercle représente le
comportement enregistré lors de l'interaction sociale. La ligne rouge représente la moyenne
du groupe contrdle que l'on met a 100%, ce qui permet de comparer les Halo et les Chr2. Le
gros point bleu représente la différence significative entre le 100% et la ChRZ2 et le gros point
vert représente la différence significative entre le 100% et I'Halo, la couleur cyan représentant
une différence significative entre la libération d’Ach et I'inhibition d’Ach. L 'éclair bleu résume
les résultats significatifs de la lumiére bleue et la fleche verte résume les résultats significatifs
de la lumiere verte.
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Figure 57. Modulation de I'Ach sur la durée des comportement durant l'interaction

sociale. A) Modulation de I'Ach sur la durée de I'événement sur les quatres premieres minutes
de l'interaction sociale B) Modulation de I'Ach sur la durée de I'événement sur les quatres
derniéres minutes de l'interaction sociale. Chaque partie du cercle représente le comportement
enregistré lors de l'interaction sociale.. La ligne rouge représente la moyenne du groupe
contréle (groupe non stim) que l'on met a 100% . Cela permet de comparer les Halo et les
channels. Le gros point bleu représente la différence significative entre le 100% et la ChRZ2 et
le gros point vert représente la différence significative entre le 100% et I'Halo, la couleur cyan
représente une différence significative entre la libération d’Ach et l'inhibition d’Ach. L'éclair
bleu résume les résultats significatifs de la lumiere bleue et la fleche verte résume les résultats
significatifs de la lumiére verte.

En ce qui concerne les quatres premieres minutes, la libération de I'Ach provoque une
diminution de la position relative (comportement dos a dos : W=6, p<0,05)(Tableau 10). Nous
pouvons aussi observer une diminution des comportements initiés par la souris hote : les
approches se finissant par un contact sont diminuées (W=0, p<0.01), ainsi que la fuite apres
un contact (W=6, p<0.05) et I'approche de I'h6te suivie d'un contact suivi de I'échappement
de I'hote (W=6, p< 0.05). Nous observons également une augmentation des comportements
initiés par la souris visiteuse (approche de la souris visiteuse suivie d'un contact suivi de
I'échappement du visiteur : (W=30, p<0,05)(Figure 57 A). En revanche, nous n'observons pas
de différence pour la durée des contacts, les stops ni sur la dominance (Figure 57 A, Tableau

10).

Pour les quatres dernieres minutes, la libération d’Ach provoque une diminution des
contacts proches, loins, du contact oral(visiteur) - génital(hote), du contact génital(visiteur) -
oral(hdte) et du contact de sens opposé (respectivement W=6, p<0.05; W=6, p<0.05; W=6,
p<0.05; W=6, p<0.05; W=6, p<0.05)(Figure 57 B). Nous observons également une
augmentation des stops (W=30, p<0,05)(Figure 57 B) ainsi qu'une diminution de la dominance
(héte poursuit le visiteur : W=6, p<0,05)(Figure 57 B), des «paw control» (W=6,
p<0,05)(Tableau 10), des comportements dos a dos et lorsque I'h6te peut voir l'autre
(respectivement W=0, p<0,01; W=30, p<0,05)(Tableau 10). une diminution des
comportements initiés par I'hOte est observée (approche de I'héte : W= 6, p<0,05; fuite de
l'autre : W=6, p<0,05; approche de I'hnGte puis contact suivi de la fuite de I'héte : W=0,
p<0,01)(Figure 57 B). Pour les comportements initiés par la souris visiteuse nous remarquons

une augmentation des approches avec ou sans contact (respectivement W=30, p<0.05; W=30,
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p<0.05) ainsi qu'une augmentation de I'approche avec contact suivie de la fuite de la souris
hote (W=6, p<0.05). Egalement, nous obtenons une diminution de I'approche contact du
visiteur et de la fuite du visiteur (W=6, p<0.05) ainsi qu'une diminution de la fuite du visiteur
sans contact au préalable (W=30, p<0.05)(Figure 57 B). Tous les résultats sont résumés dans
les Tableaux 9 et 10. Pour conclure, I'effet de la libération d'Ach sur le comportement social
déclenche moins d'approche et de fuite de I'hdte, mais plus d'approche et de fuite du visiteur,
ce qui s'accompagne d'une diminution de la dominance de I'hote et la présence davantage de

stops de I'hote.

Lorsque I'on observe les quatres premiéres minutes, I'inhibition de I’Ach provoque une
diminution de la dominance (hoéte suit visiteur : W=6, p<0.05). Pour les comportements initiés
par la souris hote on obtient une diminution des approches de I'hGte suivie d'un contact suivi
de I'échappement de I'hote (W=0, p<0.01) ainsi qu'une diminution de I'échappement de I'hote
apreés le contact (W=6, p<0.05) ou sans contact (W=0, p<0.01). Concernant les comportements
initiés par le visiteur, nous observons moins d'approche contact suivie de la fuite du visiteur
suivi de la fuite de I'hote (W=0, p<0.01) et davantage de fuite du visiteur apres contact (W=36,
p<0.05)(Figure 57 A). En revanche, il n'y a aucun effet sur la durée des contacts, des stops ni

sur la position relative (Figure 57 A, Tableau 10).

Sur les quatres dernieres minutes, I'inhibition de I'Ach déclenche un effet spécifique sur
la durée du comportement. En effet, nous avons une augmentation du contact (contact de sens
opposé : W=36, p<0.05)(Figure 57 B). Pour la position relative, nous obtenons une
augmentation de la souris hote derriere le visiteur (W=36, p<0.05) ainsi qu'une diminution de
I'n6te peut voir le visiteur (W=6, p<0.05). Concernant I'événement initié par I'hote, I'inhibition
de la libération de I'Ach déclenche plus d'approche de I'h6te avec contact (W=36, p<0.05) ou
sans contact (W=42, p<0.01)(Figure 57 B). Pour I'événement initié par le visiteur, nous
observons moins d'approche du visiteur avec contact (W=6, p<0.05) et sans contact (W=6,
p<0.05) ainsi qu'une augmentation de la fuite du visiteur apres contact (W=42, p<0.05)(Figure
57 B). En revanche, il n'y a aucune différence significative sur la durée des stops ni sur la

dominance (Figure 57 B, Tableau 10).

Ainsi, I'inhibition de la libération d'Ach déclenche davantage d'approches et moins de

fuite de I'h6te, mais moins d'approches et plus de fuites du visiteur.
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Le logiciel MiceProfiler utilisé pour analyser le comportement social permet aussi de

calculer la vitesse et la distance pour chaque animal.

A Distance parcourue par la souris hdte B Distance parcourue par la souris visiteuse
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Figure 58. Distance parcourue par la souris hote et la souris visiteuse dans le SIT. A)
Distance parcourue par la souris hote pour les groupes lumiére bleue et lumiére verte. B)
Distance parcourue par la souris visiteuse pour les groupes lumiéere bleue et lumiere verte. C)
Distance parcourue par la souris hote pour les groupes ChR2 et Halo. D) Distance parcourue
par la souris visiteuse pour les groupes ChRZ et Halo. Le nombre d'animaux utilisés pour cette
expérience est de : lumiére bleue (n=5), lumiére verte (n=5), ChRZ (n=6) et Halo (n= 7). La ligne
rouge représente le 100% théorique. Les données sont présentées sous forme de moyennes +
SE. Indjcations : * = p<0,05, ** = p<0,01, *** = p<0,001. Analyse par test des rangs et test de
Wilcoxon.

Lorsque I'on observe les quatres premieres minutes, la distance parcourue par la souris
hote ou la souris visiteuse ne sont pas significativement différentes pour la lumiére bleue
comparée au pourcentage de controle (souris hote : W=12, NS; souris visiteuse : W=9, NS) ni
pour la lumiére verte comparée au pourcentage de controle (souris hote : W=9, NS; souris
visiteuse : W=6, NS)(Figure 57 A et B). En ce qui concerne les quatres derniere minutes, la
distance parcourue par la souris hote ou la souris visiteuse ne sont pas significativement
différentes pour la lumiére bleue comparée au pourcentage de contréle (souris hote : W=6,
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NS; souris visiteuse : W=3, NS) ni pour la lumiere verte comparée au pourcentage de contrdle
(souris hote : W=6, NS; souris visiteuse : W=9, NS)(Figure 57 A et B). Ensemble, ces données

démontrent que la lumiere bleue ou verte ne provoque pas de probléme locomoteur.

Les souris ChR2 n‘ont pas de trouble locomoteur sur les quatres premieres minutes
(souris hote : W=12, NS; souris visiteuse : W=18, NS), cependant, sur les quatres dernieres
minutes, on observe une diminution de la distance parcourue pour la souris hote (W=6, p<0,05)

ainsi que pour la souris visiteuse (W=6, p<0,05)(Figure 58 C et D).

Les souris Halorhodopsines n‘ont pas de trouble locomoteur sur les quatres premiéres
minutes (souris hote : W=12, NS; souris visiteuse : W=14, NS)(Figure 58 C et D). Nous obtenons
le méme effet pour les quatres derniéres minutes (souris hote : W= 28, NS; souris visiteuse :

W=21, NS)(Figure 58 C et D).

L'ensemble des résultats comportementaux montre que la libération d'Ach provoque,
pour la souris hote, une diminution du temps de contact, des approches, des fuites, de la
dominance et de la vitesse de déplacement ainsi qu'une augmentation des stops. Pour la souris
visiteuse, nous observons une augmentation des approches et des comportements de fuite. Le
blocage de la libération d'’Ach provoque une augmentation des contacts ainsi qu'une
augmentation des approches ainsi qu'une diminution de la dominance et de I'échappement
de la souris hote. Pour la souris visiteuse, on peut voir une diminution des approches ainsi
gu’'une augmentation des fuites. Le Tableau 6 résume les principaux résultats
comportementaux présentés jusqu’ici. Dans ces résultats, nous pouvons remarquer que la
modulation d'Ach, réalisée uniquement chez la souris hote, perturbe aussi le comportement
du visiteur. Ceci renforce les résultats obtenus précédemment au laboratoire et confirme que

le comportement de la souris visiteuse s'adapte a I'hote (Nosjean et al., 2015).
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Tableau 6. Résumé des principales données comportementales. A) Tableau
résumant les effet sur les nombres pour les Chr2, B) Tableau résumant les effet sur les nombres
pour Halo, C) Tableau résumant les effet sur les durées pour les Chr2, D) Tableau résumant les
effet sur les durées pour Halo

Nombre Nombre
Wz lvoe  vstew  W¥velo  lvote  |vrew
Contact Diminution Contact Augmentation
Approche * * Approche f ‘
Fuite * NS Fuite NS f
Stop ‘ f Stop NS NS
Dominance NS NA Dominance NS NS
Motivation NS NA Motivation NS NS
Durée Durée
2 [Hote  [visteur [ Halo  [Hote |Vistewr |
Contact Diminution Contact Augmentation
Approche * f Approche f ‘
Fuite { [} Fuite } 4
Stop 4 NS Stop NS NS
Dominance ‘ NA Dominance ‘ NA
Motivation NS NA Motivation NS NA

2.2.24.  Vocalisation ultrasonique

Nous avons vu jusqu'a présent les principaux effets de la libération d'Ach sur le
comportement. Désormais, nous allons nous intéresser a I'effet de la modulation d’Ach sur les
USVs. Les USVs sont émises lors de I'interaction sociale et constituent un marqueur de I'état
émotionnel de I'animal qui les émet (Chabout et al., 2012, 2013). Des études précédentes au
laboratoire ont montré une corrélation entre le nombre d’'USVs et le temps de contact
(Chabout et al.,, 2012). Les résultats obtenus ici montrent cette méme corrélation entre le temps
de contact et le nombre d'USVs (t=2.13, df=34, p<0.05)(Figure 59). Ainsi, plus le temps passé
en contact social est long, plus la souris émet un nombre d'USVs important. En ce sens, des
données chez la souris ont montré que I'émission d'un plus grand nombre d'USVs ainsi que
l'augmentation des fréquences représentent un état émotionnel plus positif (Chabout et al.,
2012; Lefebvre et al., 2020). Sur tous les paramétres mesurés de fréquence maximale et
minimale, de durée moyenne et de bande de fréquence, nous n‘obtenons pas d'effet de
lumiere par la lumiere bleue (nombre d'USVs : W=8, NS; fréquence maximale : W=8, NS;

fréquence minimale : W=6, NS; bande de fréquence : W=8, NS; durée moyenne d'une USV :
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W=6, NS)(Figure 60) ni par la lumiére verte (nombre d'USVs : W=38, NS; fréquence maximale :
W=38, NS; fréquence minimale : W=8, NS; bande de fréquence : W=8, NS; durée moyenne
d'une USV : W=4, NS)(Figure 60). Les résultats montrent que pour la libération d'Ach, les USVs
sont émises a une fréquence plus importante par rapport aux contréles (W=25, p<0.01)(Figure
61 B) méme s'il n'y a pas de différence sur le nombre, la fréquence minimale, la largeur de
bande de fréquence ni sur la durée moyenne suite a la libération d'Ach (respectivement
W=25.5, NS; W=20, NS; W=20, NS; W=20, NS)(Figure 61 A et C-E). Pour l'inhibition de la
libération de I'Ach, il n'y a pas de différence significative sur le nombre d'USVs, sur leurs
fréquences maximale et minimale ni sur leur durée moyenne et leur bande de fréquence
(W=15, NS; W=15, NS; W=15, NS; W=10, NS; W=15, NS)(Figure 61). Pour conclure, ces

données démontrent que la libération d'Ach déclenche une fréquence d'appel plus élevée.

Corrélation entre le nombre USVs et le Temps de contact
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Figure 59. Corrélation entre le nombre d'USV et le temps de contact. p<0.05 test de
spearman réalisé.
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Figure 60. Vocalisation ultrasonique des lumiéres bleues et des lumieres vertes. A)
Nombre de vocalisations. B) Fréquence maximale des USVs. C) Fréquence minimale. D) Bande
de fréequence des vocalisations. E) Durée moyenne dune vocalisation. La ligne rouge
représente la moyenne du groupe contrdle (groupe non stim) que I'on met a 100%. L indication
« * » représente une différence significative entre la libération de I'Ach et le la moyenne du
groupe contréle (groupe non stim) que I'on met a 100%.
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Figure 61.Vocalisation ultrasonique des ChR2 et des Halo.. A) Nombre de vocalisations. B)
Fréquence maximale des USVs. C) Fréquence minimale. D) Bande de fréquence des USVs. E)
Durée moyenne d’une vocalisation. La ligne rouge représente la moyenne du groupe contrdle
(groupe non stim) que I'on met a 100%. Nous analysons si la libération ou Il'inhibition de la
libération est différente du contrdle. L'indication « * » représente une différence significative
entre la libération de I'’Ach et la moyenne du groupe contrdle (groupe non stim) que I'on met
a 100%.

J'ai montré que les USVs sont corrélées au nombre de contacts sociaux. En ce sens, des
études ont montré que I'émission d'USVs a haute fréquence entraine une augmentation des
approches (Kummer et al., 2011; Wang et al., 2008). De plus, I'émission des hautes fréquences
chez la souris entraine des USVs plus positives (Chabout et al., 2012; Lefebvre et al., 2020). Mes
données montrent que la modulation de la libération d'Ach perturbe les fréquences maximales

175



des USVs. De plus, les résultats comportementaux (pendant le SIT) témoignent d'une
perturbation des approches, des contacts et des échappements sociaux. Ces résultats peuvent

s'expliquer par une perturbation des USVs.

