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RESUME

Implication de la neurogenese hippocampique adulte et du stress prénatal dans la vulnérabilité
a développer des altérations mnésiques associées au trouble de stress post-traumatique dans un

modeéle murin

Le trouble de stress post-traumatique (TSPT) est une pathologie neuropsychiatrique qui peut
survenir suite a une expérience traumatisante. Contrairement a la perception courante qui associe le
TSPT a une intensification excessive du souvenir traumatique, les patients manifestent en réalité un
profil mnésique particulier. D'un c6té, ils présentent en effet une hypermnésie émotionnelle pour
certains détails sensoriels de I'événement, et de l'autre, une amnésie déclarative pour le contexte
entourant cet événement. Ce profil mnésique semble central dans la pathologie, et des études récentes
suggerent que la déficience contextuelle pourrait étre au cceur de la mémoire traumatique. Toutefois,

les mécanismes neurobiologiques sous-jacents demeurent largement inexplorés.

Les neurones générés dans I'hippocampe au cours du processus de neurogenese adulte
(Neurogenese Hippocampique Adulte, NHA) jouent un réle essentiel dans la mémoire contextuelle, la
séparation de pattern et la résilience au stress. Ces fonctions suggerent un réle potentiel de ces neurones
dans les altérations mnésiques caractéristiques du TSPT. Nous avons donc tout d’abord testé
I’hypothése selon laquelle I'activité de ces neurones nouvellement formés était impliquée dans la
formation de la mémoire traumatique. En combinant des techniques d’optogénétique avec un modele
murin permettant de distinguer le développement d’'une mémoire de peur normale et adaptative de
celui d’une mémoire de peur pathologique de type TSPT, nous avons démontré que l'activation ou
I'inhibition de ces neurones prévenait ou induisait respectivement le développement d’une mémoire de

type TSPT.

Chez I’humain, tous les individus exposés a des événements traumatiques ne développent pas de
TSPT soulignant I’existence de facteurs de risque. Les expériences de vie précoce, y compris celles
vecues in utero, ont une influence a long-terme sur le développement et les fonctions cérébrales. En
particulier, il a été suggéré que le stress précoce pourrait augmenter la vulnérabilité a développer
certaines pathologies neuropsychiatriques, mais les mécanismes sous-tendant cette vulnérabilité
restent méconnus. De maniére intéressante, I’exposition a un stress prénatal réduit la NHA chez la
souris. Compte tenu de ces données et de nos découvertes sur le réle de la NHA dans la mémoire

traumatique, nous avons postulé d’une part que le stress prénatal pourrait augmenter la susceptibilité
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a développer une mémoire traumatique, et d’autre part que la NHA était impliquée dans cette
vulnérabilité. Nous avons tout d’abord confirmé la présence d’altérations comportementales liées a
des fonctions sous-tendues par la NHA chez des souris ayant subi un stress prénatal, en utilisant deux
taches comportementales de séparation de pattern. Par la suite, en utilisant notre modéle de mémoire
traumatique, nous avons observe que ces souris présentaient un profil mnésique typique du TSPT, et
que l'activation optogénétique des neurones issus de la NHA pouvait prévenir I’apparition de ce profil

au profit d’'une mémoire de peur normale et adaptative.

En conclusion, ce travail de thése met en évidence le réle crucial des neurones hippocampiques
générés a l'age adulte dans la mémoire traumatique, et suggére qu’une altération de ce processus
neurobiologique pourrait expliquer la vulnérabilité induite par le stress prénatal, ouvrant ainsi de

nouvelles voies préventives et thérapeutiques pour le TSPT.

Mots clés : Neurogenése adulte, TSPT, mémoire de peur, stress prénatal, hippocampe, comportement
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ABSTRACT

Involvement of adult hippocampal neurogenesis and prenatal stress in vulnerability to develop

memory disturbances associated with post-traumatic stress disorder in a mouse model

Post-Traumatic Stress Disorder (PTSD) is a neuropsychiatric condition that can develop after a
traumatic experience. While PTSD is classically associated with an excessive intensification of the
traumatic memory, patients actually exhibit a unique memory profile where both an emotional
hypermnesia for salient sensory cues and a declarative amnesia for the context surrounding the event
coexist. This memory profile appears central to the pathology, and recent studies suggest that the
contextual amnesia might be at the core of traumatic memory. However, the neurobiological

mechanisms underlying this traumatic memory remain largely unexplored.

Neurons generated throughout adulthood in the hippocampus (Adult Hippocampal Neurogenesis,
AHN) play a crucial role in contextual memory, pattern separation, and stress resilience. These
functions suggest a potential role for these neurons in PTSD-like memory. Therefore, we tested the
hypothesis according to which the activity of these adult-born neurons is involved in the formation of
traumatic memory. Using optogenetics combined with a mouse model that differentiates the
development of normal adaptive fear memory from that of pathological PTSD-like fear memory, we
demonstrated that activating or inhibiting these neurons prevented or induced PTSD-like memory

development, respectively.

In humans, not all individuals exposed to traumatic events develop PTSD, highlighting the
existence of risk factors. Early life experiences, including those encountered in utero, have a lasting
impact on brain development and functions. Notably, it has been suggested that early life stress might
increase vulnerability to different neuropsychiatric disorders, but again the underlying mechanisms
remain poorly known. Interestingly, exposure to prenatal stress reduces AHN in mice. Taken together
with our findings on the role of AHN in traumatic memory, that led us to postulate on one hand that
prenatal stress could heighten susceptibility to traumatic memory, and on the other hand that
disturbances of AHN could be involved in such a vulnerability. We first validated the presence of
behavioral changes linked to functions underpinned by AHN in mice subjected to prenatal stress using
two pattern separation behavioral tasks. Subsequently, using our PTSD-like memory model, we found

that these mice exhibited a mnemonic profile typical of PTSD, and that optogenetic activation of
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hippocampal adult-born neurons could prevent the development of this profile in favor of a normal
and adaptive fear memory.

In conclusion, this thesis work highlights the pivotal role of hippocampal neurons generated in
adulthood in PTSD-like memory and suggests that they are a core neurobiological mechanism that
could explain the increased vulnerability to PTSD induced by prenatal stress, thereby opening new
preventive and therapeutic targets for PTSD.

Keywords: Adult neurogenesis, PTSD, fear memory, prenatal stress, hippocampus, behavior
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I. Le Trouble De Stress Post-Traumatique : Une
Pathologie De La Mémoire

1. Historique

L’épopée de Gilgamesh est I’'une des plus anciennes ceuvres littéraires existantes (2200 av. J.-C.).
Ce récit épique sumérien ne se contente pas de traiter des grands thémes de la condition humaine tels
que la vie, I'amitié ou la mort, mais il offre déja un apercu des répercussions psychobiologiques d'un
traumatisme, esquissant ce qui pourrait étre consideré comme les prémices symptomatiques de ce que
I’on qualifierait aujourd’hui d’un Trouble de Stress Post-Traumatique (TSPT ou PTSD pour le terme
anglais Post-Traumatic Stress Disorder que nous utiliserons dans ce manuscrit). Dans cette épopée, le
personnage de Gilgamesh, confronté a la perte devastatrice de son ami Enkidu, subit des changements
comportementaux et est tourmenté par des souvenirs envahissants liés a cet événement traumatisant.
D’autres traces peuvent étre retrouvées dans les ceuvres d’Homere, I’Illiade et I’Odyssée (800 av. J.-
C.), ou certains héros comme Achille ou Ulysse affrontent les séquelles psychologiques des conflits
armés auxquels ils ont pris part, notamment a travers des souvenirs qui s'incrustent dans leur esprit.
Ces récits antiques mettent en lumiere la compréhension ancienne, bien que non médicalisée, des
répercussions émotionnelles et comportementales que peuvent avoir des expériences traumatisantes

sur I’étre humain (Kucmin et al., 2016).