Nous avons donc décidé de synchroniser les USV avec le comportement de tels sorte a
avoir I'émissions des USV spécifiques lors des différents comportements de l'interaction
sociale. Cette manipulation nous permet de savoir si il y a des différences au niveau des
parametres des USV (nombres, fréquences, etc ..) lors de comportements spécifiques ou plus
gobablement quelque soit le comportement. Jai donc choisi de vous montrer la
synchronisation du comportement avec la fréquence maximale car c'est uniquement sur ce
parametre, qui est sensible a la modulation d'Ach, (Figure 62). Durant certains comportements,
aucunes USVs ne sont émises (comportements représentés par une ligne grise dans la Figure
62). L'augmentation de la libération d’Ach dans le Prl entraine une augmentation significative
de la fréquence maximale des vocalisations sur presque tous les comportements analysés. De
plus, nous pouvons voir que pour la libération de I'Ach, un grand nombre de comportements
étaient significatifs pour 0-4 et 4-8 min entre le groupe ChR2 et le groupe ChR2 non stimulé

que I'on a mis a 100% (Figure 62 A et B, voir Tableau 11 et 12).

Cependant, méme si nous n'obtenons pas de différence significative entre
I'Halorhodopsine stimulée et I'Halorhodopsine non stimulée que I'on met a 100%, au niveau
global, nous pouvons voir un effet spécifique au niveau des USVs. En effet, pour les quatres
premieres minutes, nous observons une diminution de la fréquence maximale des USVs émises
lors de l'approche de I'hGte suivi d'un contact suivi d'un échappement de I'hote (W=15,
p<0.05)(Figure 62 A) ainsi gu'une augmentation de la fréquence maximale d'USVs émises lors
d'approche du visiteur suivi d'un contact suivi d'échappement de I'héte (W=20, p<0.05)(Figure

62 B).

Concernant les quatres dernieres minutes, nous avons une augmentation de la
fréquence maximale pour les contacts de sens opposé (W=20, p<0,05), une diminution de la
fréquence maximum d'USV pour I'approche de I'héte sans contact (W=0, p<0,01)(Figure 62
B), et de la fréquence maximale des USVs émises durant I'approche de I'h6te suivi d'un contact

suivi de I'échappement de I'héte (W=10, p<0,05)(Figure 62 B).
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Figure 62. Fréquence maximale des USVs émises en pourcentage selon le groupe contréle

et en fonction du type de comportement. A) Synchronisation de la fréquence maximale des
USVs et du comportement lors des quatres premieres minutes de l'interaction sociale. B)
Synchronisation de la fréquence maximale des USVs et du comportement lors des quatres
derniere minute de l'interaction sociale. Chaque partie du cercle représente le comportement
enregistré lors de l'interaction sociale. La premiére ligne rouge représente 100%, le gros point
bleu représente la différence significative entre le 100% et la libération d’Ach et le gros point
vert représente la différence significative entre le 100% et I'inhibition de la libération d’Ach. La
couleur cyan représente une différence significative entre la libération d’Ach et I'inhibition de
[‘Ach. Les USVs qui ne sont pas émises durant un comportement sont représentées avec la
couleur grise. Cette absence de données explique que ce comportement ne soit pas associé
avec ['USV.

Je peux donc conclure que la différence de fréquence maximale observée pendant la
libération de I'Ach comparée aux groupes non stimulés n’est pas due a un comportement
spécifique. En revanche, l'inhibition de la libération de I'Ach (groupe Halo) a montré une
diminution de la fréquence maximale de I'USV sur certains comportements séquentiels
spécifiques, comme I'approche-contact-fuite (comportements affectés significativement par la
diminution de libération de I'Ach). Suite a cela, j'ai essayé de voir si la perturbation des USVs
pouvait expliquer la perturbation des comportements. Pour cela, j'ai réalisé des matrices de
corrélation en me concentrant sur les événements d'approche, de contact et d'échappement
(principaux comportements significatifs en IS). Aucune corrélation n'a été trouvée entre la
fréequence maximale des USVs et les comportements d'approche, de contact et

d'échappement.

Les résultats montrent que la libération d'Ach entrainait une augmentation de la
fréquence maximale durant les approches. Le blocage de la libération de I'’Ach entraine une
diminution de la fréquence maximale d'USV durant I'approche de I'héte. Suite a ce résultat, je
me suis demandé si la perturbation des USVs émises durant I'approche sociale pouvait
déclencher un effet comportemental. Pour répondre a cette question, j'ai calculé la probabilité
que la souris fasse un comportement B apres un événement A ainsi que la probabilité que la
souris fasse un comportement A avant I'événement B. La multiplication de la probabilité de A
vers B et de B vers A donne une probabilité de transition (Figure 63 A). La probabilité de
transition a été calculée sur la transition entre les approches, les contacts et les échappements.
Les probabilités de transition ne montrent pas de différence entre les groupes expérimentaus,
démontrant que chez les animaux Halo, la perturbation des fréquences de vocalisation lors des
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approches n'entraine pas de changement de la probabilité de transition approche contact et

échappement (un changement de la probabilité de transition est illustré en Figure 63 B).
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Figure 63. Probabilités de transition.

Probabilité de transition sur les approches de I'hdte avec I'échappement du visiteur.
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Tableau 7. Tous les résultats statistiques de l’effet lumiére dans I'IS sur le nombre

d’événements 0-4 et 4-8 minutes.

Comportement Lumiere bleue Lumiere bleue Lumiere verte vs Lumiére verte vs
vs 100% vs 100% 100% 100%
Nombre 0-4 min | Nombre 4-8 min | Nombre 0-4 min Nombre 4-8min
o p =0.2188 p =0.03247 p =0.08063 p =0.2188
@ p =0.02823 p =0.0314 p =0.76 p =0.0314
L 8% p =0.2217 p =0.2217 p =0.03247 p =0.76
e p =0.0314 p =0.76 p =0.7585 p =0.424
- 28 p =0.76 p =0.76 p =0.2217 p =0.2217
= p =0.2188 p =0.2217 p =0.03247 p =0.76
[ &) p =0.76 p =0.76 p =0.76 p =0.76
oe e p =0.07245 p =0.7585 p =0.7585 p =0.2159
o*oete p =0.02224 p =0.2159 p =0.757 p =0.2188
o ec™o p =0.76 p =0.2188 p =0.7585 p =0.76
orcelo p =0.76 p =0.7585 p =0.76 p =0.7585
o e p =0.76 p =0.2217 p =0.2217 p =0.76
ooe p =0.07858 p =0.2188 p =0.2217 p =0.76
e p =0.03033 p =0.2217 p =0.76 p =0.424
00 p =0.76 p =0.03247 p =0.76 p =0.2188
0 p =0.2217 p =0.2217 p =0.76 p =0.76
ore p =0.2188 p =0.76 p =0.2217 p =0.2217
ol o p =0.76 p =0.2188 p =0.76 p =0.76
L Jo, 2 p =0.08063 p =0.76 p =0.76 p =0.7585
Avoit B p =0.2217 p =0.2159 p =0.7585 p =0.03247
B voit A p =0.03247 p =0.0314 p =0.2188 p =0.76
L B p =0.03247 p =0.03247 p =0.2188 p =0.2159
oL & p =0.2217 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
i g®) p =0.2188 p =0.2159 p =0.76 p =0.7585
® p =0.2217 p =0.03247 p =0.03247 p =0.03247
O p =0.7585 p =0.2099 p =0.2217 p =0.2159
Agressivité p =0.07245 p =0.2188 p =0.2099 p =0.1914
Dos a dos p =0.1914 p =0.7524 p =0.757 p =0.2099
“Paw” p =0.2188 p =0.2188 p =0.76 p =0.2188
Redressement p =0.2099 p =0.2188 p =0.2217 p =0.757
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Tableau 8. Tous les résultats statistiques de Il'effet lumiére dans I'IS sur la durée

d'événements 0-4 min and 4-8 min

Comportement Lumiére bleue vs | Lumiére bleue vs | Lumiére verte vs | Lumiére verte vs
100% 100% 100% 100%
Durée 0-4 min Durée4-8 min Durée 0-4 min Durée 4-8 min
o0 p =0.76 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
& p =0.76 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
L 8% p =0.2217 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
e p =0.03247 p =0.7585 p =0.03247 p =0.2217
29 p =0.2217 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
= p =0.2217 p =0.76 p =0.03247 p =0.76
L &) p =0.76 p =0.2217 p =0.76 p =0.76
e ® p =0.2099 p =0.7585 p =0.7585 p =0.2188
c*os™e p =0.02224 p =0.2188 p =0.7585 p =0.2217
o oo™ p =0.76 p =0.2217 p =0.2217 p =0.76
ele Jie p =0.76 p =0.76 p =0.76 p =0.2217
o™ 80 p =0.76 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
ooe p =0.76 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
® I p =0.0314 p =0.76 p =0.76 p =0.2217
eC*0 p =0.76 p =0.03247 p =0.76 p =0.2217
>0 p =0.76 p =0.76 p =0.76 p =0.76
o> e p =0.76 p =0.76 p =0.76 p =0.76
o] o2 p =0.76 p =0.76 p =0.76 p =0.76
[ Yor o p =0.03247 p =0.76 p =0.76 p =0.76
Avoit B p =0.76 p =0.2217 p =0.76 p =0.76
B voit A p =0.2217 p =0.76 p =0.2217 p =0.76
L Y p =0.76 p =0.03247 p =0.76 p =0.76
oL & p =0.76 p =0.76 p =0.03247 p =0.2217
o0 p =0.2217 p =0.76 p =0.76 p =0.7585
e p =0.2217 p =0.76 p =0.76 p =0.76
O p =0.2217 p =0.2217 p =0.76 p =0.76
Agressivité p =0.07245 p =0.2188 p =0.2099 p =0.1914
Dos a dos p =0.1914 p =0.7585 p =0.7585 p =0.7539
“Paw” p =0.2217 p =0.76 p =0.76 p =0.7585
Redressement p =0.2099 p =0.2188 p =0.2217 p =0.757
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Tableau 9. Tous les résultats statistiques de ChR2 stim vs 100% et Halo stim vs 100% sur

le nombre de comportement 0-4 min et 4-8 min.

Comportement Chr2 vs 100% Chr2 vs 100% Halo Vs 100 % Halo Vs 100 %
Nombre 0-4 min Nombre 4-8 min Nombre 0-4 min Nombre 4-8min
[ 9] p =0.3462 p =0.3472 p =0.7072 p =0.7072
& p =0.3462 p =0.3472 p =0.7067 p =0.7072
L 8 p =0.3462 p =0.6546 p =0.2015 p =0.02934
e p =0.3472 p =0.04843 p =0.7072 p =0.0291
&, p =0.04888 p =0.04888 p =0.7072 p =0.7072
= p =0.002567 p =0.3462 p =0.7063 p =0.0291
5 p =0.3472 p =0.04888 p =0.7072 p =0.2008
oe)® p =0.04046 p =0.04843 p =0.7055 p =0.7055
o*cee p =0.2935 p =0.3462 p =0.02456 p =0.7067
o ec™o p =0.3462 p =0.04753 p =0.07363 p =0.029
oTCe O p =0.3462 p =0.3462 p =0.7072 p =0.7067
PR e p =0.04888 p =0.3472 p =0.2008 p =0.02934
of*oe p=1 p =0.04888 p =0.2008 p =0.2008
CO® p =0.04888 p =0.3462 p =0.0291 p =0.7072
ec0 p =0.3472 p=1 p =0.2008 p =0.0291
>0 p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.02934
or@ p=1 p =0.002778 p =0.0291 p =0.7072
o> p =0.3472 p =0.04888 p =0.393 p =0.2001
[ Jor o p =0.3472 p =0.3472 p =0.7067 p =0.7072
Avoit B p=1 p=1 p=1 p =0.7067
B voit A p =0.3472 p =0.3472 p =0.2008 p =0.7072
. p =0.3462 p=1 p =0.7063 p =0.7072
oL & p =0.3472 p =0.002778 p =0.2008 p =0.7067
0 p =0.3472 p =0.04934 p =0.2015 p =0.7072
® p =0.04888 p =0.04934 p =0.7072 p =0.2015
O p =0.04934 p =0.3472 p =0.7072 p =0.7072
Agressivité p =0.04485 p =0.002221 p =0.705 p =0.7028
Dos a dos p =0.008113 p =0.002221 p =0.7024 p =0.705
“Paw” p =0.3462 p =0.04843 p=1 p =0.7072
Redressement p =0.04708 p=1 p =0.2008 p =0.7067
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Tableau 10. Tous les résultats statistiques de ChRZ2 stim vs 100% et Halo stim vs 100% sur

la durée de comportement 0-4 min et 4-8 min.

Comportement Chr2 vs 100% Chr2 vs 100% | Halo Vs 100 % Halo Vs 100 %
Durée 0-4 min | Durée 4-8 min | Durée 0-4 min Durée 4-8 min
o p=1 p =0.04934 p =0.7072 p =0.7072
@ p=1 p =0.04934 p =0.7072 p =0.7072
o p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.7072
e p=1 p =0.04934 p =0.7067 p =0.7072
o) p =0.3472 p =0.3472 p =0.2015 p =0.7072
= p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.02934
[ e p =0.3472 p =0.3472 p =0.7072 p =0.2015
oe e p =0.04046 | p =0.002725 | p =0.00194 p =0.7055
o *oee p =0.3472 p =0.04888 p =0.00148 p =0.7072
e e p =0.3472 p =0.3472 p =0.7072 p =0.7072
OTOe|O p =0.04934 p =0.04934 p =0.7072 p =0.2008
o™ e p =0.002778 p =0.3472 p =0.2015 p =0.02934
oroe p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.02934
o e p =0.04934 p =0.3472 p =0.02934 p =0.7072
olie) p=1 p =0.3472 p =0.2015 p =0.002035
>0 p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.002067
ore p =0.3462 p =0.04934 p =0.7072 p =0.02934
o] 2 p =0.3472 p =0.04934 | p =0.002067 p =0.7072
[ Jor 2 p =0.3472 p =0.04934 p =0.02934 p =0.7072
Avoit B p =0.3472 p =0.04934 p =0.2015 p =0.02934
B voit A p =0.3472 p =0.3472 p =0.7072 p =0.2015
L 1o p =0.3472 p =0.3472 p =0.7072 p =0.02934
oL & p=1 p =0.3472 p =0.7072 p =0.7072
o0 p =0.3472 p =0.04934 p =0.02934 p =0.2015
e p =0.3472 p =0.04934 p =0.7072 p =0.7072
O p=1 p =0.3472 p =0.7072 p =0.2015
Agressivité p =0.04485 p =0.002268 p =0.705 p =0.001758
Dos a dos p =0.04485 p =0.002221 p =0.7028 p =0.7055
“Paw” p =0.002671 | p =0.04843 p =0.7072 p =0.7072
Redressement p =0.04708 p =0.3462 p =0.2008 p =0.7067




Tableau 11. Tous les résultats statistiques des effets lumiére sur la synchronisation des