Les premieres ébauches de descriptions scientifiques de ce trouble remontent aux guerres
napoléoniennes (fin 18°™ et début 19°™ siécle), ou I'expression ‘syndrome du vent du boulet’ est
employée pour caractériser I'état mental des soldats ayant miraculeusement échappé a un boulet de
canon. Il faudra attendre 1888 pour que le terme « névrose traumatique » soit introduit par le
neurologue allemand Herman Oppenheim, qui cherchait a définir I'état psychologique des ouvriers
ferroviaires, souvent victimes d'accidents a la fois spectaculaires et terrifiants. Parmi les symptémes,
I’on retrouvait notamment des souvenirs intrusifs de I’événement, des troubles du sommeil ou encore
un ébranlement émotionnel. Pour la premiere fois, le terme traumatisme, venant du grec ancien
traumatismos « action de blesser », est utilisé. Oppenheim y ajoute également une composante
psychiatrique, en postulant que cette névrose résultait d’un « effroi tellement intense qu’il en résulte

une altération psychique durable » (Chidiac and Crocq, 2010; Crocq, 2012).
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Le 20éme siécle a, quant a lui, été marqué par des conflits armés et des destructions & grande
échelle, entrainant des traumatismes multiples tant chez les combattants que les civils. Cette période a
vu émerger une multitude de termes pour désigner ce qui pourrait étre un seul et méme trouble
psychiatrique. Ainsi, des expressions comme « névrose de guerre » durant la guerre russo-japonaise,
« shell-shock » (ou obusite) pendant la Premiére Guerre mondiale, « épuisement » au cours de la
Seconde Guerre mondiale, et « névrose de guérilla » pendant les guerres d’Algérie et d’Indochine ont
été introduites par divers neuropsychiatres. Ces termes visaient a caractériser les symptémes
chroniques, souvent a apparition différée, manifestés par les soldats exposés aux horreurs de la guerre
(Crocq and Crocq, 2000; Birmes et al., 2003). Finalement, il aura fallu attendre 1980 et I’aprés-guerre
du Vietnam ou la multiplication des cas de ‘post-Vietnam syndrome’ pousse 1’association américaine
de psychiatrie a inclure officiellement ce trouble sous le nom de « Post-Traumatic Stress Disorder »
dans la troisieme édition de son DSM (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders). Par la
suite, les recherches effectuées sur les populations civiles, également victimes de traumatismes
psychiques en temps de paix, ont permis d’affiner les critéres diagnostics du PTSD dans les différentes
versions du DSM. Aujourd’hui, la multiplication et la diversité des événements traumatiques, comme
les attentats qui frappent nos sociétés, n’ont fait qu’accroitre 1’intérét porté a cette pathologie (Figure
1). Le DSM-V lui a méme consacré un chapitre spécifique, celui des troubles liés aux traumatismes et
au stress, alors qu'il était précédemment classé dans la catégorie des troubles anxieux dans les éditions

I11 et IV (American Psychiatric Association, 2013).

A B

Fragment de ’Epopée de Evolution des recherches

Gilgamesh annuelles sur le PTSD
6000 —

4000 -

2000

Nombre de publications annuelle

Figure 1 Le PTSD a travers 'histoire

(A) Fragment d’époque paléo-babylonienne de I'Epopée de Gilgamesh ou l'on retrouve les premieres
descriptions écrites de troubles consécutifs a un évenement traumatique ; (B) Nombre d’études par année
portant sur le PTSD depuis sa classification officielle en 1980 d’apres Pubmed.
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L’histoire du PTSD remonte donc a bien plus longtemps que 1980 puisque, de tout temps, 1’on a
observé les effets d’événements traumatiques sur la santé mentale. Cet important héritage historique
fait du PTSD une pathologie particuliérement fascinante a étudier, non seulement pour sa complexité

clinique mais aussi pour son impact sociétal et individuel.

2. Criteres de diagnostic

La difficulté d’aboutir a une définition précise du PTSD au cours du temps reflete également la
complexité de diagnostiquer ce trouble. Dans le DSM-V, le PTSD est défini comme un trouble sévere
survenant a la suite d’un ou plusieurs événements traumatisants. Le diagnostic repose sur différents

criteres.

Le premier critere (Critere A) correspond a 1’exposition a un évenement traumatique. La personne
peut avoir été victime de cet évenement, en avoir été témoin, ou encore en avoir été informé par une
personne tierce. Initialement associé aux vétérans militaires, le PTSD peut également découler d'autres
formes de traumatismes, tels que les agressions physiques et sexuelles, les accidents de la route, les
catastrophes naturelles ou la perte d’un proche. A la suite de cela, 20 symptémes répartis en 4 grandes

catégories peuvent apparaitre.

La premiére catégorie regroupe les symptomes d’intrusion (Critere B). Ceux-ci se traduisent par
I’apparition de pensées envahissantes relatives au trauma. Ces pensées peuvent également prendre la
forme de cauchemars récurrents, ou encore d’expériences dissociatives comme les flashbacks, au cours
desquels la personne revit I’expérience traumatique, parfois de manic¢re trés détaillée. Cette
reviviscence du souvenir traumatique peut également s’accompagner d’une réponse physiologique
intense avec, par exemple, des tremblements, une sudation importante ou une augmentation du rythme

cardiaque.

La seconde catégorie (Critére C) inclut les symptomes d’évitement qui Se caractérisent par un
effort constant, intentionnel ou non, d’éviter tout stimulus associé de prés ou de loin au traumatisme.
Cela concerne a la fois les éléments ou indices externes de 1’événement (personnes, situations, objets,
etc.), mais également tout souvenir, pensée, ou sentiment pouvant le faire ressurgir. Ce comportement

d'évitement est souvent associé a une détresse émotionnelle significative.

Des altérations négatives de la cognition et de I’humeur (Critere D) sont également observées chez

les patients atteints de PTSD. Elles se traduisent par exemple par une incapacité a se rappeler d’un
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aspect important de 1I’événement traumatique (amnésie dissociative), un jugement négatif sur soi-
méme ou le monde qui nous entoure, un sentiment de détachement ou encore une incapacité a éprouver

des sentiments positifs.

La derniére catégorie englobe les symptomes d’hypervigilance (Critere E). Il s’agit la d’un état
d’alerte constant avec une vigilance accrue pour les stimuli potentiellement menacants. Cela se traduit
par une altération marquée de 1’éveil et de la réactivité, conduisant notamment a 1’apparition d’un
comportement irritable, de problémes de concentration, d’une réaction de sursaut exagérée ou enfin

d’une perturbation du sommeil.

Pour pouvoir étre diagnostiqué PTSD, le DSM précise que, en plus de I’exposition a un événement
traumatique, au moins un symptéme dans les criteres B et C, et au moins deux symptémes dans les
critéres D et E doivent étre présents. Par ailleurs, ces symptomes doivent étre presents pendant plus
d’un mois (Critére F), entrainer une souffrance et une altération du fonctionnement personnel (Critére
G) et ne doivent pas étre dus a un facteur externe comme une drogue, un médicament ou une autre
maladie (Critére H). Un autre état, le trouble de stress aigu, définit les personnes qui présentent des
symptdmes comparables au PTSD mais dans le premier mois suivant le trauma. PTSD et trouble de
stress aigu font partie du méme spectre de pathologie, et bien que la présence d’un trouble de stress
aigu ne soit pas nécessairement un prédicteur fiable du développement ultérieur d’un PTSD,
I’apparition de troubles dissociatifs pendant cette phase peut étre un indicateur significatif (Bryant et

al., 2008a; Bryant, 2011; Visser et al., 2017).

Notons enfin que la définition du PTSD selon le DSM-V, bien qu'essentielle pour faire progresser
la recherche dans ce domaine, ne fait pas forcément consensus au sein de la communauté scientifique.
La complexité et la diversité des symptomes possibles rendent le diagnostic particulierement
compliqué : on estime qu'il existe plus de 600 000 combinaisons symptomatiques permettant de
diagnostiquer un PTSD (Galatzer-Levy and Bryant, 2013). Cette variabilité symptomatique s’explique
également par une forte comorbidité avec d'autres troubles psychiatriques, tels que les troubles anxieux
ou la dépression (Spinhoven et al., 2014). Pour remédier a ces défis diagnostiques, I'Organisation
Mondiale de la Santé propose une définition alternative dans sa 11°™ édition de la Classification
Internationale des Maladies (CIM-11). Cette derniere se concentre sur trois catégories de symptomes,
essentiels pour caractériser spécifiquement le PTSD : 1) la reviviscence du ou des événements
traumatiques sous forme de souvenirs, flashbacks ou cauchemars, souvent accompagnée d'émotions

intenses comme la peur ou I'horreur; 2) I'évitement actif des pensées, souvenirs ou situations rappelant
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le traumatisme; et 3) une perception persistante d'une menace imminente, manifestée par des

symptomes tels que I'hypervigilance ou des réactions de sursaut exagérées a des stimuli inattendus.

3. Altérations neurobiologiques associées au PTSD

Au travers de techniques de neuroimagerie, de nombreuses études ont cherché a mettre en évidence
les altérations structurales (Karl et al., 2006) et fonctionnelles (Etkin and Wager, 2007) qui sous-
tendent le PTSD. Il reste cependant difficile de savoir si ces altérations résultent d’une réponse a
I’évenement traumatique en lui-méme, ou si au contraire il s’agit de traits de vulnérabilité déja présents
avant le trauma et qui vont alors favoriser 1’apparition du PTSD. Ces deux possibilités coexistent
probablement, ce qui rend les études sur cette pathologie d’autant plus compliquées (Pitman et al.,
2012). Par ailleurs, une autre difficulte réside dans le fait que le PTSD est fréquemment comorbide
avec d'autres troubles psychiatriques tels que l'anxiété ou la dépression, qui peuvent également
influencer I'architecture cérébrale (Campbell et al., 2004). Ainsi, les altérations neurobiologiques
observées dans le PTSD sont probablement le résultat de multiples facteurs et doivent étre interprétées
avec prudence. Comme nous le verrons par la suite, le PTSD a souvent été défini par une réaction de
peur atypique. Par conséquent, les études neurobiologiques se sont fréquemment concentréees sur les
régions cerébrales impliquées dans ces mécanismes de peur, révélant ainsi diverses altérations. La
section suivante se contentera de décrire de maniéere non exhaustive les altérations neurobiologiques
fréeguemment observeées dans le PTSD, tandis que leur implication dans la réponse de peur sera discutée

lors des chapitres suivants.

3.1 Altérations structurelles

L"hippocampe, une structure sous-corticale située dans les lobes temporaux, joue un rdle crucial
dans la régulation des émotions et la mémoire, tant déclarative que contextuelle (Rugg and Vilberg,
2013). Cette structure est composee de trois régions principales : le subiculum, la corne d’Ammon
(CAL, CA2, CA3) et le gyrus denté (GD). Les premieres études sur le PTSD ont rapidement mis
I'accent sur I'hippocampe, notamment en raison de son implication dans la régulation du stress
(Sapolsky et al., 1990). Dés 1995, une étude a révélé une réduction du volume de I'hippocampe droit
chez des vétérans militaires atteints de PTSD (Bremner et al., 1995). Cette observation a été confirmée
par des recherches ultérieures et des méta-analyses (Apfel et al., 2011; Zhang et al., 2011; O’Doherty

etal., 2015; Bromis et al., 2018; Logue et al., 2018), qui ont également mis en évidence une diminution
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bilatérale du volume de I'hippocampe chez les patients atteints de PTSD comparés a des sujets non-
PTSD exposés ou non au méme évenement traumatique. Plus précisément, les sous-régions du GD, du
CA3 ainsi que le subiculum semblent étre les plus affectées (Wang et al., 2010; Szeszko et al., 2022).
Encore une fois, il reste incertain si la réduction du volume hippocampique est une conséquence du
traumatisme lui-méme ou un facteur de vulnérabilité existant avant I'événement traumatisant. Des
recherches impliquant des jumeaux ont été menées pour tenter de répondre a cette question. Ces études
utilisent en général des paires de jumeaux ou les deux membres sont exposés a 1’événement
traumatique mais seulement 1’un des deux développe un PTSD, et d’autres paires de jumeaux ou
seulement 1’un des deux a été exposé a I’événement traumatique et a développé un PTSD tandis que
I’autre sert de témoin non exposé. Cela permet de contrdler a la fois I’effet de 1’exposition a un
évenement traumatique ainsi que ’effet du PTSD en soi. Une étude pionniére de Gilbertson et al.
(2002) suggere que la réduction du volume hippocampique pourrait &tre un facteur de risque pour le
développement du PTSD (Gilbertson et al., 2002), puisque la diminution de ce volume hippocampique
était également présente chez les jumeaux non exposes. Neanmoins, des recherches plus récentes
pourraient contredire cette idée, montrant une réduction du volume uniquement chez le jumeau atteint
de PTSD (Bremner et al., 2021). 1l est également a noter que le volume hippocampique semble étre
un bon indicateur de la réponse au traitement du PTSD, puisque plus ce volume est important,

meilleures en sont les chances de remission (Levy-Gigi et al., 2013; Rubin et al., 2016).

I’amygdale est un complexe de noyaux sous corticaux également présents dans les lobes
temporaux juste en avant de I’hippocampe. Elle joue un rdle clé dans I’apprentissage, I’expression et
la régulation de la peur, ainsi que dans la formation d’une mémoire a valence émotionnelle (Richter-
Levin and Akirav, 2003), ce qui en fait également une structure de choix a étudier dans le cadre du
PTSD. Les études morphologiques sur les noyaux amygdaliens chez I’humain ont montré des résultats
contradictoires. Alors que la plupart des études ne révelent pas de différences significatives en termes
de volume amygdalien entre les individus atteints de PTSD et les témoins (Lindauer et al., 2004;
Wignall et al., 2004; Schmahl et al., 2009; Woon and Hedges, 2009), d'autres indiquent une réduction
du volume (Rogers et al., 2009; Weniger et al., 2009; Morey et al., 2012) ou méme une augmentation
(Kuo et al., 2012). Ces contradictions pourraient s'expliquer par des changements spécifiques affectant
les différents noyaux de I'amygdale. Ainsi, une étude récente a identifié une réduction du volume des
noyaux latéraux de I'amygdale, mais une augmentation des noyaux centraux-médians chez les patients
atteints de PTSD par rapport a des individus exposés a des traumatismes mais non atteints de PTSD
(Morey et al., 2020a).
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Le cortex préefrontal a également fait I’objet de nombreuses études concernant le PTSD. Cette
région exerce notamment une influence modulatrice sur des structures sous-corticales comme
I'amygdale et est impliquée dans certains aspects de la régulation de la réponse de peur, la prise de
décision ainsi que dans I’expression de comportements adaptés (Kredlow et al., 2021). Plusieurs études
ont mis en évidence une réduction du volume dans différentes sous-régions du cortex préfrontal chez
les patients atteints de PTSD. Par exemple, des diminutions volumétriques ont été observées au niveau
du cortex préfrontal ventromédian (CPFvm) (Richert et al., 2006; Kiihn and Gallinat, 2013) ainsi que
dans le cortex cingulaire antérieur dorsal (CCAd) (Kitayama et al., 2006; Bromis et al., 2018). Une
étude longitudinale menée sur des survivants d'un séisme au Japon a révélé que les individus présentant
des volumes plus faibles du cortex cingulaire antérieur et du cortex orbitofrontal au moment de

I'événement étaient plus susceptibles de développer un PTSD par la suite (Sekiguchi et al., 2013).

Enfin d’autres structures ont également été impliquées dans la physiopathologie du PTSD. Ainsi,
des diminutions des volumes du striatum, de I’insula ou encore du cervelet ont pu étre observées

(Herringa et al., 2012; Meng et al., 2016; Holmes et al., 2018).