USV et du comportement.
behavior Lumiere bleue vs Lumiere bleue vs Lumiere verte vs Lumiere verte vs
100% 100% 100% 100%
0-4 min 4-8 min 0-4 min 4-8 min
[ @) p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.1002
@ p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.1002
L 8% p =0.1002 p =0.1002 p =0.3286 p =0.7671
e p =0.4811 p =0.4811 p =0.3286 p=1
29 p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.4811
=© p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.4811
[ e p =0.1002 p =0.1002 p=1 p =0.1386
o e e p =0.1386 p =0.1386 p =0.7671 p =0.7671
or*cee p =0.4795 p =0.4795 p =0.7671 p =0.1386
e e p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.4811
oToe 0 p =0.7671 p =0.7671 p =0.3286 p =0.1002
o0 p =0.4811 p =0.4811 p =0.3286 p =0.4811
OT*C’ p =0.1386 p =0.1386 p =0.4811 p =0.1002
® 30 p =0.2207 p =0.2207 p =0.7671 p =0.7671
.OTb p =0.1386 p =0.1386 p =0.3286 p =0.1002
>0 p =0.1002 p =0.1386 p =0.4811 p =0.1002
o> ® p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.4811
o] o p =0.1386 p =0.1386 p =0.3286 p =0.1002
L Jo, 2 p =0.1002 p =0.1002 p =0.3286 p =0.1002
A voit B p =0.1386 0.1386 p =0.3286 p =0.1002
B voit A p =0.4811 p =0.4811 p =0.8451 p =0.1002
'Y p =0.1002 p =0.1002 p =0.3286 p =0.1002
He. p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.4811
O p =0.1002 p =0.1002 p =0.4811 p =0.7671
e p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.1002
) p =0.1002 p =0.1002 p =0.8451 p =0.1002
Agressivité p =0.1386 p =0.2207 p=1 p =0.4795
Dos a dos NA NA NA NA
“Paw” p =0.1002 p =0.1002 p =0.7671 p =0.1386
Redressement NA NA NA NA
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Tableau 12. Tous les résultats statistiques sur le résultat de la modulation d’Ach sur la

synchronisation des USV et du comportement

Comportement Chr2 vs 100% Chr2 vs 100% Halo Vs 100 % Halo Vs 100 %
0-4 min 4-8 min 0-4 min 4-8 min
[ @] p =0.0108 p =0.0168 p=1 p =0.3889
@& p =0.0108 p =0.0108 p=1 p =0.3889
L 8% p =0.0108 p =0.0168 p =0.3889 p =0.3889
e p =0.02973 p =0.02973 p =0.007495 p =0.2272
- 29 p =0.0108 p =0.0168 p =0.3889 p =0.2272
= p =0.2272 p =0.0168 p =0.6558 p =0.0108
[ e p =0.2272 p =0.0168 p=1 p =0.6558
o e e p =0.02973 p =0.02973 p =0.0168 p =0.02973
ooee p =0.07364 NA p =0.0108 p =0.2272
o es™o p =0.0108 p =0.0168 p =0.3889 p =0.6558
oToel0 p=1 p =0.02973 p =0.3889 p =0.6558
PR p =0.0168 p =0.02973 p=1 p =0.1188
o oe p=1 NA p=1 p =0.2272
® 30 NA NA p =0.4945 p =0.4945
eC™0 p =0.0168 p =0.2272 p =0.3889 p =1
>0 p =0.0108 p =0.0168 p=1 p =0.005494
ore p =0.2272 p =0.0108 p=1 p =0.6558
o> p =0.2272 p =0.0168 p=1 p =0.1188
{ Yoo o p =0.0108 p =0.0108 p =0.3889 p =0.3889
A voit B p =0.4945 p =0.0168 p =0.3889 p =0.2272
B voit A p =0.2272 p =0.0108 p =0.3889 p =0.06889
. p =0.0108 p =0.0108 p =0.3889 p =0.3889
oL & p =0.4945 p =0.02973 p =0.3889 p =0.3889
0 p =0.0168 NA p =0.1188 p=1
M p =0.0108 p =0.00729 p =0.3889 p =0.3889
o) p =0.0108 p =0.0168 p=1 p =0.3889
Agressivité p =0.07364 NA p =0.0108 NA
Dos a dos NA NA NA NA
“Paw” p =0.0108 NA p =0.6558 p =0.6558
Redressement NA NA NA NA
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2.3.Syntheése des résultats

L'étude de la microdialyse montre un effet non spécifique de la lumiere : elle entraine une
libération d'Ach. Dans le test des trois chambres, il n'y a pas d'effet non spécifique de la lumiere.
Mais nous pouvons observer un effet spécifique de la lumiere dans le test d'interaction sociale.
Nous pouvons aussi voir que I'effet de la lumiére verte et de la lumiere bleue va dans la méme
direction. Ainsi, nous pouvons supposer un effet de la chaleur sur le comportement. Les effets
de la lumiere dans I'IS ressemblent a ceux observés lors de la ChR2. Par conséquent, je peux

supposer que l'effet lumiere entraine une faible libération d'Ach.

La libération d'acétylcholine n'a pas d'effet sur la motivation sociale, mais nous pouvons
observer une différence dans le test d'interaction sociale. Je peux suggérer que l'implication
de I'Ach était différente du groupe non stimulé dans les deux taches. De plus, les résultats dans
la tache d'interaction sociale montrent que la libération d'Ach augmente |'approche et
I'échappement du visiteur, alors que l'inhibition de la libération de I'Ach entraine une

augmentation des approches de I'h6te et de la fuite du visiteur.

Ainsi, la modulation de I'Ach dans le cortex préfrontal perturbe I'approche sociale. En effet,
la libération d'Ach dans le Prl contréle I'approche des animaux hotes avec une diminution des
approches lorsqu’on augmente I'’Ach et une augmentation des approches lorsqu’on la diminue.
Le trois chambres nous indique que la motivation sociale n'est pas altérée. Par conséquent, je
peux proposer que dans le test d'IS, l'initiation des approches pour faire un contact est
perturbée. Mes données ne montrent aucun effet comportemental dans le test des trois
chambres, mais par contre, nous observons des altérations comportementales dans I'IS. Je peux
supposer alors que l'implication du prélimbique est différente entre ces deux tests. Je montre
aussi que la libération ou le blocage d’Ach augmente la fuite de la souris visiteuse aprés un
contact. Je peux donc émettre I'hypothese que la modulation de I'Ach déclenche un contact

de mauvaise qualité, ce qui augmenterait la fuite du visiteur.

La libération d'Ach dans le cortex prélimbique déclenche une émission d’USV a plus haute
fréquence. Le blocage de la libération d’Ach ne montre pas de différence entre le groupe
Halorhodopsine stimulé et le groupe non stimulé normalisé a 100%. Lorsque nous

synchronisons les USVs avec les comportements sociaux, nous observons que I'augmentation
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de la fréquence des USVs lors de la libération d’Ach n'était pas spécifique a un comportement
particulier. Méme si je n'ai pas vu d'effet sur les USVs lors de l'inhibition de I'Ach, la
synchronisation des USVs avec les comportements sociaux nous a permis de montrer que les
comportements d'approche de I'h6te et de contact sont associés a une diminution de la
fréquence maximale des USVs. Malgré ces effets observés lors de la synchronisation des USVs
et du comportement, je n‘ai pas été en mesure de déterminer si la perturbation des USVs

pouvait influencer le comportement.
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Discussion

188



Discussion

1. Validation de la méthodologie

1.1.Les souris ouris ChAT-IRES-Cre présentent une altération de la voie de

biosyntheése de I'Ach

1.1.1. Altération de la voie de biosynthése de I'Ach

J'ai montré que les souris ChAT-IRES-Cre présentent une diminution des genes CHT,
ChAT et VAChT codant pour la voie de biosynthese de I'acétylcholine dans le striatum dorsal
comparé aux WT. L'altération de la voie de biosynthése de I'Ach a déja été observée dans
I'étude de Chen et collaborateur dans laquelle les auteurs montrent une diminution de la
protéine ChAT mais pas d'altération de VAChT (Chen et al., 2018). Cette divergence avec mes
résultats sur les ARNm VAChT peut étre due au fait que les deux études ont été réalisées sur

des structures cérébrales différentes, a savoir I'hippocampe et le striatum.

Une des explications possibles de cette altération peut étre due aux manipulations
génétiques qui ont été nécessaires pour manipuler les souris ChAT-Cre. En effet, cette
manipulation génétique pourrait modifier I'efficacité des génes ou de la stabilité de I'ARNm.
En théorie, il ne devrait pas y avoir de probleme de transcription de genes chez nos souris
ChAT-IRES-Cre sauf si la séquence IRES et Cre est insérée sur un élément amplificateur du gene
ChAT, qui serait, par conséquent, perturbée. Une telle modification génétique pourrait induire
une diminution du niveau de transcription non seulement du gene ChAT, mais aussi du gene
VAChT, puisque les deux génes ChAT et VAChT sont entremélés et partagent un promoteur et
tres probablement plusieurs séquences régulatrices (Bejanin et al., 1994; Cervini et al., 1995; De

Gois et al., 2000).

La modulation de I'expression de ces trois genes pourrait également se produire en
partie au niveau post-transcriptionnel par un mécanisme de régulation de la stabilité des
transcriptions impliquant leur région 3' non traduite (3'UTR). Ceci pourrait étre vrai pour les
ARNm de la ChAT, puisque la transcription du gene de la ChAT chez les souris ChAT-IRES-Cre
conduit a la syntheése d'un ARNm « polycistronique » contenant la séquence Cre en aval de la

séquence codante de la ChAT. Le 3'UTR des ARNm de la ChAT est ainsi modifié, ce qui peut
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altérer leur stabilité. Cependant, cette hypothése n'est pas valable pour les ARNm VAChT et
CHT, dont les 3'UTR restent inchangés chez les souris ChAT-IRES-Cre par rapport aux souris
WT.

Une autre hypothese est I'effet toxique de la Cre recombinase. Des études ont montré
qu'une surexpression de la Cre peut induire une toxicité au niveau de la cellule (Harno et al,
2013; Schmidt et al.,, 2000; Schmidt-Supprian and Rajewsky, 2007). Chez les souris ChAT-IRES-
Cre, la Cre peut étre détectée directement dans le cerveau adulte (Chen et al.,, 2018). De plus,
des études ont montré que l'on pouvait détecter la ChAT et la VChAT des le stade
embryonnaire chez les animaux WT (Holler et al, 1996; Schambra et al., 1989; Tallini et al,
2006). Ces arguments suggerent qu'il est tout a fait possible que I'expression de la Cre soit
présente depuis le début du développement embryonnaire jusqu'a l'age adulte. Cette
exposition prolongée pourrait donc provoquer un effet toxique pour I'expression des genes

cholinergiques.

1.1.2. _ Vieillissement du systéme cholinergique

Plusieurs données de la littérature ont montré que le vieillissement du systeme
cholinergique provoque des déficiences cognitives (Gage et al., 1988; Nieves-Martinez et al,
2012; Schliebs and Arendt, 2011). Il est donc important de savoir si le vieillissement du systeme
cholinergique affecte nos comportements de maniére plus importante que le vieillissement

normal.

Durant le premier chapitre , nous avons travaillé chez des souris agées de 11-12 mois.
Cet age correspond au milieu de la vie de I'animal. Les résultats montrent qu'a cet age on peut
observer une diminution des comportements affiliatifs et de dominances sans altérer la
communication vocale. Cependant, cette diminution de la motivation sociale est indépendante
du génotype puisqu'il n'y a pas de différence entre les souris ChAT-IRES-Cre et les souris WT
de 11-12 mois. Plusieurs travaux antérieurs ont déja montré que I'age (20-24 mois) provoque
une diminution des contacts sociaux, comparé aux rats (Salchner et al., 2004) ou aux souris
(Boyer et al.,, 2019) jeune (2-3 mois). Seules quelques études ont dressé les conséquences du
vieillissement sur l'interaction sociale chez les souris d'age moyen comparé aux jeunes adultes
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(Boyer et al, 2019; Shoji et al., 2016). Dans ces études, les auteurs ont montré que Il'age
diminuait le contact social. Cette différence par rapport aux résultats obtenus peut
probablement s’expliquer par le fait que dans le test on a une induction de la dominance avec
les 30 minutes d'habituation avant l'arrivée de la souris visiteuse. Tandis que dans I'étude de
Boyer et collaborateur (2019) et Shoji et collaborateur (2016) les souris sont directement mises

dans une nouvelle cage sans habituation.

Dans mes données, la seule différence observée entre les ChAT-IRES-Cre et les WT est
une diminution du temps passé dans la zone sociale pour le test de trois chambres. Mais les
souris ChAT-IRES-Cre d'age moyen ne montre aucune différence de temps de contact entre

les deux congéneéres dans le test de trois chambres comparé au WT d'age moyen.

L'ensemble de ces données montre que le vieillissement du systéeme cholinergique n’est

pas différent entre les souris ChAT-IRES-Cre et les souris WT.

1.2. Les altérations comportemental des ChAT-IRES-Cre

1.2.1.Les souris ChAT -IRES-Cre présentent t'elle un augmentation de I'anxiété ?

Les souris ChAT-IRES-Cre sont plus rapides a réagir a un stimulus menacant. Ces
données peuvent suggérer une augmentation des comportements d'anxiété chez les souris
ChAT-IRES-Cre. Les données de la littérature n‘ont pas montré de différence d'anxiété dans un
test open field, ou de labyrinthe en croix surélevée (Chen et al., 2018). De plus, mes résultats
n'‘ont pas montré de différences en matiere de vocalisations ultrasoniques chez les souris
ChAT-IRES-Cre comparés aux souris WT. Chez le rongeur, il a été montré que les USV sont des
marqueurs émotionnels (Chabout et al., 2012). En effet, dans un contexte plus anxieux ou de
peur, les souris ont tendance a émettre des USV vocalisations de plus basses fréquences (<60
kHZ), alors que dans les situations plus positives ou non anxiogenes, les vocalisations de souris

sont de plus haute fréquence (>60kHZ) (Chabout et al., 2012; Lefebvre et al., 2020).

La neurobiologie de I'anxiété est largement décrite dans la littérature. Les principales
structures impliquées dans la peur et I'anxiété sont le CPFm, I'amygdale, le locus coeruleus,

I'hippocampe et matiere grise périaqueducale (PAG) (Bourin, 2013; Daviu et al., 2019; Raybuck
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and Gould, 2010; Wilson and Fadel, 2017). L'Ach joue un réle important dans I'anxiété. Par
exemple, les récepteurs muscariniques de I'hippocampe ventral sont impliqués dans I'induction
de I'anxiété et leur activation favorise I'évitement social (Mei et al., 2020). Dans I'amygdale,
I'Ach peut réguler I'apprentissage de la peur et I'extinction des comportements anxieux liés a
la peur (Wilson and Fadel, 2017). De plus, l'activité des récepteurs nicotiniques peut déclencher
un effet bimodal sur le comportement : de faibles doses de nicotine peuvent avoir un effet

anxiolytique, tandis que des doses élevées peuvent avoir un effet anxiogene (File et al., 1998).

Les données suggerent que la réaction rapide face au stimulus menagant ne semble pas

étre déclenchée par une anxiété accrue.