3.2 Altérations fonctionnelles

Ces altérations morphologiques s’accompagnent souvent de modifications fonctionnelles, que ce
soit a I’état basal ou lors de I’engagement dans une tache spécifique. L'hyperactivité de I'amygdale est
I'une des anomalies fonctionnelles les plus couramment rapportées, particulierement en réponse a des
stimuli négatifs ou liés au trauma (Liberzon et al., 1999; Shin et al., 2004; Bremner et al., 2005;
Protopopescu et al., 2005; Etkin and Wager, 2007). Cette hyperactivité est également mise en évidence
lors de taches de conditionnement et d'extinction de la peur (Rougemont-Biicking et al., 2011; Wicking
et al., 2016). Par ailleurs, I'nyperactivité de I'amygdale s'avere étre un indicateur défavorable pour la
réussite des traitements du PTSD, dans la mesure ou une amygdale plus active est associée a des
chances réduites de réponse positive au traitement (Bryant et al., 2008b). De facon similaire, le cortex
cingulaire antérieur dorsal (CCAd) montre également une hyperactivité, en particulier lors de taches
de conditionnement de peur (Milad et al., 2009; Rougemont-Biicking et al., 2011). Cette hyperactivité
est associée a la sévérité des symptdémes, notamment I'hypervigilance (Fonzo et al., 2010), et pourrait
constituer un facteur de risque au développement du PTSD (Shin et al., 2009; Hughes and Shin, 2011).
Enfin, d'autres régions, telles que Il'insula, la substance grise périaqueducale ou le locus caruleus,
montrent également une hyperactivité dans le contexte du PTSD (Simmons et al., 2008; Pitman et al.,
2012; Naegeli et al., 2018).
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A Dl’inverse, certaines structures voient leur activité diminuée dans le PTSD. C’est notamment le
cas du CPFvm puisqu’une hypoactivation de cette région est observée en réponse a des stimuli neutres
(Gold et al., 2011), associés au trauma (Shin et al., 1999) ou dans des taches de conditionnement et
d’extinction de peur (Bremner et al., 2005). Il semblerait que cette baisse d’activité soit une
conséquence du développement du PTSD et non un facteur de risque (Dahlgren et al., 2018). De méme,
il existe une corrélation négative entre activité du CPFvm et sévérité des symptdmes dans le PTSD
(Hughes and Shin, 2011). Il est a noter cependant que certaines études rapportent au contraire une
hyperactivation du CPFvm (Lanius et al., 2002).

L’hippocampe présente quant a lui un profil fonctionnel plus complexe dans le PTSD. De maniére
générale, une réduction de son activité est observée lors de I’encodage de stimuli a valence négative
(Bremner et al., 2003), d’images relatives au trauma (Hayes et al., 2011) ou lors de taches de mémoire
spatiale hippocampo-dépendante (Astur et al., 2006). Par ailleurs, une diminution de I’activité de
I’hippocampe a été associée a de moins bonnes performances lors d’une tache d’extinction de peur
chez des patients PTSD (Milad et al., 2009). Il semble également que 1’activité de I’hippocampe soit
inversement corrélée avec la séverité des symptomes chez des patients PTSD, notamment pour les
symptdémes d’hypervigilance (Astur et al., 2006; Hayes et al., 2011). Cependant, il est important de
noter que de nombreuses autres études ont montré une hyperactivation de 1’hippocampe lors de
diverses taches d’encodage (Sakamoto et al., 2005; Thomaes et al., 2009, 2013; Shin and Liberzon,
2010). Une méta-analyse récente propose d’expliquer ces divergences selon le type de tache utilisée.
Selon cette étude, I'hippocampe serait sous-activé lors de taches impliquant directement le trauma ou
des stimuli a valence négative, tandis qu'il serait suractivé ou normalement activé lors de taches ou les
stimuli liés au trauma sont évoqués de maniére inconsciente ou lors de I'encodage de nouveaux stimuli
neutres (Negreira and Abdallah, 2019). En résumég, bien gque les données soient hétérogénes, il apparait

clairement que I'hippocampe est fonctionnellement altéré chez les patients atteints de PTSD.

3.3 Altérations biologiques

Plusieurs systemes biologiques jouent un rdle clé dans la physiopathologie du PTSD, notamment
ceux impliqués dans la régulation de la réponse de stress. Un évenement traumatique, étant par
définition stressant, induit en effet I’activation de divers mécanismes neuronaux, endocriniens et
immunitaires pour préparer I'organisme a affronter cette situation. La réponse de stress est une réaction
adaptative permettant a 1’individu de faire face a divers « stresseurs », ce qui en fait une piste d’étude
pertinente dans le cadre du PTSD. L’activation de cette réponse de stress déclenche une série de

modifications physiologiques et comportementales, organisées en deux phases distinctes (Figure 2).
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La premiére phase est une réponse rapide, orchestrée par I’action de 1’adrénaline et de la noradrénaline,
deux catécholamines libérées au niveau central par les neurones noradrénergiques du locus caruleus
et en périphérie par le systeme nerveux sympathique ainsi que la médullosurrénale. Cette libération
entraine une série de réactions physiologiques, telles que I'augmentation du rythme cardiaque, de la
fréquence respiratoire, de l'activité meétabolique ou encore de I’afflux sanguin vers les muscles
squelettiques. Ces changements préparent I'organisme a réagir efficacement au danger imminent, en
adoptant une stratégie de type « Freeze, Flight, or Fight » que 1I’on peut traduire par « s’immobiliser,
s’enfuir ou se battre » (Moisan and Le Moal, 2012; Taborsky et al., 2021).

Stresseur

Cortex préfrontal Thalamus

(traltement des informations,

prise de décisions) Hippocampe

- N \ mémoire

— - ——
o -

/ Amygdale
,/ Hypothalamus (gestlon des émotions)
/. (activation de I’ axe

/' corticotrope) _ -
' P Hypophyse

" Locus ceeruleus

(activation du systeme

Nerf nerveux autonome

vague

Glucocorticoides
(cortisol ou corticostérone) | .~ SN Cveao____

Co?tex ﬂmduua
K_/—"\-’

Glande surrénale
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(adrénaline et noradrénaline)|  sympathiques

Figure 2 Neurobiologie de la réponse de stress
Le cerveau occupe une place centrale dans la mise en place d’une réponse rapide, médiée par les

catécholamines, et une réponse plus lente, médiée par les glucocorticoides. Extrait de (Moisan and Le Moal,
2012).

En complément de la réponse rapide médiée par le systeme nerveux sympathique, une réaction
plus graduelle et durable se met en place via I'activation de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien
(axe HHS ou HPA pour I’anglais « hypothalamic-pituitary-adrenal axis ») (Smith and Vale, 2006;
Spencer and Deak, 2017; Chu et al., 2023). Cette cascade hormonale a pour objectif final la sécrétion
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de glucocorticoides (GC), les hormones de stress par excellence, a savoir le cortisol chez I'numain et
la corticostérone chez les rongeurs. Lorsqu’une situation est jugée comme stressante par le cerveau,
différentes régions vont activer directement ou indirectement la sécrétion de corticolibérine (CRH pour
le terme anglais « corticotropin-releasing hormone ») par le noyau paraventriculaire de
I’hypothalamus. Cette CRH initie alors une séquence hormonale, incitant I'adénohypophyse a libérer
de Il'adénocorticotrophine (ACTH pour le terme anglais « adrenocorticotropic hormone »). Cette
derniére va alors passer dans la circulation sanguine périphérique et, a son tour, induire la production
et la libération de GC par la glande corticosurrénale. L’action plus lente des GC s’explique par leur
mode d'action intracellulaire. Ils se lient a des récepteurs spécifiques, notamment les récepteurs aux
minéralocorticoides et aux glucocorticoides, qui fonctionnent comme des facteurs de transcription
pour moduler I'expression génique (Timmermans et al., 2019). En plus d’avoir des effets en périphérie,
les GC, de par leur nature liposoluble, peuvent franchir la barriére hémato-encéphalique et exercer un
impact direct sur des régions cérebrales cruciales pour la gestion du stress, telles que I'amygdale,
I'nippocampe et le cortex préfrontal. Ils préparent ainsi I'organisme a une réponse plus durable face au
stress, notamment en favorisant la consolidation de la mémoire liée a I'événement stressant. Cette
réponse peut aller de quelques heures a plusieurs jours. Cependant, sur le long terme, les GC peuvent
avoir des effets néfastes lorsqu’ils sont présents en exces ou pendant une durée trop longue. Parmi ces
effets indésirables, 1’on note notamment une immunosuppression, une accumulation de graisse, de
I’hypertension ou des troubles du métabolisme en périphérie. Ces effets sont d’autant plus notables au
niveau du systeme nerveux central, ou les GC peuvent avoir un effet neurotoxique, affectant a la fois
la structure et la fonction de différentes régions cérébrales, en particulier 1’hippocampe (Dekkers et
al., 2022). 1l existe donc un rétrocontréle négatif de la sécrétion de ces hormones afin de réguler
finement leur libération. Ce rétrocontrdle agit comme un frein afin de prévenir les conséquences
déléteres d'un exces de GC, permettant ainsi a I'organisme de revenir a un état d'homéostasie apres une
situation stressante. Il s’effectue par une action des GC a différents niveaux. D'une part, une action
directe des glucocorticoides sur I'nypothalamus et I'adénohypophyse inhibe la libération de CRH et
d’ACTH respectivement, réduisant ainsi la production subséquente de GC par les glandes surrénales.
D'autre part, des régions cérébrales riches en récepteurs aux GC, comme I'hippocampe et le cortex
préfrontal, envoient des signaux inhibiteurs a I'hypothalamus et a I'adénohypophyse, contribuant a la
désactivation de I'axe HHS (Lattin and Kelly, 2020).

En résumé, la réponse de stress est finement orchestrée par 1’organisme, le préparant a réagir
efficacement a des défis immédiats dans le but de retrouver un équilibre. Toutefois, lorsqu’un

événement devient trop intense ou trop souvent répété, certaines personnes n’arrivent pas a retrouver
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cette homéostasie, comme dans le cas du PTSD. Dans le contexte de cette pathologie, des études ont
mis en évidence une augmentation de la noradrénaline et de 1’adrénaline périphérique (Hendrickson
and Raskind, 2016). Cette augmentation est associée a une activation accrue du systéme nerveux
sympathique, se manifestant par une fréquence cardiaque et une tension artérielle plus élevées, tant au
repos qu'en réponse a des stimuli stressants (Blanchard et al., 1982; Pole, 2007). Une récente revue de
la littérature a par ailleurs révélé une augmentation de la concentration de noradrénaline mais pas
d’adrénaline ni de dopamine dans I’urine et le plasma de patients PTSD (Pan et al., 2018). De plus,
une augmentation des concentrations de noradrénaline a également été observée au niveau central. Des
études sur des vétérans militaires atteints de PTSD ont mesuré ces niveaux dans le liquide cérébro-
spinal et ont constaté une élévation tant au repos qu'en réponse a des stimuli liés a I'événement
traumatique (Geracioti et al., 2001, 2008). De maniére intéressante, il existe une corrélation entre
concentration de noradrénaline centrale et séverité des symptomes du PTSD. Conjointement, ces
déréglements de la réponse noradrénergique provoqueraient une hyperactivation du systeme nerveux
sympathique et résulteraient notamment au développement et au maintien de symptomes
caractéristiques du PTSD comme I’hypervigilance, les symptomes d’intrusion ou encore les troubles

du sommeil (Al Jowf et al., 2023).

Paradoxalement, la majorité des études portant sur les GC soulignent une baisse de la concentration
basale de ces hormones, notamment pour le cortisol. Des études ont en effet revélé une baisse des
niveaux de cortisol basaux dans le plasma, la salive et I’urine chez les patients atteints de PTSD par
rapport a des individus sains ou exposés a un traumatisme sans développer de PTSD (Glover and
Poland, 2002; OIff et al., 2006; Gill et al., 2008). Il convient de souligner que certains travaux ne
confirment pas cette tendance, indiquant des niveaux basaux similaires (Klaassens et al., 2012).
Néanmoins, il a été observé que des faibles concentrations basales de cortisol corrélaient avec la
séverité des symptomes du PTSD, notamment I'hypervigilance et les flashbacks (Witteveen et al.,
2010; Kobayashi and Delahanty, 2014). Une étude longitudinale a méme établi un lien entre les faibles
niveaux de cortisol salivaire les matins suivant un accident traumatique et le développement ultérieur
d'un PTSD (McFarlane et al., 2011). Cette baisse des niveaux de cortisol s'accompagne d'une
augmentation de la sensibilité et du nombre des récepteurs aux GC (Morris et al., 2012). Une étude
prospective a pu utiliser le nombre de récepteurs aux GC comme prédicteur d’un futur développement
de PTSD dans une population militaire a risque (van Zuiden et al., 2011). Ces augmentations
respectives de la sensibilité et du nombre des récepteurs aux GC entrainent une hyperactivité globale
du systeme de rétrocontrole négatif sur I’axe HHS. Ce phénomene est confirmé par des tests de

suppression a la dexaméthasone, un agoniste synthétique des récepteurs aux GC. Dans le contexte du
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PTSD, une diminution plus importante que chez des sujets sains des niveaux de cortisol a été observée
apres injection de dexaméthasone, indiquant une hyperactivation du rétrocontréle négatif (Yehuda et
al., 2004; Dunlop and Wong, 2019). En paralléle a cela, une augmentation des concentrations de CRH
et d’ACTH a egalement été mesuree (Baker et al., 1999; de Kloet et al., 2007) suggérant que les
différents acteurs de I’axe HHS pourraient avoir des patterns d’expression distincts. En résumé, dans
le cadre du PTSD I’axe HHS est totalement dysfonctionnel et se caractérise principalement par une

suractivation du rétrocontréle négatif, qui entraine a terme une diminution générale de cortisol.

Le PTSD se distingue donc par des anomalies complexes des systemes biologiques régulant la
réponse de stress. Il a été suggéré que la faible activité de 1’axe HHS induirait en contrepartiec une
activation importante du systéme sympathique. L’ importante quantité de catécholamines libérées sur
le long terme participerait alors a 1’apparition de symptomes chroniques chez les patients (Yehuda et

al., 2015; Lehrner et al., 2016).

4.D’une mémoire de peur adaptative...

Comme nous I’avons vu, le PTSD est associ¢ a de nombreuses altérations cérébrales, ainsi qu’un
déreglement des systemes biologiques responsables de la réponse de stress. De fagcon notable, les
régions du systeme limbique, impliquées dans la régulation des émotions et de la mémoire, sont
particulierement affectées. Ce systéeme est essentiel pour genérer une réponse de peur appropriée face
a des menaces immediates ou potentielles. Le PTSD se caractérise quant a lui par une réponse de peur
maladaptative et persistante, entrainant notamment des symptémes d’intrusions, de reviviscences et
d’évitements. Différents modeles neurobiologiques du PTSD ont donc tenté d’expliquer cette
pathologie par le prisme d’une perturbation de la mémoire de peur associée a I’événement traumatique.
Au cours de cette section, nous explorerons donc ce qui définit une meémoire de peur « normale » ou
adaptative, afin de pouvoir, lors des sections suivantes, examiner comment les altérations mentionnées
précédemment peuvent entrainer une réponse de peur dysfonctionnelle et entrainer les caractéristiques

uniques de la mémoire traumatique.

4.1 Qu’est-ce que lapeur?
La peur est une émotion complexe déclenchée en réponse a une menace percue, qu’elle soit réelle
ou potentielle. Bien que cette émotion soit universelle et familiére a tous, sa définition précise fait

I'objet de discussions animées dans le monde scientifique. Ce débat est notamment illustré par les
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divergences de vues qui perdurent entre Joseph LeDoux et Michael Fanselow sur la nature et les
mécanismes de ce qui définit la peur (LeDoux and Pine, 2016; Fanselow and Pennington, 2018).