1.2.2.Les souris ChAT-IRES-Cre ont-elles un déficit olfactif ?

Dans le but de vérifier si les souris ChAT-IRES-Cre ont un probleme olfactif, nous avons
réalisé un test permettant de mesurer I'olfaction d'une odeur neutre, d'une odeur non sociale,
et d'une odeur sociale. Pour ce faire, nous avons mesuré le temps que la souris passait a renifler
le coton mis dans sa cage de vie. Dans ces expériences nous présentons 3 odeurs différentes
dans cet ordre : odeur neutre, odeur non sociale et odeur sociale (voir Figures 37). Chaque
odeur est présentée trois fois. Nous mesurerons I'habituation en comparant le résultat des 3
expositions de la méme odeur. Si on trouvait une différence significative, nous considérions
que la souris s'habituait a cette odeur. La mesure de déshabituation consistait en une différence
significative entre la troisieme présentation d'une odeur et la premiere présentation d'une

nouvelle odeur.

Dans la littérature, il a été montré que I'eau et I'amande sont des odeurs neutres (Yang
and Crawley, 2009). De plus, Yang et Crawley (2009) ont montré que l'odeur d’amande
provoque une déshabituation. Mes résultats montrent une absence de déshabituation a I'odeur
d'amande pour les WT. Ces différences de résultat peuvent peut-étre s'expliquer par la
propriété des odeurs. En effet, une odeur est une substance volatile qui peut se diffuser dans
toute la cage de vie de I'animal. Si une souris présente une olfaction normale on peut s'attendre
a ce qu'elle ne soit pas obligée de s'approcher du coton tige pour sentir 'odeur. A I'inverse un
probleme olfactif ou le fait d'étre exposé a une odeur attrayante peut augmenter la durée de
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reniflement du coton-tige. Donc, le fait que les souris WT Jeune ne montrent pas
d'habituation/déshabituation peut simplement s'expliquer par le fait qu'elles n‘ont pas besoin
de se rapprocher du coton tige pour sentir I'odeur. Si je suis cette hypothese, les souris ChAT-
IRES-Cre jeune ne devraient pas avoir de probleme pour détecter les odeurs non sociales.
Cependant, a I'dage moyen, nous pouvons observer qu'une plus grande proportion de souris
(WT et ChAT-IRES-Cre) réagissent a I'odeur d’amande (FIg 37 D). Cela suggere qu'avec I'age il
peut y avoir une diminution de l'olfaction. Je peux aussi émettre une autre hypothese qui
pourrait étre que le temps de reniflage est une mesure qui est assez limitée du fait que la souris
doit étre proche du coton-tige pour mesurer le temps de reniflage. Je pourrais donc mesurer
le temps que la souris passe prés du coton-tige afin d'avoir une mesure plus précise de

I'olfaction.

De plus, les résultats montrent que les souris WT ont une déshabituation entre I'odeur
d'amande et l'odeur sociale, cela pourrait suggérer que les odeurs sociales sont plus
attrayantes qu'une odeur neutre comme I'amande. En revanche, chez les souris ChAT-Cre, on
observe pas de déshabituation face a une nouvelle odeur sociale. Ce résultat permet de
supposer un trouble olfactif chez les souris ChAT-Cre. dans la littérature il a été montré que
chez les rongeurs le systeme olfactif contient 2 sous-systemes sensoriels qui sont relativement
distincts : le systéeme principal et le systeme voméronasal (OVN) qui se projette vers le bulbe
olfactif accessoires (AOB) (Li and Dulac, 2018; Liu et al,, 2014). Le systeme olfactif principal
permet de détecter toutes les odeurs (comme par exemple I'eau et I'amande) et le OVN détecte
les phéromones et les Kairomones présents dans les odeurs sociales (Li and Dulac, 2018). Une
altération du OVN altere la perception des odeurs sociales comme par exemple la perception
des odeurs de femelle ou celle de prédateurs (Liu et al., 2014; Mohrhardt et al., 2018). De plus,
il a été montré que les bulbes olfactifs recoivent des entrées cholinergiques assez denses du
prosencéphale basal et l|'activation ou l'inhibition de cette innervation cholinergique
permettent de moduler la détection des odeurs (Smith et al., 2015), tandis que le tonus
cholinergique du OVN est impliquée dans le traitement olfactif (Mandairon et al., 2006;
Marking et al., 2017; Smith et al., 2015). Des expériences électrophysiologiques ont démontré
que la modulation muscarinique des bulbes olfactifs induit des effets opposés sur les cellules
granuleuses de I'AOB et sur la MOB, suggérant une modulation cholinergique complexe entre
les odeurs sociales et les odeurs non sociales (Smith et al., 2015). Je peux ainsi suggérer que
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les animaux ChAT-IRES-Cre ont une altération du tonus cholinergique qui peut conduire a un
impact différentiel sur le systeme olfactif principal ou I'organe voméronasal qui pourrait en

partie expliquer le probleme de détection de I'odeur social.

Afin de mieux comprendre les effets des troubles olfactifs sociaux que I'on observe chez
les souris, il convient de réaliser des études plus approfondies afin de disséquer précisément

le role de I'acétylcholine dans la détection d'une odeur sociale et celle d'une odeur non sociale.

1.2.3.Les souris ChAT IRES-Cre ont t'elles des troubles locomoteurs ou exploratoires ?

Mon étude montre que les animaux ChAT-Cre parcourent moins de distance et passent
plus de temps immobiles que les animaux WT dans le test de 3 chambres, confirmant ainsi des
résultats précédents (Chen et al,, 2018). L'analyse en composantes principales a permis de
remarquer que les parametres locomoteurs appartiennent dans la méme dimension que les
parametres cholinergiques, Cela suggére que l'altération cholinergique est liée aux problémes
de locomotion. Howe et ses collaborateurs (2019) ont montré que l'interaction entre I'Ach et
la dopamine dans le striatum dans les processus moteur. En effet, ils ont montré que
I'augmentation de la dopamine était impliquée dans l'initiation des mouvements spontanés. Il
semblerait que les interneurones cholinergiques du striatum semblent étre impliqués dans un
changement d'état. En effet, ces interneurones cholinergiques semblent étre impliqués dans
I'initiation ou I'arrét du mouvement. Il a aussi été montré que certains mouvements
provoquaient une synchronie entre I'Ach et la dopamine. De plus il a été montré que I'Ach,
pourrait également influencer les circuits locomoteurs, et exploratoire par l'intermédiaire des
noyaux cholinergiques pédonculo pontins tegmental (PPT) et latéro-dorsal (LDTg) qui envoient
des afférences cholinergiques a la substance noire pars compacta (SNpc) et a 'aire tegmentale
ventral (ATV). L'acétylcholine module donc I'activité dopaminergique du striatum (Avale et al,,
2008). Plusieurs études ont disséqué le role de I'acétylcholine sur la locomotion (Avale et al,
2008; Maskos et al., 2005b). Pour ce faire, plusieurs études ont utilisé des vecteurs lentiviraux
afin de restaurer de maniere sélective la transmission cholinergique dans la substance noire ou
dans I'air tegmentale ventrale. Les souris ChAT-Cre montrent une distance parcourue réduite
et une plus grande immobilité. Dans mon étude, les souris ChAT-Cre présentent une motivation

sociale et un comportement d'exploration intact. Il a été montré qu'une interaction entre le
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systeme dopaminergique et le systeme cholinergique dans le noyau accumbens pour la
récompense, la motivation et les comportements dirigés vers un but (Bdez-Mendoza and
Schultz, 2013; Collins et al., 2019; Li et al., 2017; Wu et al,, 1993). Je peux donc suggérer que
I'influence de la voie mésolimbique est fonctionnelle chez la souris ChAT-IRES-Cre. De plus des
études ont montré que seulement 20% des projections de LTDg ou PPTg sur le ATV sont
cholinergiques, les 80% qui reste sont des projections neuronales non cholinergique, alors que
plus de 90% des projections de LDTg ou PPTg sur le SNpc sont cholinergiques (Xiao et al.,
2016). Ceci suggere alors une plus grande sensibilité de la voie nigrostriatale que de la voie
ATV accumbens a la perturbation cholinergique. Pour conclure, la locomotion et |'exploration
sont trés importantes dans les interactions sociales. D'aprés ces données présentées ci-
dessous, les souris ChAT-IRES-Cre présentent un trouble locomoteur mais ne semblent pas

avoir de perturbation exploratoire.

1.2.4.Altération de la décision :

Les résultats montrent que les souris ChAT-Cre ont une augmentation de la durée des
stops durant la tache d'interaction sociale. Notre équipe a précédemment démontré que les
comportements de stop sont des points de choix particuliers au cours desquels une souris
s'arréte et sélectionne le prochain comportement a effectuer. En effet, apres les stops, il a été
montré que la souris peut choisir entre plusieurs séquences sociales (ou non sociales) qui
composent le répertoire comportemental (de Chaumont et al., 2012; Coura et al., 2013; Nosjean
et al, 2015). De plus cette décision est sensible aux interactions entre le systeme
monoaminergique et cholinergique au sein du cortex préfrontal (Coura et al., 2013). Nos souris
ChAT-IRES-Cre ont une augmentation de la durée des stops. De plus, on peut voir dans le test
de trois chambres une augmentation du temps immobilité ainsi qu'une diminution de la
distance parcourue. Ensemble ces données peuvent donc suggérer une perturbation du
processus de prise de décision chez les souris ChAT-Cre. Cette interprétation est soutenue par
le fait que la perturbation du tonus cholinergique dans le striatum altere la sélection des actions
(Aoki et al., 2015; Chudasama and Robbins, 2006; Dautan et al., 2014; Karvat and Kimchi, 2014;

Martos et al,, 2017; Matamales et al., 2016; Ragozzino et al., 2002).
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1.2.5.Effet de la stimulation lumineuse sur le comportement

Les résultats de microdialyse obtenus montrent qu'apres 1 heure de stimulation, on a un
effet de la lumiere, c'est-a-dire que la lumiere seule peut provoquer une augmentation de
libération de I'Ach. On peut voir ce résultat pour tous les groupes de souris (ChR2, Halo ,
lumiere bleue et lumiére verte). De plus, mes données montrent que I'effet lumiere a aussi une
influence sur les comportements mis en ceuvre dans le test d'interaction sociale. Cet effet est
principalement visible sur I'aspect quantitatif, mais moins sur la durée des comportements. De
plus, I'effet lumiére bleue ou verte va dans la méme direction (Fig 54). L'effet lumiere influence
les comportements de I'hdte mais aussi les comportements du visiteur. Cette constatation
montre donc l'intérét d'utiliser des contrbles permettant d'évaluer I'effet de la lumiere et, si

possible, de normaliser les données par rapport a ces effets.

La normalisation que j'ai réalisée par rapport aux groupes non stimulés permet de
s'affranchir de I'effet du vecteur viral. De plus, cette normalisation permet aussi de pouvoir

comparer |'effet de la libération d'acétylcholine a I'effet lié a son inhibition.

Méme en considérant l'effet de la lumiere, les résultats de microdialyse permettent de
montrer que |'effet de la lumiere verte sur I'halorhodopsine diminue I'efflux d'acétylcholine de
maniere significative par rapport a la lumiere verte seule. Cela permet de valider I'effet de
I'illumination en lumiére verte de I'halorhodopsine exprimée dans les terminaisons sur la
diminution de la quantité d'acétylcholine au sein du cortex prélimbique. Je n'ai pas réussi a
démontrer que la stimulation lumineuse de la channelrhodopsine exprimée au niveau des
terminaisons entrainait une augmentation d'Ach supérieure a celle de la seule lumiere durant
une heure de stimulation. Cela peut s'expliquer par le fait du faible nombre d'animaux testés
en microdialyse et de la forte variabilité de nos données. De plus, la durée de stimulation d'une
heure entraine une grande quantité d'Ach libérée uniquement par la lumiére et il est possible

que dans ces conditions la libération spécifique soit difficilement détéctable.

L'effet lumiere non spécifique observé en microdialyse permet également de montrer un
effet d'augmentation de la quantité d'Ach uniquement dans le CPF droit (coté stimulé) et pas
dans le CPF Gauche. Cela montre la spécificité de I'effet optogénétique. En effet, nous pouvons

observer que la Stimulation optogénétique est spécifique de la région d'intérét et que, en dépit
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des projections qui existent entre les cotés droit et gauche du CPF, I'activation cholinergique

d'un co6té n'active pas le c6té contra-latéral.

Concernant |'effet lumiére observé en microdialyse et en optogénétique, différents articles
ont montré que la lumiéere utilisée en optogénétique peut produire de la chaleur que ce soit
pour un laser ou pour une LED (Allen et al., 2015; Deng et al., 2014). Je peux émettre I'hypothese
que l'effet non spécifique observé lors de notre expérience peut étre da a la chaleur. Différents
articles montrent que la lumiere sera absorbée par I'échantillon de tissu et que cela produira
de la chaleur (Allen et al., 2015; Deng et al., 2014). Je peux donc émettre I'hypothése que I'effet

non spécifique peut étre expliqué par la chaleur.

Les résultats comportementaux montrent qu'il y a plus de comportements affectés par la
lumiere bleue que par la lumiére verte. Malgré le fait que I'augmentation d’Ach est supérieur
en lumiere verte par rapport a la lumiére bleue. Cela peut étre di au protocole de stimulation
(voir Figure 47 C). En effet, dans le protocole de stimulation de la ChR2 on a une grande
variation de l'intensité lumineuse (succession de lumiére on et de lumiere off), alors que les
Halo on a une intensité lumineuse plus constante. Des études ont suggéré que la variation de
l'intensité lumineuse (succession d’'allumée éteinte) peut avoir des effets plus importants

qu’une lumiere allumée mais constante (Allen et al., 2015; Deng et al., 2014).

La lumiere bleue et la lumiére verte provoquent des effets comportementaux allant dans le
méme sens. De plus, I'effet lumiere va dans le méme sens que la libération d’Ach. Donc je peux

émettre I'hypothese que I'effet lumiere provoque une petite libération d'Ach.

Ensemble, ces résultats montrent I'intérét de vérifier I'effet de la lumiéere. L'effet de la
lumiere obtenue en microdialyse est obtenu aprés 1 H de stimulation. Dans les comportements
nous stimulons que 8 minutes. Donc méme si on a un effet de la lumiere durant I'lS, je peux
émettre I'hypothése que cet effet lumiere semble moins important. De plus, I'ensemble des

controles sont réalisé pour mesurer |'effet de cette libération non spécifique de la lumiere.