Selon LeDoux, la peur est une conscience subjective du danger, résultant de I'interaction entre deux
systemes neurobiologiques distincts (Figure 3A). Le premier, sous-cortical, geére les réponses
comportementales et physiologiques de maniére inconsciente. Le second, cortical, génére une
sensation consciente de peur basée sur nos expériences et croyances personnelles. C’est ce systéme a
proprement parler qui, en intégrant les diverses informations d’une situation particuliére et en les
inscrivant dans une construction cognitive plus globale, génére la sensation de peur (LeDoux and
Hofmann, 2018). LeDoux insiste donc sur le fait que cette expérience subjective est propre a I'espéce
humaine, et qu’une simple construction imaginaire peut suffire a déclencher la peur. Il préfére a
I’inverse utiliser le terme « comportements de défense » (defensive behaviors) pour décrire ce que I'on
considére comme une réponse de peur chez les animaux, et qui correspondrait plutét aux réponses du
premier systeme. Il souligne que ce qui est universel, c'est le concept de danger, et que I'expérience
humaine de ce danger est unique et personnelle. « On dit souvent que la peur est universelle. Mais ce
qui est universel, c'est le danger. L'expérience humaine d'étre en danger est personnelle et unique.
Bien gque d'autres animaux puissent avoir une sorte d'expérience lorsqu'ils sont en danger, il n'est pas
possible de mesurer scientifiquement ce qu'ils vivent et, si nous le pouvions, il est peu probable que
cela soit équivalent au type de prise de conscience personnelle assemblée de maniére cognitive d'étre

en danger que les humains vivent. » (Mobbs et al., 2019).

Fanselow, en revanche, consideére la peur comme un ensemble plus global, incluant a la fois les
réponses émotionnelles subjectives mais aussi les réactions comportementales et physiologiques
(Figure 3B). Selon lui, ces réponses sont orchestrées par un réseau unique, le « générateur central de
peur », avec I'amygdale comme acteur principal. Fanselow estime que la peur peut étre observée et
mesurée chez les animaux, et que les réponses comportementales et physiologiques sont des

indicateurs plus fiables de la présence de peur (Fanselow and Pennington, 2018).

En somme, la notion de peur, bien que semblant simple en surface, est en réalité un sujet complexe
et débattu. Par abus de langage pour les besoins de cette thése, nous utiliserons les termes réponse de
peur ou mémoire de peur méme en ce qui concerne les animaux, tout en gardant a I'esprit que cette

terminologie est sujette a controverse.
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A. MODELE DES « DEUX SYSTEMES DE PEUR »
PEUR

I Générateur de la peur | e @ Réponses cognitives & émotionnelles

| Générateur des réactions de défense I < I Effecteur2 | e Réponses physiologiques

—— Réponses comportementales

B. MODELE DU « GENERATEUR CENTRAL DE LA PEUR»

PEUR
/ Réponses cognitives & émotionnelles
Générateur central de lapeur | i’ I Effecteur 2 I 0> Réponses physiologiques
I Réponses comportementales

Figure 3 La peur selon LeDoux (A) et Fanselow (B)

(A) Modele a deux systemes par LeDoux qui postule que I'expérience émotionnelle de la peur émerge d'un
circuit neuronal distinct de celui qui est responsable des réponses physiologiques et comportementales a la
menace. Le terme "peur" se référe uniquement a I'expérience subjective, cognitive/émotionnelle en réponse
a la menace ; (B) Modele du générateur central par Fanselow qui suggere que les diverses réponses a la
menace (cognitive/émotionnelle, physiologique et comportementale) émergent d'un circuit neuronal central.
Dans ce cadre, le terme "peur" représente une réponse intégrée. Extrait de (Fanselow and Pennington, 2018).

4.2 La mémoire de peur : cadre théorique

La mémoire est définie comme la capacité du cerveau a encoder, stocker, conserver et récupérer
des informations. Ce mécanisme est essentiel pour I'apprentissage, la planification et I'adaptation a de

nouvelles situations.

Les ¢études de patients 1ésés au niveau d’une région cérébrale spécifique et présentant des
performances normales a certains types de mémoires tout en souffrant de troubles séveres pour d’autres
types ont poussé les chercheurs a distinguer différentes formes de mémoire. Parmi les modéles
théoriques qui ont tenté de cartographier ce paysage complexe, le modele modal d’Atkinson et
Schiffrin proposé en 1968 est I’un des plus couramment utilisés en psychologie cognitive (Atkinson
and Shiffrin, 1968). D’aprés eux, la mémoire peut se diviser en trois modalités distinctes : la mémoire
sensorielle, la mémoire a court-terme et la mémoire a long-terme. La mémoire sensorielle agit comme
un tampon initial qui retient les informations entrantes pendant une trés courte période, généralement

moins d'une seconde. La mémoire a court-terme conserve les informations pendant un temps limité et
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a une capacité limitée. En revanche, la mémoire a long-terme a une capacité presque illimitée et peut
stocker des informations pendant une période prolongée, allant de quelques minutes a toute une vie.
Le modele suggére que les informations circulent de maniere séquentielle a travers ces modalités,
I'attention et la répétition servant de mécanismes clés pour transférer les informations de la mémoire a
court-terme a la mémoire a long-terme. Ce modéle a servi de base a d’autres modéles, dont notamment
le modeéle paralléliste de Squire ou encore les modeles hiérarchiques de Tulving qui sont peut-étre les

plus influents encore aujourd’hui.

Le modéle paralléliste de Larry Squire propose une vision plus nuancée et intégrée de la mémoire
(Cohen and Squire, 1980; Squire et al., 1993; Squire, 2004). Contrairement au modéle d'Atkinson et
Shiffrin, qui propose une séquence linéaire de la mémoire, le modele de Squire suggere que différents
types de mémoire fonctionnent en paralléle (Figure 4). Dans ce modele, la mémoire est divisée en
deux grandes catégories : la mémoire déclarative, qui concerne les faits et les événements que nous
pouvons explicitement rappeler, et la mémoire non déclarative, qui englobe les compétences, les
habitudes et les réponses conditionnées que nous acquérons inconsciemment. La mémoire déclarative
est elle-méme subdivisée en mémoire épisodique, liée a nos expériences personnelles, et en mémoire
sémantique, qui concerne les faits généraux et les connaissances du monde. La mémoire non
déclarative comprend plusieurs sous-types, tels que la mémoire procédurale, la mémoire associative et
la mémoire émotionnelle. Ce modéle met en avant le réle des différentes régions du cerveau dans la
gestion de ces types de mémoire. Par exemple, I'hippocampe est crucial pour la mémoire déclarative,
tandis que d'autres régions, comme le striatum ou I'amygdale, sont impliquées dans la mémoire non
déclarative. Ce modele paralléliste a I'avantage de prendre en compte la complexité et la diversité des

processus de mémoire, et il a été largement influent dans la recherche neuroscientifique sur la mémoire.

En guise de complément, le modéle hiérarchique élaboré par Tulving offre une structuration en
cascade des diverses formes de mémoire (Tulving and Schacter, 1990). Selon Tulving, cette hiérarchie
suit a la fois lI'ordre présumé de développement de ces systemes mémoriels et leur importance au sein
des fonctions cognitives. Ainsi, la mémoire épisodique, une « merveille de la nature » se retrouve en
haut de cette échelle, puisqu’elle est la derniére a se mettre en place sur le plan ontogénétique, et qu’elle
n’est apparue que trés récemment sur le plan phylogénétique (Tulving, 2002). Ce modele met
¢galement en lumiére les interdépendances entre les niveaux de la hiérarchie mémorielle : I’encodage
se fait de facon sérielle, des systéemes de mémoire inférieurs aux plus hauts niveaux ; les informations
sont stockées en paralléle dans les différents systemes ; et la récupération dans un systéme de mémoire

peut se produire indépendamment des autres systemes. Par conséquent, les fonctions des systémes de
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mémoire les plus avancés sont souvent influencées par les mécanismes en jeu dans les systemes plus

élémentaires.

W EN RN E Y (secondes)

rimore court e RS

£— Mémoire a long terme JIHERIEES) ﬁ
Mémoire déclarative Mémoire non déclarative

—— ; ———
R

ﬁ

@

Procédurale

Habutuatlon
l l l Sensibilisation

Figure 4 Exemple de classification des différents types de mémoire (Squire)
Modele de (Squire and Zola, 1996) repris et adapté par (Henke, 2010) puis par la géniale Marie Lods.

En résumé, divers modeles ont mis en évidence l'existence de multiples formes de mémoire, et il
est désormais évident que des interactions complexes se font entre ces systemes. Ainsi, lors d’une
situation de danger, des processus cognitifs et physiologiques complexes se mettent en place pour
former la réponse de peur, et le souvenir associé a cet événement. Ce souvenir est le résultat d’une
interaction entre différentes mémoires, notamment entre le systeme de mémoire explicite épisodique,
géré par I’hippocampe, et le systeme de mémoire implicite émotionnelle et perceptuelle, géré par
I’amygdale. Le souvenir épisodique ainsi crée est teinté d’une valence émotionnelle, servant a rendre
sa trace plus forte, précise et durable, probablement via une facilitation de sa consolidation par
I’hippocampe (Richter-Levin, 2004). D’un point de vue évolutionniste, cette optimisation de la
rétention du souvenir de peur servirait a accroitre les chances de survie lors d’expositions futures a des

situations identiques ou similaires. Cette modulation émotionnelle de la mémoire épisodique semble
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étre médiée a la fois par la réponse physiologique de 1’organisme face a un stresseur au travers des
hormones du stress (voir partie précédente) mais également par I’activité amygdalienne (Cahill and
McGaugh, 1996; LaLumiere et al., 2017). Il a par exemple été montré qu’il existe une corrélation entre
I’activité de I’amygdale pendant I’encodage d’un stimulus connoté émotionnellement et la qualité de
la mémoire évaluée lors du rappel, alors que cette corrélation n’est pas présente pour des stimuli
neutres (Cahill et al., 1996; Hamann et al., 1999; Canli et al., 2000).

4.3 La mémoire de peur : cadre pratique

Le conditionnement de peur constitue 1’un des paradigmes expérimentaux les plus couramment
utilisés pour examiner la mémoire de peur, tant chez les rongeurs que chez les humains (Pavlov, 1927;
Rescorla, 1967). Théorisée et développée par Pavlov dés la fin du 19°™ siécle, cette méthode a
I'avantage de fournir un cadre contrélé pour I'induction, la mesure et la manipulation de la mémoire de
peur, tout en permettant une analyse rigoureuse des mecanismes neuronaux et comportementaux sous-
jacents. Plusieurs variantes de ce conditionnement Pavlovien existent, mais dans sa version la plus
classique, un stimulus neutre, souvent un son ou une lumiere, est associé a un stimulus aversif, en
géneral un choc électrique ou un bruit fort. Le stimulus neutre est appelé stimulus conditionnel (SC),
puisque ce n’est qu’a condition d’avoir été couplé avec le stimulus aversif « inconditionnel » (SI) qu’il
va pouvoir déclencher une réponse de peur conditionnelle (RC). Au moment du conditionnement, un
apprentissage associatif se forme entre SC et Sl, de sorte que lorsque I’individu est réexposé (en
géneral 24h apres conditionnement) au SC seul lors de la phase de rappel, cela suffit a déclencher une
RC. Cette réponse de peur acquise est principalement gérée par I’amygdale et ses régions cibles. Elle
peut se manifester de diverses maniéres, comme par I’augmentation de la fréquence respiratoire, de la
pression artérielle ou de I’activité électrodermale, I’activation de 1’axe corticotrope ou 1’activation de
différents nerfs moteurs induisant une expression faciale de peur (Davis, 1992). Cependant, la RC la
plus couramment étudiée dans le cadre du conditionnement de peur est 1’apparition d’un comportement
d’immobilisation caractérisé par une absence totale de mouvements, a I’exception des mouvements
respiratoires, souvent accompagné d’une tension musculaire accrue (Blanchard and Blanchard, 1969;
Hagenaars et al., 2014). Ce comportement est appelé « freezing » (terme anglais qui, dans le sens

utilisé ici, pourrait se traduire par immobilisation).

Le conditionnement est indicé (« cued-fear conditioning ») lorsque le SC utilisé est un indice
simple, unimodal et tonique, comme un son ou une lumiere (Figure 5A). Pour qu’il y ait association,
il est important que le SC soit présenté avant le SI. Ce dernier peut avoir lieu soit directement apres le

SC (conditionnement différé ou « delayed conditioning » car il y a un délai entre le début du SC et le
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début du SI), soit aprés un intervalle de temps (conditionnement de trace ou « trace conditioning »). A
I’inverse, si durant le conditionnement aucun indice explicite ne vient précéder le Sl, une association
se forme avec I’environnement représenté par un ensemble d’indices multimodaux (luminosité, forme
de la piece, odeur etc.) qui deviendra le SC, et ’on parle alors de conditionnement contextuel
(« contextual fear conditioning ») (Fanselow and Sterlace, 2014) (Figure 5B). Il est a noter bien sQr
que méme lors d’un conditionnement indicé classique, le contexte qui est constamment présent,

s’associe également, au moins en partie, au stimulus inconditionnel (choc).

A. Conditionnement indicé B. Conditionnement contextuel

[ ' différe
sc sl s
\ [ ' trace \

Figure 5 Paradigmes de conditionnement de peur
(A) Conditionnement indicé : le stimulus inconditionnel (SI) est associé a un indice saillant (SC).

(B) Conditionnement contextuel : lorsqu’aucun indice saillant n’est associé au SI, I'association se fait avec le
contexte.

Deux autres phénomeénes liés a la réponse de peur peuvent étre étudies grace au conditionnement
Pavlovien : I’extinction et la généralisation de la peur. L’extinction peut étre mise en évidence apres
conditionnement, si le SC (unimodal ou contexte) est présenté de maniére répéetée sans présence du Sl.
La réponse de peur diminue alors graduellement jusqu’a disparaitre. Puisqu’il est possible de voir
réapparaitre une RC apreés extinction (fear relapse), par exemple en présentant le SC dans un nouveau
contexte, il a été conclu que ce phénomene reposerait sur la formation d’une nouvelle trace mnésique
ou le SC est de nouveau associé a une valence neutre, plutot que sur une modification (« updating »)
de la trace mnésique initiale (Bouton, 2004; Myers and Davis, 2007). Cependant, ces deux possibilités
coexistent probablement et une étude récente a pu mettre en évidence ce second phénomeéne,
notamment lorsque 1’extinction se déroule longtemps apres le conditionnement (Khalaf et al., 2018).
La généralisation de la peur est le processus par lequel des stimuli (unimodaux ou contextes) plus ou
moins similaires au SC original peuvent déclencher une réponse de peur. Ce phénoméne graduel est
adaptatif dans la majorité des cas, mais devient maladaptatif lorsque des indices trés différents suffisent

a déclencher cette réponse de peur (Asok et al., 2019).
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En résumé, le conditionnement de peur peut servir de base afin d’étudier les différentes
composantes de la mémoire émotionnelle de peur (encodage, consolidation, rappel), mais également
des processus comme I’extinction ou la généralisation. Il est intéressant de noter que les réponses
Pavloviennes de peur sont observées chez de nombreuses especes, y compris 1’humain. En 1920,
Watson et Rayner démontrent en effet pour la premiére fois la présence de RC chez I’Homme dans la
fameuse et controversée expérience du « Petit Albert » (Watson and Rayner, 1920). Dans cette étude,
un enfant, Albert, apprend a associer un rat blanc (SC) avec un bruit fort et désagréable (SI). Plus tard,
lorsque le rat est présenté seul a I’enfant, la RC se déclenche démontrant ainsi un conditionnement de
peur. De par la conservation de ses mécanismes entre différentes especes, le conditionnement de peur
offre un cadre expérimental robuste pour étudier la mémoire de peur. Associé a des techniques
complémentaires, telles que I'imagerie par résonance magnétique fonctionnelle chez les humains ou
I'optogénétique chez les rongeurs, il a été possible d’élucider les circuits neuronaux et les mécanismes
moléculaires qui sous-tendent ce type de mémoire. Dans la section suivante, nous décrirons donc
brievement les circuits de la peur, en portant une attention particuliére sur les trois régions clés que
sont 1’amygdale, I’hippocampe et le cortex préfrontal médian. La majorité des résultats decrits
concernent des études sur les rongeurs, mais il est aujourd’hui bien établi que ces circuits sont

relativement bien conservés entre les différents mammiferes.