1.3. Conclusion

J'ai voulu savoir si les souris ChAT-IRES-Cre pouvaient étre utilisés pour étudier le

comportement social. Pour cela, j'ai caractérisé le phénotype social des souris ChAT-IRES-Cre
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et d'évaluer I'évolution de leur comportement social avec I'age en se focalisant sur le milieu de
la vie. Les résultats confirment tout d'abord une altération du systeme cholinergique chez les
souris ChAT-IRES-Cre. Cependant, je montre que cette altération ne perturbe pas les
interactions sociales, a I'exception d'une augmentation du temps de décision. L'analyse en
composantes principales nous montre que I'augmentation de la durée des stops n'est pas
corrélée aux parameétres sociaux mais plutot corrélé a la dimension non sociale. Il a été montré
que les stops sont des points de choix (de Chaumont et al., 2012; Coura et al., 2013; Nosjean
etal, 2015). L'augmentation du temps des stops est liée a I'immobilité et la distance parcourue.
Je peux aussi émettre I'hypothese que lorsque la souris réalise un stop, elle s'arréte pour
analyser son environnement. L'analyse de I'environnement repose sur différents parametres
qui ne dépendent pas uniquement des parameétres sociaux comme l'attention, les différents
sens de l'animal, l'anxiété. Une fois I'environnement analysé, la souris va décider du
comportement social a adopter. L'étude de Chaumont et collaborateur (2012) et de Avale et
collaborateur (2011) montre que les interactions sociales sont tres fréquentes au début de la
tache puis elle diminue en termes de fréquence alors que I'exploration est faible au début et
augmente au fil du temps. Cela peut suggérer que l'introduction d'un congénére durant I'lS
est motivativant suite a la nouveauté puis apres avoir identifié I'individu la souris se remet a
explorer son environnement. De plus, j'ai aussi identifié un déficit sensoriel subtil, spécifique
de l'intérét pour une odeur sociale, qui pourrait affecter les interactions. Nous pouvons aussi
voir une tendance a une augmentation des comportements anxieux. Les souris ChAT-IRES-Cre
présentent un certain nombre de différences légéres par rapport aux WTs mais pas de
différences majeures sur le plan comportemental, ce qui permet de les utiliser pour étudier les

interactions sociales en optogénétique

2. Implication du CPF dans les comportements

Les données de la littérature ont montré que, chez le rongeur, le cortex prélimbique est
tres impliqué dans les fonctions cognitives telles que la flexibilité comportementale (pour revue
voir (Dalley et al., 2004; Granon and Floresco, 2009), la planification de I'action (Gisquet-Verrier
and Delatour, 2006; Granon and Changeux, 2012; Granon and Poucet, 1995; Oualian and
Gisquet-Verrier, 2010), le maintien d'une stratégie comportementale (Granon et al., 1994), les

décisions sociales (Avale et al., 2011; Bicks et al., 2020) et non sociales (van Holstein and
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Floresco, 2020; Jenni et al., 2017; Pittaras et al, 2016a, 2016b) ou encore dans les processus
attentionnels (Granon et al., 2000; Gritton et al., 2016). Plusieurs études ont montré l'implication
du Prl dans les comportements sociaux, que ce soit la motivation ou la préférence sociale,
principalement en utilisant un test de trois chambres. Elles ont permis de montrer que la
stimulation des neurones du PrL, projetant vers le noyaux accumbens, diminuait la préférence
sociale (Murugan et al., 2017) alors que l'imagerie par endoscopie a montré son activité
importante pendant ce test (Liang et al., 2018). Bien que cette derniére étude ne cible pas
spécifiquement le PrL mais plutot le mur médian du PFC, nous ne pouvons pas ignorer la
possibilité de l'activation des neurones du prl dans la motivation sociale mise en jeu ici. De
méme, l'inhibition de la voie Prl-BLA abolit la préférence sociale, alors que celle de la voie IL-
BLA la favorise (Huang et al, 2020). Ces données montrent l'implication du Prl dans les

comportements sociaux, au sens large.

Les données montrent que la modulation de I'Ach dans le PrL perturbe les souris dans la
tache d'interaction sociale (IS) mais pas dans le test des trois chambres (3Ch). Ces différences
entre les deux taches ont déja été obtenues dans notre laboratoire (Chabout et al., 2013; Faure
et al., 2019). Ainsi, je peux émettre I'hypothése que les différences observées entre les deux
taches sociales sont dues aux processus distincts mis en ceuvre : dans le test de trois chambres,
on mesure la motivation sociale de I'animal puisqu’une des souris est confinée sous un pot et
ne peut alors interagir librement. La décision de I'animal "héte” (qui est le seul a pouvoir se
déplacer) sera donc soit d'explorer son environnement, soit choisir d'aller au contact de son
congénere, sans aucun risque ni besoin de faire preuve de dominance. La dominance sociale
dépend d'ailleurs de la mobilisation du cortex préfrontal (Wang et al., 2011). En outre, dans
cette tache, les décisions dépendent uniquement de la propre motivation de I'animal hote et
n'implique que tres peu ou pas du tout d'incertitude et de prise de risques, deux éléments

majeurs qui reposent sur I'implication du cortex préfrontal (pour revue voir Doya, 2008).

En revanche, dans le test d'interaction sociale, les deux animaux peuvent se déplacer
librement, les animaux doivent s'adapter I'un a l'autre et peuvent montrer de la dominance. La
décision de I'animal héte sera, comme pour le test du 3 chambres, soit d'interagir avec le
congénere, soit d'explorer son environnement. En revanche, dans cette tache, les choix de

I'animal hoéte sont plus risqués et adaptatifs car ils dépendent, a chaque instant, du
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comportement de la souris visiteuse. L'animal hote doit donc faire preuve d'une plus grande
flexibilité comportementale ainsi que de la possibilité d'inclure des comportements de
dominance, qui constituent une part importante du répertoire social (Boukersi et al., 2021;
Faure et al., 2017, 2019; Nosjean et al., 2015). Ces données permettent d'émettre I'hypothese
que le test d'interaction sociale nécessite un plus haut niveau attentionnel et plus de flexibilité
comportementale que dans le test des 3 chambres. Pour conclure, nous pouvons émettre
I'hypothese que le cortex prélimbique est plus impliqué dans le test d'interaction sociale que

dans le test de 3 chambres.

Certaines données de la littérature suggerent que la libération d'Ach provoque une
inhibition des neurones pyramidaux. Par conséquent, il semblerait que la libération d'Ach
perturbe cette balance excitation/inhibition en faveur de I'inhibition (Kuchibhotla et al., 2017) .
Cela implique donc que la diminution de la quantité d'Ach, durant une interaction sociale,
augmente la balance E/I en faveur de I'excitation. Mes résultats montrent que la libération
d'acétylcholine diminue le nombre de contacts. En outre, nous observons que les
comportements de I'hote (souris stimulée) provoquent une diminution des approches, des
échappements et de la dominance, ainsi qu'une augmentation de la fréquence des stops. Prises
ensemble, ces données suggerent que la libération d'acétylcholine dans le cortex préfrontal
diminue l'intérét de la souris pour son congéneére, sans pour autant générer d'agressivité ou
de comportements négatifs. Cependant, la diminution des comportements “dos a dos”, qui
refletent une acceptation de la présence du congénere (de Chaumont et al., 2012), permet de
nuancer ce résultat, suggérant un maintien d'un certain niveau de “veille” vis-a-vis du
congénéere. En revanche, linhibition de la libération d'acétylcholine provoque une
augmentation des contacts sociaux. Notamment, la souris hoéte (stimulée) montre une
augmentation des approches sociales, suggérant que l'inhibition de la libération d'Ach au
cortex préfrontal augmente l'intérét pour le congénere. Des résultats similaires ont été obtenus
chez les souris B2 KO. En effet, ces souris ont une perturbation de la balance E/I (Pittaras et al.,
2016b) et présentent également une augmentation des temps de contact, des poursuite et de
la dominance (Nosjean et al,, 2015; Pittaras et al., 2016b). En ce sens, ces souris présentent une
altération de plusieurs neurotransmetteurs dont I'acétylcholine (Coura et al., 2013), rendant

difficile I'interprétation en termes de libération d'Ach.
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L'Ach régule les processus attentionnels (par exemple, une augmentation de I'Ach
provoque une augmentation de I'éveil cortical ainsi qu'une augmentation de la vigilance).
Grace a ces deux processus, I'Ach participe au filtrage des informations (Picciotto et al,, 2012;
Runfeldt et al., 2014). Ce filtrage peut aboutir a une diminution du rapport signal/bruit. Des
études montrent que la libération d'Ach au sein du PFC augmente la vigilance (Graef et al,
2011; Gritton et al, 2016). Nous pouvons émettre I'hypothése que l'augmentation de la
vigilance entraine la prise en compte de plus information ce qui au final, peut perturber la
décision de I'animal. Cette intégration plus longue peut potentiellement aboutir a une prise de
décision également plus longue ainsi qu’a une diminution de la dominance, ce qui aboutirait a

une réalisation diminuée de comportements d'approche et de contacts sociaux.

Différentes études ont montré qu'au sein des différentes structures cérébrales, a I'état de
repos, une synchronisation de différentes ondes cérébrales est réalisée. A noter que la
libération d’Ach provoque une désynchronisation de ces ondes cérébrales (Eggermann et al.,
2014; Kalmbach and Waters, 2014) ce qui refléterait I'état actif du cerveau. Nous pouvons
émettre I'hypothese que l'inhibition de la libération d'acétylcholine pourrait augmenter la
synchronisation des ondes cérébrales, maintenant ainsi les réseaux cérébraux dans un état "de
repos”, soit non engagé dans une tache cognitive. Cela rendrait le cortex préfrontal moins actif.
On peut donc émettre I'hypothese que l'inhibition de la libération d’Ach diminue la vigilance
et, ainsi, la prise en compte de différentes informations. La vigilance sociale peut étre percue
comme le fait de s'orienter vers un individu non familier sans pour autant s'en approcher
(Duque-Wilckens et al.,, 2020). Il a été montré que I'utilisation d'un agoniste des récepteurs Gq
de l'ocytocine dans le noyaux accumbens de femelles stressées augmente I'approche sociale
et diminue simultanément la vigilance sociale (Williams et al., 2020). Un résultat similaire a été
trouvé au niveau du BNST médio-ventral ou un KO des récepteurs a l'ocytocine prévient
I'augmentation de la vigilance sociale et diminue les approches sociales chez les souris
stressées (Duque-Wilckens et al.,, 2020). La méme étude, administrant de I'ocytocine dans le
BNST antéro-médian, a permis de montrer une augmentation de la vigilance sociale ainsi
qu'une réduction des approches sociales chez des souris naives au stress (Duque-Wilckens et
al., 2020). Suite a ce résultat, nous pouvons proposer que I'augmentation de I'approche sociale

entraine une diminution de la vigilance sociale
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Ensemble ces hypotheses laissent suggérer que dans la tache des 3 chambres, le cortex
préfrontal n'est pas impliqué de facon déterminante. De plus, il semblerait que I'augmentation
d'Ach perturbe la prise d'informations, aboutissant a moins d'interaction avec le congénere. En
revanche, l'inhibition de I'Ach diminuerait I'activation du préfrontal, aboutissant a un
comportement orienté vers une motivation naturelle (le contact social) qui nécessite peu

d’'organisation ou d'adaptation (contrairement au SIT) et qui se met en place spontanément.

3. Effet du microcircuit local sur la libération d’Ach

Plusieurs études ont montré que l'activité cholinergique, médiée par les récepteurs
nicotiniques au sein du cortex préfrontal et de I'hippocampe, module la libération de
dopamine, de sérotonine, de noradrénaline, de GABA et de glutamate (Besson and Forget,

2016; Rollema et al., 2011; pour revue voir dos Santos Coura and Granon, 2012)

La dopamine est impliquée dans la flexibilité comportementale, les processus de
récompense, la prise de décision et les processus attentionnels (Granon and Floresco, 2009;
Jenni et al, 2017). L'étude de Jenni et collaborateur (2017) a permis de montrer que les
récepteurs D1 et D2 de la dopamine dans le cortex préfrontal avaient une action différente
dans une prise de décision risquée et incertaine. Ces auteurs ont réalisé une tache
comportementale ou la souris est dans une chambre séparée avec deux leviers a pression. Sur
I'un des leviers il y aura une petite récompense (pellet sucrée) que I'on obtiendra pour tous les
essais. D'un autre c6té, il y aura un levier qui comprend une récompense plus importante (4
pellets sucrées) mais au fil du temps, la probabilité d'obtenir la plus grosse récompense
diminuait de 100% a 12.5%. A la place, la souris n'obtenait pas de récompense. La Figure 63
résume le protocole expérimental utilisé. Les auteurs se sont intéressés a l'implication des
récepteurs dopaminergiques D1 et D2 du PFC. Pour cela, ils ont utilisé des inhibiteurs
pharmacologiques des récepteurs D1 et D2.Ils ont également observé I'effet de la perturbation
de ces récepteurs sur les projections vers le Nac et le BLA en inactivant ces structures en

paralléle.
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Figure 64. Protocole expérimental permettant de mesurer le choix de I'animal dans une
tache de choix ou la récompense est incertaine. Schéma issu de Jenni et collaborateurs
(2017).

Les résultats de cette étude montrent que les neurones qui contiennent les récepteurs
de type D1 dans le CPF, interagissent principalement avec le noyau accumbens et sont
impliqués dans le renforcement des gains ainsi que dans l'atténuation des pertes. En revanche,
les neurones qui contiennent les récepteurs de type D2 dans le CPF interagissent avec le BLA
et sont impliqués dans le changement de jugement des choix récompensant et non
recompensant. Cette étude montre donc l'implication des récepteurs dopaminergiques dans
les choix risqués. Ces quelques exemples confirment que le cortex préfrontal est impliqué dans
les comportements sociaux et les décisions risquées. La libération d'Ach du préfrontal peut
perturber les régulations dopaminergiques et sérotoninergiques du préfrontal, aboutissant a

une mauvaise décision et ainsi une mauvaise interaction.

La sérotonine peut jouer un role dans les comportements sociaux, peut-étre en lien
avec le degré d'incertitude et de risque (au sens, imprévisibilité de I'issue des actions sociales)
de ces contextes. En effet, les souris qui prennent le plus de risque dans une tache de décision
présentent des niveaux de sérotonine plus faibles de fagon constitutive, notamment au niveau
préfrontal (Pittaras et al, 2016a). Par ailleurs, la prise de risque a été associée a l'activité
sérotoninergique chez plusieurs espéces (Beaudet et al., 2017; Macoveanu et al., 2013). Ainsi, il
a été montré que, suite a une rencontre sociale, I'activité des neurones sérotoninergiques du

raphé sont activés (Yugita et al, 2013) et que des souris isolées a I'adolescence ont des taux de
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sérotonine et de dopamine plus importants dans le CPF médian et le Nac que des souris non
privées de contacts sociaux. Cette augmentation entraine par ailleurs plus de jeu, de combat,
de contact social ainsi que de la dominance. En revanche, I'administration d'un agoniste 5-
HT1A réduit ces comportements a un niveau normal (Han et al., 2011). Ces études montrent
ainsi I'influence de la sérotonine sur un ensemble de comportements sociaux, surtout ceux liés
ala dominance et au contrdle de I'agressivité, comme cela a été décrit il y a plusieurs décennies

(Kiser et al., 2012; Saudou et al., 1994).

Dans le cortex préfrontal, il existe des récepteurs a la sérotonine appartenant a deux
grandes familles sur les interneurones et les neurones pyramidaux (Puig and Gulledge, 2011).
les récepteurs 5-HT1A, qui sont inhibiteurs, et les récepteurs 5-HT2A, qui sont activateurs
(Pham and Gardier, 2019; Puig and Gulledge, 2011)). Les récepteurs 5-HT3A sont également
exprimés mais en plus faible quantité (voir Figure 64 A). La libération d'Ach permet
d'augmenter la libération de sérotonine via les nAChRs, présents sur les terminaisons
sérotoninergiques (dos Santos Coura and Granon, 2012). De plus, la revue de Puig et
collaborateurs (2011) discute qu’en fonction de la population cellulaire du PFC, I'action de la
5-HT peut étre excitatrice, inhibitrice, ou méme avoir un effet bimodal. Une étude montre que
I'inhibition des récepteurs 5-HT1A augmente la balance E/I au profit de I'excitation, ce qui
entraine une activation des cellules pyramidales du PFC (Meunier et al., 2018; Wang et al., 2019).
A l'inverse, il semble que I'activation de récepteurs 5-HT2A diminue cette balance (Puig and
Gulledge, 2011). Ainsi, au niveau préfrontal la sérotonine peut jouer comme un activateur ou
un inhibiteur de la balance E/I. Le DRN, qui comporte les neurones 5-HT projetant au PFC, est
une structure tres importante pour certains comportements sociaux, comme la dominance par
exemple. Des études ont montré que les neurones pyramidaux glutamatergique du PFC
projettent au DRN, principalement sur des neurones GABAergiques. Une proportion plus
modeste va jouer directement sur la sérotonine (voir figure 64 B). Sur un plan mécanistique,
la libération d'Ach, dont je montre qu’elle diminue les approches et dominance sociale sans
altérer la motivation sociale, pourrait, indirectement, promouvoir la libération de 5-HT (Figure
64). Ceci ne semble pas, a premiéere vue, cohérent avec les effets de la 5-HT sur la dominance
sociale (Han et al, 2011). Cependant, dans cet article, les souris sont isolées depuis
I'adolescence jusqu'a l'age adulte, ce qui modifie considérablement I'équilibre des
neurotransmetteurs et la connectivité fonctionnelle du PFC (Yamamuro et al., 2018). L'inhibition
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de la libération d'Ach provoque a la fois une augmentation des approches sociales et une
diminution de la dominance. Cette inhibition augmenterait |'activité des neurones pyramidaux
du CPF, ce qui, selon le modeéle décrit par Puig & Guillem (2011), conduirait a la diminution de
I'activité 5-HT. On voit que les relations Ach-5-HT seules ne permettent pas d'expliquer ces
effets sociaux. Cependant, si on integre a cette réflexion les effets de I'inhibition de la libération
d'Ach sur les USV (qui diminuent en fréquence pendant les approches sociales et, ainsi, peuvent
considérablement modifier les réactions du visiteur), on peut imaginer que cette combinaison
d’'informations sociales (comportementales et de communication) ne permet pas a la souris
hote de recueillir des informations sociales cohérentes. La encore, cependant, il faut noter que
I'inhibition de la libération d’Ach ne modifie pas I'attrait pour le congénere (résultats de la

tache de 3-chambre).
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Figure 65. Hypothése du role de la sérotonine dans les comportements sociaux. A)
Répartition des récepteurs 5-HT au niveau des interneurones et des neurones pyramidaux (issu
de Puig et Guillem, 20171). B) La projection des neurones glutamatergiques du cortex préfrontal
se réalise en grande majorité sur les neurones GABAergiques et dans une plus petite portion,
sur les neurones sérotoninergiques du DRN. L‘augmentation de lactivité des neurones
GABAergiques entraine une diminution de la quantité de sérotonine (D'apres Cholin et al,
20175).

4. La modulation de I'Ach entraine une mauvaise communication

vocale au cours des intéractions sociales

La modulation de I'Ach perturbe les approches et les échappements de I'hote. Mais cette

modulation influence aussi les comportements du visiteur. En effet, la libération de
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I'acétylcholine provoque une augmentation des approches du visiteur, alors que I'inhibition de
la libération de I’Ach provoque une diminution des approches du visiteur. Dans ces deux cas,
la souris visiteuse réalise plus d'échappements. Ceci permet de montrer que, méme si la souris
visiteuse n'est pas stimulée par I'optogénétique, elle s'adapte au comportement de son

congénere.

Nous pouvons observer que la libération ou I'inhibition de I'acétylcholine provoquent
une augmentation de I'échappement de la souris visiteuse. Ce résultat permet de supposer
que lors d'une approche ou d'un contact social, une transmission d'informations sociales
altérées ou incongrues peut, en retour, conduire la souris visiteuse a réduire les temps de
contact. Ce résultat semble en faveur du role que l'acétylcholine joue dans le codage et/ou le
décodage de l'information sociale. Les vocalisations ultrasoniques participent aux interactions
sociales, d'une facon qui reste encore largement a déterminer. Il a été montré que les USVs
sont un marqueur émotionnel de |'état de I'animal qui les émet (Chabout et al., 2012) et qu’elles
sont modulées a la fois par I'environnement dans lequel le comportement social se déroule et
par I'environnement de vie des animaux (Chabout et al.,, 2012, 2013; Lefebvre et al., 2020). En
particulier, la fréquence d'émission est un indicateur de |'état émotionnel, avec une fréquence
d'autant plus élevée que la souris est dans une situation agréable (pour revue (Simola and
Granon, 2019). Nos résultats montrent que la libération de I'’Ach augmente la fréquence
maximale des USVs émises. Méme si je n'ai pas établi de corrélation significative entre les USVs
lors de I'approche sociale, du contact ni lors de la fuite du visiteur, la synchronisation des USVs
et du comportement a permis de montrer que la fréquence des USV augmentait pour presque
tous les comportements sociaux. Cette augmentation de la fréquence pourrait étre un indice
du changement d'émotion plus positive de la souris hote (mais il faut rappeler qu'a I'heure
actuelle, nous n'avons que des indices indirects de qui vocalise). Nous proposons donc, qu'en
raison de cet état émotionnel plus positif, la souris visiteuse augmente les approches (Kummer
et al, 2011; Wang et al, 2008). Les résultats montrent également que la souris visiteuse
augmente les échappements apres un contact. Il est donc possible que I'émission des USVs
entraine un état émotionnel de la souris hote plus positif, méme elle effectue significativement
moins d'approche (et d'actions dominantes) que ce qui est classiquement attendu dans ce

contexte.
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Il est intéressant de se questionner sur la définition d'une interaction sociale « de qualité
» et sur la maniére dont la souris doit se comporter lorsqu'un congénere vocalise a une
fréquence plus haute qu'habituellement dans cette situation. De méme, on peut se demander
ce que percoit une souris et ce qu’elle utilise comme information pour sélectionner une action.
Il est par conséquent délicat de comprendre ce mismatch entre les USVs et le comportement :
bien que les émissions d'USVs soient de fréquence plus élevée, ce qui est traditionnellement
associé a un état émotionnel plus positif, la souris hote effectue moins d'approches et moins
de contacts sociaux. Donc, je peux émettre I'hypothese que la souris visiteuse n'arrive pas a
comprendre le comportement de la souris hote et que, par conséquent, elle choisit d'échapper
au contact social. En ce qui concerne l'inhibition de la libération d'acétylcholine, mes résultats
montrent que, suite a la synchronisation du comportement avec les USVs, nous observons une
diminution de la fréquence maximale des vocalisations pour certains comportements
spécifiques comprenant le contact et I'approche. Par conséquent, nous pouvons émettre
I'nypothése que I'inhibition de la libération d'Ach perturbe I'émission des vocalisations, non
pas de facon générale, mais de facon spécifique aux séquences sociales. La souris visiteuse
répond a ces contacts de mauvaise qualité (ou trop nombreux), par une augmentation des

échappements.

Ainsi, l'activation comme l'inhibition de la libération d'Ach préfrontale perturbe la
transmission d'informations sociales, parfois de facon subtile, mais seulement dans les

situations sociales nécessitant de la flexibilité comportementale.

Comprendre de quelle maniere Il'information sociale ou les émotions sont transmises
chez I'animal pourrait permettre de mieux interpréter et de mieux comprendre comment
s'élaborent les interactions sociales. Plusieurs études ont montré que I'expression faciale des
souris pouvait refléter leur état émotionnel (Barat et al., 2018; Dolensek et al., 2020; Girard and
Bellone, 2020; Langford et al., 2010; Parr et al., 2005) Chez la souris, une échelle évalue
I'expression faciale suite a la douleur (« mouse grimace scale » en anglais) en laboratoire
(Langford et al,, 2010). De plus, d'autres études ont tenté de détecter différents états (Dolensek
et al., 2020; Girard and Bellone, 2020). Ces auteurs ont mesuré le plaisir, le dégodt, la douleur,
l'inconfort, I'immobilité (« freezing ») et la fuite. Ils ont corrélé ces différents états a des

expressions faciales spécifiques grace a des méthodes de machine learning. Une autre
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méthode non invasive, la thermographie, a été utilisée pour mesurer I'anxiété (Gjendal et al.,
2018) dans laquelle la température du corps, des yeux et de la queue est mesurée. Les auteurs
concluent qu'une modification de la température des différentes parties du corps peut refléter
un changement d'état émotionnel. Ces méthodes ne sont cependant pas assez sensibles et
restent tres chronophages. Des développements futurs permettront probablement leur

utilisation dans les interactions sociales.

Comme introduit au début de ce manuscrit, la modulation de fréquence des USVs
reflete I'état émotionnel des rongeurs (Brudzynski, 2007, 2015; Burgdorf et al., 2007, 2011;
Lefebvre et al., 2020), les hautes fréquences étant associées aux comportements de jeu et aux
contacts sociaux. Les vocalisations de basse fréquence sont aussi associées a des états
émotionnels négatifs comme des comportements anxieux. Les USVs de basse fréquence
seraient associées au systéme cholinergique mésolimbique ascendant (Brudzynski, 2014). Ce
systeme prend sa source dans le noyau tegmental latéro-dorsal (LDT). Le LDT innerve les
structures mésencéphaliques telles que I'ATV, les noyaux du raphé, le locus coeruleus et le
noyau gris périaqueductal (PAG). Mais le LDT innerve aussi la région limbique du diencéphale
et du cerveau antérieur en innervant I'hypothalamus, le thalamus, I'habenula latéral, le septum
latéral, I'hippocampe et le cortex cingulaire (Brudzynski, 2014) Les USVs de hautes frequences
sont liées a la dopamine et provoquent la libération de dopamine (Brudzynski, 2007; Willuhn
et al, 2014). Le systéme dopaminergique mésolimbique ascendant provient de I'ATV et projette
au noyau accumbens, a I'amygdale, au septum latéral, au gyrus cingulaire et au cortex
préfrontal (Brudzynski, 2007, 2015). Plusieurs travaux antérieurs ont étudié I'implication du
CPFm dans la production d'USVs, principalement par Iésion (Antoniadis and McDonald, 2006;
Frysztak and Neafsey, 1991). Ces études menées chez le rat suggerent que le CPFm est impliqué
dans la production d'USV a 50 kHZ et 22 kHZ, mais sans réussir a distinguer I'aire prélimbique
de l'aire infralimbique. Ainsi, le CPFm, et en particulier, le cortex prélimbique, pourrait jouer un
rOle dans la production des USVs et la modulation de I'Ach pourrait perturber ce circuit. Ainsi,
ces données anatomiques ont montré que le Prl projette au noyau accumbens et vers I'ATV

(Ko, 2017; Vertes, 2006).

Ainsi, nos expériences consistant a moduler la libération d'Ach préfrontale, affecte

directement ou indirectement I'activité des cellules pyramidales. En outre, au sein du cortex
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préfrontal, des récepteurs cholinergiques nicotiniques situés sur les terminaisons
dopaminergiques, sérotoninergiques, GABAergiques et glutamatergiques (pour revue voir dos
Santos Coura & Granon, 2012) peuvent moduler la libération de tous ces neurotransmetteurs,
suite a la libération d'Ach. Les systémes cholinergique et dopaminergique sont trés impliqués
dans la modulation des USVs (Brudzynski, 2014; Brudzynski et al., 2018; Furtak and Brown,
2018), agissant comme balance (Avena et al., 2008; Hoebel et al., 2007; Ohmura et al., 2012).
Ainsi, au sein du cortex préfrontal, la libération d’Ach peut augmenter la libération de
dopamine au niveau local. Cette augmentation de la dopamine pourrait expliquer

I'augmentation de la fréquence des USVs.

Plusieurs études ont montré que les cellules pyramidales du CPF envoient des
projections glutamatergiques a I’ATV ou au noyau accumbens (Bloem et al., 2014a; Gao et al.,
2007). Ces structures ont été impliquées dans les productions d'USV (Brudzynski, 2014).
Comme illustré dans la Figure 65, I'activation du CPF diminue la libération de dopamine (DA)
dans ['ATV. D'autres études montrent que linhibition de [I'activité des neurones
dopaminergiques de I'ATV peut étre due a I'activation d'interneurones GABAergiques locaux

(Gao et al.,, 2007).

L'ensemble de ces données permet de proposer deux hypotheses (résumées Figure
65) : la premiére est que la libération d’Ach dans le Prl provoque la libération de dopamine
locale, ce qui entraine une émission d’USVs plus positives. La deuxieme hypothese suggere
que la libération d'Ach dans le cortex prélimbique active les interneurones, ce qui conduit a
I'inhibition des cellules pyramidales préfrontales. La libération glutamatergique serait donc
moins importante au niveau de I'ATV. Nous avons par conséquent moins d'activation des
interneurones GABA de I'ATV et, ainsi, plus de libération de dopamine, ce qui provoque des
USVs a plus haute fréquence. Ces deux hypothéses ne sont pas incompatibles et nous pouvons
tres bien imaginer qu'elles concourent toutes les deux a augmenter la fréquence d'émission

des USVs. D'autres études seront nécessaires afin de tester ces hypotheses.
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Figure 66. Hypothése mécanistique permettant d’expliquer I'augmentation de la production des USV. 1) La
libération d’Ach dans le PFC peut se fixer sur les terminaisons dopaminergiques du PFC ce qui
vas créer une augmentation local de Dopamine. Les USV vont dont etre de plus haute
fréquence. 2) Une autre hypothése mécanistique c'est que la libération Ach vas iniber les
neurones pyramidaux. Ces neurones pyramidaux vont moins libérer de glutamate au niveau
des neurone GABAergique de ATV. Cela va donc empécher linibition des neurones
dopaminergiques de ATV. Ce qui vas donc entrainer une augmentation de la libération de
dopamine de ATV aux noyaux accubens qui lui aussi vas augmenter sa libération de Dopamine
dans le PFC. Cette augmentation de dopamine peut entrainer une augmentation des USV plus
positive. Abréviations : ATV : Aire Tegmental ventral, DA . Dopamine, LDT : Noyau Tegmental
Latéro Dorsal, NAC : Noyaux accumbens, PPT : Noyau PédonculoPontins Tegmental (PPT).
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Conclusion et perspective

Ce travail de these avait pour but de mieux comprendre le réle de I'Ach dans les
comportements sociaux. Pour ce faire, j'ai utilisé des souris ChAT-IRES-Cre exprimant la Cre
recombinase au sein des neurones cholinergiques. Ayant caractérisé ces souris, j'ai pu montrer
gu'elles n‘ont pas de troubles sensoriels ni sociaux majeurs et qu'elles peuvent donc étre
utilisées pour étudier les effets de la modulation de la libération locale d'acétylcholine dans les
comportements sociaux. Ce travail de these m'a permis de montrer que la libération d'Ach
libérée au sein du cortex préfrontal perturbe I'organisation des interactions sociales et la
communication vocale ultrasonique. Afin de compléter cette étude, il serait intéressant de
mieux comprendre le microcircuit local du cortex préfrontal. De plus, la meilleure
compréhension des informations sociales transmises pourra permettre d'approfondir ce

résultat. Ces différents points seront discutés et mis en perspective dans les parties suivantes.

1. Modulation spécifique de I'Ach pendant un comportement

spécifique.

Les résultats montrent que la modulation de l'acétylcholine perturbe les approches, les
contacts et les échappements sociaux. Afin de mieux comprendre ces résultats, nous pourrions
proposer de moduler l'activité cholinergique pendant un comportement spécifique en utilisant
une approche optogénétique en « close loop ». Par exemple, je choisirais de moduler la
libération d'Ach au moment ou la souris commence a s'approcher de son congéneére, ou bien
pendant le contact social, et de quantifier les éventuels effets comportementaux, ou encore de
moduler la libération d’Ach pendant les séquences de stop, puisqu'il a été montré que les stops
sont des points de choix aprés lesquels I'animal peut déclencher des séquences sociales tres
variées (de Chaumont et al., 2012). Si la modulation d'Ach durant les stops modifie
significativement le répertoire social, nous aurons alors une indication que I'Ach joue un réle

important sur les décisions sociales.
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2. Compréhension et Dissection du microcircuit du cortex préfrontal

Les données que j'ai obtenues pendant ma thése montrent que, outre les séquences
comportementales, la libération d'Ach perturbe la communication vocale. Afin de poursuivre
cette hypothése j'envisagerai, par exemple, de mieux comprendre le fonctionnement du
microcircuit préfrontal pendant les interactions sociales. Afin d'adresser cette question, je
m'intéresserai tout d'abord aux neurones pyramidaux qui sont les voies de sortie du CPF,
comme décrit précédemment. Mesurer I'activité des neurones pyramidaux durant la tache
d'interaction sociale, tout en bloquant ou activant pharmacologiquement la libération d'Ach,
donnera des indications quant aux roles des neurones préfrontaux. Pour cela, j'utiliserai la
technique d'endoscopie, avec laquelle je me suis familiarisé pendant ma these. Cette technique
permet, grace a une protéine qui devient fluorescente en fonction de la quantité de calcium,
de visualiser in vivo l'activité calcique des neurones (Aharoni and Hoogland, 2019; Cai et al.,
2016; Jennings et al.,, 2019; Jung et al., 2015; Liberti et al., 2017; Ouzounov et al., 2017; Resendez
et al,, 2016; Silva, 2017). Dans nos expériences pilotes réalisées pendant ma these, nous avons
utilisé I'expression de la protéine fluorescente GCamp6 (Chen et al., 2013) qui, couplée a un
promoteur spécifique, le CamKIl, permet de cibler les neurones pyramidaux. La technique
d'endoscopie présente plusieurs avantages. Tout d'abord, cette technique est utilisable chez
des animaux libres de leurs mouvements et, donc, permet de l'associer a des comportements.
De plus, elle permet de visualiser la localisation des neurones pyramidaux grace au logiciel
d'analyse, et de voir I'activation de chaque neurone pyramidal (Jennings et al,, 2019; Lee et al,,
2016). Le fait que I'on puisse enregistrer I'activité calcique de ces neurones chez un animal se
comportant permet de synchroniser l'activité calcique des neurones avec le comportement

social et éventuellement, avec les vocalisations.

Au cours de ma these, j'ai injecté un virus permettant d'exprimer la protéine GCamp6f dans
les neurones pyramidaux (par un vecteur AAV avec promoteur CAMK2 spécifique des neurones
pyramidaux) réagissant au calcium de maniere a avoir une expression spécifique au niveau des
neurones pyramidaux. J'ai également implanté un prisme dans le cortex préfrontal qui permet
de les visualiser (Figure 66 A-D). Enfin, j'ai implanté une base plate ainsi qu'une protection qui
permettent, le jour du test, de connecter le mini-endoscope (Miniscope, UCLA; Aharoni and

Hoogland, 2019). Jai ainsi pu enregistrer l'activité de neurones pyramidaux pendant le test
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d’interaction sociale et le test des 3 chambres, tout comme j'ai pu synchroniser I'activation des

activités calciques avec les données comportementales.

Une routine d'analyse (Min1pipe) permettant d'extraire et d'analyser les données a été

développée (Lu et al., 2018; Figure 66 E). Les analyses sont encore en cours actuellement.

A\ Viral infusion camK2 gcamp6f B Prism implantation PFC C Baseplating

]  Zércbregra
Zéra os

C 1 260 bregma L
Zéo s

Fo Do s Zéro cervean

(Aharoni andHoogland.
2019)

Figure 67. Implantation permettant de visualiser I'activité des neurones pyramidaux au

sein du cortex préfrontal. A) Infusion du virus CamK2-GCamp6f marqueur spécifique des
neurones pyramidaux. B) Schéma d’implantation du prisme. C) Baseplate et endoscope sur la
téte de I'animal qui permet d'imager et d’enregistrer l'activation des neurones pyramidaux. D)
Fluorescence des neurones pyramidaux. E) Exemple de tracé calcique obtenu. Chaque ligne
correspond a un neurone spécifigue.
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Je pourrais aussi mesurer I'activité des terminaisons cholinergiques de I'’Ach durant
I'interaction sociale, de facon a mieux comprendre mes résultats d'optogénétique. L'activité
des terminaisons cholinergiques et des neurones pyramidaux, mesurées durant le test
d'interaction sociale, pourront ensuite étre comparées. Cette comparaison permettra de
comprendre de quelle maniere I'acétylcholine module I'activité préfrontale et, notamment, sur
quels types cellulaires elle agit. Nous pouvons atteindre cet objectif grace a la photométrie
fibrée (Akam and Walton, 2019; Gunaydin et al., 2014). Cette technique est globalement
similaire a I'endoscopie, puisqu'elle permet de mesurer l'intensité de fluorescence de toutes
structures ou neurones ayant intégrés la protéine fluorescente. Cependant, une des différences
majeures avec |'endoscopie est qu'elle permet de quantifier I'activité calcique de chaque
neurone du champ de vue, et ainsi d'avoir une organisation spatiale des neurones
communiquant entre eux. L'endoscopie permet de mesurer l'activité de chaque neurones
individuellement alors que la photométrie fibrée mesure la fluorescence globale. De plus, cette
technique nécessite uniquement l'implantation d'une fibre optique grace a laquelle on peut
émettre et recevoir la fluorescence. Cela limite donc les lésions cérébrales créées par
I'introduction d'un prisme sur la téte de I'animal. De plus, les terminaisons cholinergiques sont
en quantité assez faible dans le cortex préfrontal et leur forme (varicosités) n'est pas
reconnaissable de facon automatique par le logiciel d'analyse, contrairement aux cellules

pyramidales. L'utilisation de la technique endoscopie peut donc s'avérer difficile.

Durant ma these, j'ai déja réalisé des expériences préliminaires. La premiere étape
consistait a trouver un virus qui arrivait a s'exprimer au sein des neurones cholinergiques. J'ai
essayé de faire exprimer plusieurs virus GCamp6f au niveau des terminaisons cholinergiques
préfrontales. Apres plusieurs tentatives infructueuses, nous avons décidé de changer de
stratégie. Au lieu de visualiser les terminaisons cholinergiques, je faisais exprimer aux neurones
du PFC un récepteur a I'’Ach modifié (GRAB) couplé a la GFP qui émettait de la fluorescence
lorsque I'Ach s'y fixait (Figure 67, Jing et al., 2018). Pour l'instant, j'ai réussi a visualiser
I'expression du senseur cholinergique au niveau des terminaisons cholinergiques du cortex
préfrontal par immunohistochimie. Le mécanisme qui permet d'émettre et de recevoir la

lumiere est en cours de développement (collaboration Darine Abi Haidar, INMC, Orsay).
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Figure 68.Senseur cholinergique utilisé Ce récepteur est un récepteur muscarinique modifié
auquel on a couplé une GFP. Lorsque I’Ach se fixe sur ce récepteur, cela déclenche I'émission
de la GFP que 'on peut alors quantifier.

En complément de ces manipulations nous pouvons mesurer l'activation des neurones
pyramidaux suite a la modulation d'acétylcholine en agissant conjointement sur les
interneurones. Pour cela, je combinerai les souris ChAT-IRES-Cre avec des souris Gad2-IRES-
Cre qui expriment la Cre recombinase au sein des neurones GABAergiques. Apres
développement et caractérisation du phénotype social de ces souris, je pourrai moduler les
neurones GABAergiques en méme temps que les terminaisons cholinergiques préfrontales en

utilisant les opsines appropriées.

3. Une meilleure compréhension des émotions permettrait une

meilleure compréhension de I'analyse du comportement social.

3.1. Voir les états émotionnels de |'autre animal

Comme vu précédemment dans la partie Résultats et Discussion, les souris présentent
une altération émotionnelle mesurée par leurs vocalisations ultrasoniques. Cette altération
pourrait étre a I'origine de la mauvaise communication évoquée par mes résultats dans notre
test d'interaction sociale. La meilleure compréhension des informations échangées lors de
I'interaction sociale pourrait améliorer notre compréhension de l'effet de la modulation
cholinergique dans les comportements sociaux. Une premiére étape pour comprendre les
informations sociales est d'essayer de comprendre les informations qui sont transmises lors de
la tache d'interaction sociale. Des études ont montré que la souris était capable de discriminer
I'émotion ou I'état émotionnel d'un congénére (Scheggia et al.,, 2020). Dans cette étude, les
auteurs comparent la condition « bien étre » (un état émotionnel plus positif généré par le fait
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d'abreuver un animal apres I'avoir privé d'eau pendant 24h), a un état neutre ou bien d'un état
négatif a un état neutre. L'état neutre est caractérisé par la présence d'eau fournie ad libitum
durant toute la durée de l'expérience. Chaque souris est placée dans un compartiment
différent, séparée par une plaque en plexiglass opaque (Figure 68). On introduit ensuite une
souris naive devant chaque compartiment et on mesure le temps passé dans chacun d’entre
eux. Pour générer un état émotionnel négatif, les auteurs ont réalisé un stress de contention
pendant 15 minutes. Les résultats montrent que la souris passe plus de temps dans le
compartiment associé a l'état positif ou a I'état négatif, que dans le compartiment
émotionnellement neutre (Ferretti et al., 2019; Scheggia et al., 2020), montrant ainsi que les

souris sont capables de discriminer les états émotionnels de leurs congéneres.

Figure 69. Expérience permettant de discriminer I'état émotionnel d’un congénéere chez
la souris. Une des deux souris stimuli (la verte par exemple) a subi soit un stress de contention,
ou apres restriction hydrique de 23h, a consommé de l'eau ad libitum, et donc se trouve dans
un état émotionnel positif. La souris neutre a été élevée dans les conditions normales sans
aucun stress ni de privation hydrique (Sterley and Bains, 20217).

Les auteurs ont également déterminé quels circuits neuronaux étaient impliqués dans cette
discrimination émotionnelle. Leurs résultats montrent que les projections ocytocinergiques du
noyau paraventricualaire de I'hypothalamus au noyau central de I'amygdale (CeA) sont
responsables de la discrimination des émotions (Ferretti et al., 2019). Une autre étude réalisée
par la méme équipe a montré que les interneurones a la somatostatine (SOM) du cortex

préfrontal (CPF) sont impliqués dans la discrimination des états affectifs (Scheggia et al., 2020).

Ces deux études permettent de montrer que I'amygdale et le CPF sont impliqués dans la
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discrimination des états affectifs. Cette interprétation est en lien avec I'hypothese que la
modulation d'Ach intervient dans la balance E/I par l'intermédiaire des interneurones. Ces
données étayent I'hypothese que j'ai développée plus haut selon laquelle, la modulation d'Ach
agit au niveau des interneurones, pertubant ainsi la discrimination des états affectifs pendant
les comportements sociaux qui nécessitent des adaptations et actions flexibles et adaptées,

comme ceci est le cas dans le SIT.

Il serait intéressant de reproduire les expériences de discrimination des états affectifs en
modulant la libération d’Ach par optogénétique. Ce qui serait particulierement intéressant
serait de réaliser ces manipulations alternativement sur la souris qui effectue le choix et sur les
souris qui sont sous le pot, afin qu’elles expriment des états positifs, neutres ou négatifs. Cela
permettrait d'évaluer le role de I'Ach a la fois dans I'émission et dans la perception des états
émotionnels. Nous pouvons également enregistrer les vocalisations ultrasoniques des souris

dans chaque pot et de la souris réalisant le choix.

3.2. Ressentir les émotions de l'autre

L'étude de Church (1959) est la toute premiere a interroger la réponse émotionnelle de
I'autre chez les rongeurs (Church, 1959). Dans cette étude, Church entraine un rat a obtenir de
la nourriture en appuyant sur un levier. Lors de I'obtention de la nourriture un deuxieme rat
recevait un choc électrique. Suite aux chocs électriques, le premier rat va arréter de presser et
ainsi renonce a la récompense. Cette étude montre que le rat est sensible a la détresse d'un
congénere. Les rats sont aussi capables d'effectuer des comportements d'aide. En effet, I'étude
de Rice and Gainer, 1962 est I'une des premieres a montrer un comportement pro-social chez
le rongeur. Les auteurs ont entrainé les rats a soulager la détresse d'un partenaire social en
appuyant sur un levier pour faire descendre un congéneére suspendu en l'air. En revanche, il
n'appuyait pas sur ce levier quand il s'agissait de faire descendre un bloc de polystyrene.
Cependant, une autre expérience vient nuancer cette interprétation. En effet, Lavery and Foley,
1963 ont émis I'hypothése que les émissions de signaux de détresse peuvent étre génantes et,
par conséquent, l'appui sur le levier permettait simplement de les faire cesser. Les études de
Chuch (1959) et de Rice & Gainer (1962) suggerent que les rongeurs peuvent faire preuve

d'empathie.
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La notion d'empathie a beaucoup été débattue. En effet, de Waal définie I'empathie
comme « tout processus qui émerge du fait que les observateurs comprennent les états
d'autrui en activant des représentations personnelles, neurales et mentales de cet état, y
compris la capacité d'étre affecté par |'état émotionnel d'autrui et de le partager, d'évaluer les
raisons de I'état d'autrui et de s'identifier a I'autre, en adoptant son point de vue. » (de Waal
and Preston, 2017). En plus de cette définition, de Wall et Preston (2017) suggerent plusieurs
niveaux d'empathie, incluant, au niveau le plus simple, la contagion émotionnelle qui est la
capacité a ressentir les sentiments ou états d'une autre personne sans en avoir conscience
(Sivaselvachandran et al., 2018). S'ajoutent ensuite des couches plus complexes impliquant la
préoccupation de I'état d'autrui et les tentatives pour les améliorer, appelées préoccupations
sympathiques. Le niveau plus élaboré d'empathie serait I'attribution de I'état émotionnel
d'autrui plutot que de soi-méme. Cette derniére étape, appelée « prise de perspective
empathique » est la « capacité a adopter la perspective affective d'autrui : par exemple,
comprendre sa situation et ses besoins spécifiques, indépendamment des siens, ce qui
nécessite toujours l'acces a des représentations personnelles de I'état de l'autre » (voir Figure

69 A).

Un autre modele théorique de I'empathie a aussi eté décrit par Panksepp and Panksepp,
2013 qui décomposent I'empathie en trois niveaux (Figure 69 B) : le niveau primaire, sous
cortical, qui impligue la contagion émotionnelle, le niveau secondaire des ganglions de la base
et des structures limbiques qui permet I'apprentissage et la mémorisation, et le processus
tertiaire qui implique les structures corticales et limbiques et qui sont nécessaires a I'empathie
cognitive. Chaque niveau peut influencer les autres par controle ascendant ou descendant

(Figure 69).
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The hierarchical constitution of caring for others
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Figure 70. Les différents modéles théoriques de I'empathie. A) Modéle des poupées
gigognes. La plus petite poupée représente le plus petit niveau d’empathie et chaque poupée
ajoute un niveau plus complexe d'empathie (d'aprés de Waal & Preston, 2017). B) Modéle de
Panksepp et Panksepp (2013) qui décompose I'empathie en trois niveaux.

Les plus hauts niveaux d'empathie ont déja été montrés chez les humains. Par exemple, la
théorie de |'esprit peut étre définie comme « la capacité d'attribuer des états mentaux a autrui,
tels que des connaissances, des intentions et des croyances » (de Waal and Preston, 2017).
Chez le rongeur, aucune méthode indiscutable n'a permis de mettre en évidence de hauts
niveaux d'empathie. On ne peut donc actuellement pas répondre a la question de savoir si les
rongeurs sont capables d'empathie de haut niveau. Cependant, il a été montré que les rongeurs
sont capables de contagion émotionnelle et de transférer la peur ou la douleur a un autre
rongeur. En effet, dans une tache d'observateur/démonstrateur deux rat sont misent dans une
cage séparée par une plaque transparente en plexiglass. Le démonstrateur va étre soumis a un
conditionnement de peur alors que I'observateur n‘est soumis a aucun conditionnement.
L'observateur va néanmoins réagir au stimulus en exprimant des comportements de peur ou
de douleur (Carrillo et al., 2019; Karwicka et al., 2021; Meyza et al., 2017). Les auteurs ont conclu
que le rat observateur était capable de percevoir la douleur de I'autre. D'autres expériences
montrent également que la peur peut étre transmise socialement. Par exemple, aprés avoir
recu plusieurs chocs électriques, un rat est placé en présence d'un congéneére naif (qui n'a pas

recu de choc électrique) et on les laisse interagir librement. On remarque alors lorsqu’on
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présente le son prédisant I'arrivée du choc électrique aux deux rats, qu'ils réagissent de facon
similaire. Ceci montre que le rat ayant subi le choc électrique a transmis sa peur au rat naif. Les

mémes phénomenes ont été observés pour le transfert de la douleur (Meyza et al., 2017).

On pourrait ainsi imaginer une expérience qui reproduirait I'expérience
démonstrateur/expérimentateur et I'expérience de transmission de la peur sociale démontrée
précédemment, en modulant I'Ach au sein du cortex préfrontal. Cela permettrait de savoir si
I’Ach joue bien un rdle dans la discrimination des émotions des congéneres. Ces résultats

pourraient étre mis en perspective de nos résultats d'interaction sociale.

D’autres études ont montré que les rongeurs étaient capables d'établir des comportements
prosociaux. Ce sont des comportements destinés a aider une autre souris. Un des tests pour
mesurer le comportement prosocial chez le rat est celui développé par Ben-Ami Bartal et
collaborateurs (2011). Dans cette étude, les rats sont entrainés a ouvrir intentionnellement une
cage comprenant un compagnon de cage en détresse. Il a été montré que les rats n'ouvraient
la porte que si la cage contenait un compagnon en détresse et non si elle était vide ou si elle
contenait un objet inanimé. De plus ce comportement n'a pas l'air d'étre motivé par un contact
social car quand les rats avaient le choix entre libérer un congénére piégé ou ouvrir le dispositif
pour obtenir une friandise de chocolat, ils ouvraient généralement les deux dispositifs et
partageaient le chocolat (Ben-Ami Bartal et al, 2011; Sivaselvachandran et al., 2018). Fait
intéressant, il a été montré que les rats liberent uniquement les rats de méme souche, sauf si
les deux animaux de souches différentes sont élevés ensemble pendant un certain temps
(Meyza et al., 2017). Ces résultats montrent que la familiarité peut induire des comportements
prosociaux (Meyza et al., 2017; Puscian et al., 2021). Les comportements d'aide ou les
comportements prosociaux peuvent intervenir lors de tests d'interaction sociale. Nous pouvons
donc imaginer que si I'Ach modifie les comportements prosociaux ou les comportements
d'aide en réalisant I'expérience de libération citée précédemment (Ben-Ami Bartal et al., 2011),
je peux supposer que cela aura un impact sur notre test d'interaction sociale. Cela pourra nous

donner une meilleure interprétation des faits observés dans notre test.

L'ensemble des données présentées ici suggere que le ressenti de I'état émotionnel du

congénere est un facteur trés important lors des interactions sociales. Le cortex préfrontal joue
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un role majeur dans les processus d’empathie. De plus, des expériences au laboratoire ont
montré que I'état émotionnel, généré par exemple par I'exposition a un stress aigu, modifie de
facon importante le répertoire et les interactions sociales (Nosjean et al., 2015), ainsi que
I'activité et la connectivité du cortex préfrontal (Nosjean and Granon, 2021; Nosjean et al.,
2018). Ainsi, étudier les processus d'empathie ou les comportements prosociaux pendant les

interactions pourrait permettre d'avoir une meilleure compréhension de nos résultats.
3.3. Role des vocalisations ultrasoniques : Seulement un marqueur émotionnel ?

Afin d'approfondir mes travaux, nous pouvons aussi essayer d'améliorer |'étude des
vocalisations ultrasoniques. Comme décrit précédemment, les USVs sont principalement
émises pendant les contacts sociaux, particulierement lorsque la souris hote est derriere la
souris visiteuse (Chabout et al., 2012; Ferhat et al., 2015). De plus, lors de I'interaction sociale
des arguments suggerent que c'est la souris hote qui émet le plus d'USVs (Ferhat et al., 2015).
L'étude de Chabout et collaborateurs (2012) a discriminé une dizaine d'USVs émises lors des
interactions sociales. A partir de cette étude et de la possibilité de synchroniser les USVs au
comportement social, je pourrais émettre I'hnypothése que des USVs spécifiques pourraient
conduire a un comportement déterminé, par exemple, une approche suivie d'un contact social.
Cette étude peut cependant s'avérer compliquée car il faudrait un grand nombre de
vocalisations de souris enregistrées durant l'interaction sociale. De plus, I'émission d'USVs
présente une grande variabilité et n'est pas stéréotypée, ce qui rend la recherche plus difficile.
Mais il n'est pas impossible d'imaginer que des séquences spécifiques en termes de fréquence,
de types de vocalisation ou d'autres parametres permettent de prédire un comportement. Des
études ont montré que chez les rats taupes, chaque individu a une signature individuelle
spécifique et, au sein du méme groupe social, ces rats ont un dialecte spécifique de sorte qu'il
pouvait détecter la présence d'un individu venant d’'une autre colonie (Barker et al.,, 2021). Cet
argument est en faveur du fait que les vocalisations ultrasoniques ont une signification pour
les rongeurs. Par conséquent, il peut étre intéressant de continuer a étudier le role des

vocalisations ultrasoniques dans I'élaboration des interactions sociales.
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Conclusion

Ce travail de thése a permis de montrer que les souris ChAT-IRES-Cre exprimant la Cre
recombinase présentait un phénotype social et de communication normal. La libération ou
I'inhibition de la libération d’Ach dans les terminaisons cholinergiques du cortex préfrontal au
cours des comportements sociaux a permis I'obtention de plusieurs résultats. Tout d'abord,
cette modulation cholinergique préfrontale ne perturbe pas la motivation a interagir avec un
congénere. En revanche, lors des interactions sociales, la libération d’Ach provoque une
diminution de la dominance et des approches sociales, ainsi qu'une augmentation de la
fréquence des vocalisations ultrasonores alors que l'inhibition de la libération d'acétylcholine
provoque une diminution de la dominance et une augmentation des approches sociales ainsi
gu'une diminution de la fréquence des vocalisations ultrasonores. Une hypothese est que la
perturbation de la communication acoustique par la modulation cholinergique préfrontale
induit des comportements sociaux inappropriés. L'acétylcholine préfrontale joue un role
déterminant dans la libération locale d'autres neurotransmetteurs tels que la dopamine, la
sérotonine, le GABA et le glutamate, permettant ainsi le filtrage attentionnel des informations
sociales. Notre étude montre, pour la premiére fois, le role spécifique de I'acétylcholine
préfrontale dans le décodage des informations sociales comme dans l'organisation des

comportements sociaux.
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Dans le monde animal, les rongeurs, comme tous les autres mammiféeres,
interagissent en permanence avec leurs congénéres. Interagir socialement
consiste a choisir entre plusieurs options d’actions qui tiennent compte de son
état interne propre et de la prédiction quant a aux réactions possibles de son (ou
ses) congénéres. Les interactions sociales constituent donc un modeéle de prise de
décision. Le cortex préfrontal est une structure cérébrale clef des prises de
décision, qu’elles soient sociales ou non. Des études précédentes au laboratoire
ont établi, chez la souris, que la modulation par I'acétylcholine des récepteurs
nicotiniques du cortex préfrontal sous-tend les processus de décision lors
d’interactions sociales. Néanmoins, ces études ne permettent pas de connaitre
précisément le role de I'acétylcholine au sein du cortex préfrontal, car ils ont été
obtenus chez des souris présentant également des altérations d’autres
neurotransmetteurs. En outre, notre équipe comme d’autres, a montré que la
communication vocale ultrasonore, régie par I'équilibre entre les systéemes
cholinergique et dopaminergique, est un des éléments importants des interactions
sociales chez la souris adulte, sans qu’on connaisse actuellement son réle exact.
Dans ce contexte, I'objectif de ma thése est de comprendre l'effet de la
modulation de la libération de I'acétylcholine dans le cortex préfrontal dans les
comportements sociaux et d’investiguer quels paramétres de ces comportements
sont plus particulierement contrélés par ce neurotransmetteur. Pour ce faire nous
allons utiliser des souris ChAT-IRES-Cre exprimant la cre recombinase au sein des
neurones cholinergiques, dont nous montrons ici qu’elles présentent un
phénotype social et de communication vocale normal. Couplée a I'activation ou
I'inhibition optogénétique de la libération d’acétylcholine spécifiquement dans les
terminaisons préfrontales, I'utilisation de tests comportementaux variés a permis
d’obtenir plusieurs résultats novateurs : La modulation de l'innervation
cholinergique préfrontale ne modifie pas la motivation a interagir avec un
congénére.

2 La libération d’acétylcholine provoque une diminution la dominance et des
approches sociales, ainsi qu’une augmentation de la fréquence des
vocalisations ultrasonores alors que I'inhibition de la libération d’acétylcholine
provoque une diminution de la dominance et une augmentation des approches
sociales ainsi qu'une diminution de la fréquence des vocalisations ultrasonores.
3) La synchronisation des vocalisations ultrasonores avec les comportements
sociaux ne permet pas d’associer leur émission a un comportement spécifique,
renforgant I'idée que ces vocalisations transmettent une information générale
relative a I'état émotionnel de Ianimal émetteur. La modulation
cholinergique provoque également des interruptions plus fréquentes du
contact social par le congénére non stimulé, laissant penser que ce dernier
pergoit I'action et la vocalisation de son congénére comme inappropriée. Ces
résultats, associés aux données de la littérature actuelle, permettent d’émettre
I'hypothése que la modulation cholinergique du cortex préfrontal est au coeur
de l'intégration de plusieurs paramétres sociaux pergus chez les congénéres,
intégration qui aboutit a la construction de décisions sociales adaptées.
L’acétylcholine préfrontale joue un réle déterminant dans la libération locale
d’autres neurotransmetteurs -dopamine, sérotonine, noradrénaline, GABA,
glutamate...- par 'intermédiaire de récepteurs nicotiniques distribués sur tous
les compartiments cellulaires, et permet le maintien de la balance
excitation/inhibition du cortex préfrontal, ce qui a rendu son étude délicate
jusqu’ici. Les résultats obtenus au cours de ma thése montrent, pour la
premiere fois, le role déterminant et spécifique de I'acétylcholine préfrontale,
indépendamment des autres neurotransmetteurs, dans la cognition sociale,
une fonction largement altérée dans les pathologies mentales.
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Abstract: In the animal world, rodents, like all other mammals,
interact constantly with their congeners. Interacting socially consists in
choosing between several options that take into account the individual's
own internal state and the prediction of the possible reactions of its
conspecifics. Therefore, social interactions can serve as a model for decision
making. The prefrontal cortex is a key structure of decision making in social,
as well as in non-social, context. Previous studies in the laboratory have
shown that the cholinergic modulation of the nicotinic receptors in the
prefrontal cortex -PFC- underlies decision-making processes in social
interactions. Nevertheless, these studies don't allow us to determine the
precise role of acetylcholine in the PFC because they were obtained in mice
showing alterations in other neurotransmitter levels. Moreover, our team
and others showed that vocal ultrasonic communication, modulated by the
cholinergic/dopaminergic balance, is an important element of adult mice
social interactions, without its exact role being known yet. In this context,
the aim of my PhD is to understand the effect of the cholinergic modulation
in the prefrontal cortex in social behaviors and to investigate which
behavioral parameters are particularly controlled by this neuromodulator.
To this aim, we used ChAT-IRES-Cre mice expressing the cre recombinase in
cholinergic neurons which, as we show in this work, display healthy social
and vocal communication phenotypes. Coupled with optogenetic activation
or inhibition of acetylcholine release specifically form cholinergic terminals
in the prefrontal cortex, the use of varied behavioral tests has allowed for
several new results: 1) Modulation of prefrontal cholinergic innervation
doesn’t change the motivation for investigating congeners.

2) acetylcholine release decreases dominance and increases social
approaches and emission of high frequency USV, whereas inhibition of
acetylcholine release decreases dominance and increases social
approaches but decreases USV frequency. 3) Synchronization of USV and
social behaviors don't allow associating their emission to a specific
behavior, strengthening the idea that these vocalizations transmit global
information of the emotional state of the animal. 4) Cholinergic
modulation within the PFC triggers a more frequent interruption of social
contact by the no stimulate congener, a behavior that may reveal a
reaction to the perception of an inappropriate social interaction and vocal
communication from the stimulated mouse. These results, associated
with the literature data, allows hypothesizing that the cholinergic
modulation in the prefrontal cortex plays a fulcrum role in the integration
of several social parameters perceived by the interacting congeners. Their
integration leads to the construction of adapted social decisions. Ach in
the prefrontal cortex plays a predominant role in the local liberation of
other neurotransmitters such as dopamine, serotonin, noradrenaline ,
GABA, glutamate... by the nicotinic receptors distributed on all cellular
compartments, and allows the maintenance of the excitatory/inhibitory
balance in the prefrontal cortex, which has made its study delicate until
now. The result obtained during my PhD shows, for the first time, the
determinant and specific role of prefrontal acetylcholine in social
cognition, independently of other neurotransmitters, a function largely
altered in brain pathologies.
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