4.4 Les circuits de la peur

i.  Amygdale

Comme évoqué précédemment, 1’amygdale est un ensemble d’une douzaine de noyaux et sous-
noyaux du lobe temporal, qui different en fonction de leur organisation morphologique et
fonctionnelle, le tout prenant une forme d’une amande, ayant ainsi inspiré le nom de cette structure.
Tous les noyaux amygdaliens ne sont pas nécessaires dans la réponse de peur, et classiquement deux
noyaux principaux sont décrits: 1’amygdale basolatérale (BLA), voie d’entrée principale de

I’amygdale et I’amygdale centrale (CEA), voie de sortie.

La BLA, majoritairement constituée de neurones glutamatergiques, est subdivisée en amygdale
latérale (LA), basale (BA) et basomédiale. La CEA est a I’inverse essentiellement formée
d’interneurones GABAergiques, et contient 1’amygdale centro-latérale (CEI) qui projette sur
I’amygdale centro-médiale (CEm). S’ajoute a cela un ensemble de neurones GABAergiques appelé
« cellules intercalées » qui se situent entre la BLA et la CEA et qui tiennent un réle dans 1’inhibition
de cette structure (Sah et al., 2003; LeDoux, 2007; McDonald, 2020).
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Des observations initiales de patients présentant une 1ésion au niveau de I’amygdale, ainsi que des
études chez I’animal ont trés rapidement placé cette structure comme acteur principal de la réponse
émotionnelle, en particulier dans la détection rapide du danger et dans la mise en place d’une réponse
de peur. Depuis, de nombreux travaux ont cherché a caractériser plus précisément 1’implication de

I’amygdale dans la mémoire de peur en utilisant le conditionnement Pavlovien comme modele.

Les noyaux amygdaliens sont interconnectés dans un réseau complexe, de sorte que 1’information
est transmise d’un noyau a un autre (Figure 6). La LA constitue communément la voie d’entrée de
I’amygdale et sert de site principal pour 1’association entre SC et SI. Pour cela, elle regoit des
informations sensorielles multimodales (auditives, visuelles ou somatosensorielles) des SC et Sl en

provenance du thalamus et des différents cortex (Romanski et al., 1993).
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Figure 6 Connectivité des principaux noyaux amygdaliens

Sont également indiquées sur cette figure les principales fonctions connues des structures cibles de
I'amygdale. BA, basal amygdala; BF, basal forebrain; BNST, bed nucleus of the stria terminalis; CeA, central
amygdala; DRN, dorsal raphe nucleus; EC, entorhinal cortex; GABAergic, gamma-aminobutyric acidergic; LA,
lateral amygdala; LC, locus coeruleus; MeA, medial amygdala; mPFC, medial prefrontal cortex; NAC, nucleus
accumbens; NTS, nucleus of the solitary tract; PAG, periaqueductal gray; PBN, parabrachial nucleus; SNL,
lateral substantia nigra; VTA, ventral tegmental area. Extrait de (Zhang et al., 2021).
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La LA est essentielle pour ’acquisition de la mémoire de peur, puisqu’une lésion ou une
inactivation de ce noyau en particulier prévient 1’apparition d’une réponse de peur apres
conditionnement (Nader et al., 2001; Calandreau et al., 2005). L’association entre SC et SI au niveau
de la LA se fait notamment par des phénomeénes de plasticité synaptique, via une potentialisation a
long-terme entre les neurones qui portent I’information de ces deux stimuli (Rodrigues et al., 2004).
Par conséquent, un blocage de la potentialisation a long-terme, par exemple par injection d’antagoniste
des récepteurs NMDA dans la LA, empéche I’acquisition de la mémoire de peur durant un
conditionnement (Fanselow and Kim, 1994). Ainsi, le signal faible des informations sensorielles du
SC est couplé avec le signal fort du Sl, ce qui entraine par la suite une réponse forte de la LA lorsque
le SC est présenté seul. Coupler un SC (un son par exemple) avec une activation optogénétique des
neurones de la LA sans présentation de SI d’un c6té, ou coupler la présentation d’un SI (un choc
électrique par exemple) avec une stimulation optogénétique des projections du thalamus auditif vers
la LA d’un autre coté, est d’ailleurs suffisant pour induire une réponse de peur lorsque le SC est

présenté seul par la suite (Johansen et al., 2010; Nabavi et al., 2014).

L’information est ensuite transmise jusqu’a la CEA, principale voie de sortie de I’amygdale, soit
par des projections directes entre LA et CEl, soit en passant indirectement par les cellules intercalées
ou encore par la BA. La BA agit comme une sorte de hub, en entretenant des connexions reciproques
avec différentes régions comme le cortex préfrontal et 1’hippocampe, afin d’apporter un controle
cognitif sur la réponse de peur, en la régulant en fonction de la situation (Janak and Tye, 2015). Une
Iésion de la CEA altere la réponse de peur, a la fois apres association SC-SI, mais également lorsque
I’individu est exposé a un SI simple (Kapp et al., 1979). Ainsi, il a été suggéré que la CEA était
responsable de 1’expression physiologique et comportementale de peur. De fait, la CEA envoie des
projections sur de nombreuses régions impliquées dans ces mécanismes, dont ’hypothalamus, la
substance grise périagueducale ou encore le tronc cérébral (Fendt and Fanselow, 1999). Plus
récemment, il a été suggéré que les neurones de la CEIl jouaient, comme la LA, un rble dans
I’acquisition de la peur, tandis que ceux de la CEm sont impliqués dans I’expression de peur (Ciocchi
et al., 2010).

L'amygdale fonctionne donc comme un réseau intégré ou chaque noyau contribue a divers aspects
de I'acquisition et de I'expression de la peur, en réponse a un indice spécifique mais aussi a un contexte.
Il a en effet été montré que ’amygdale était également nécessaire au conditionnement de peur
contextuel, méme si les mécanismes sous-tendant ces associations au niveau de la LA pourraient
différer de ceux utilisés lors d’un conditionnement a un stimulus saillant (Calandreau et al., 2006;

Trifilieff et al., 2006). Les projections entre les noyaux amygdaliens permettent ainsi une transmission
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rapide et efficace de I'information, un élément crucial pour la survie de I'organisme face a des menaces

potentielles.

ii.  Hippocampe

Tout comme I'amygdale, I'hippocampe tire son nom de sa forme distincte, évogquant un hippocampe
marin pour les anatomistes. Cette structure complexe englobe non seulement I'hippocampe, composé
du circuit traditionnel GD-CA3-CA2-CA1, mais aussi des régions parahippocampiques comme le
cortex entorhinal et le subiculum, qui sont les premiers récepteurs des signaux sensoriels au sens large.
Bien que l'on ait souvent décrit le flux d'information au sein de I'hippocampe comme étant
unidirectionnel, allant des régions parahippocampiques vers le GD, puis du GD au CA3 et enfin du
CA3 au CAl, cette perspective tri-synaptique ne rend pas forcément compte de la richesse des
connexions afférentes et efférentes que I'hippocampe entretient avec d'autres structures corticales et
sous-corticales, telles que I'amygdale et le cortex préfrontal (Jay et al., 1989; Pitk&nen et al., 2000;
Hoover and Vertes, 2007). Une description plus fournie de ce réseau sera abordée au cours du

deuxieme chapitre.

En outre, des fonctions distinctes ont été associées aux régions dorsale (ou septale) et ventrale (ou
temporale) de I'hippocampe. La région dorsale est genéralement percue comme étant engagée dans les
processus cognitifs de I'hippocampe, en raison de ses connexions avec les zones corticales. En
revanche, la région ventrale est souvent liée a la régulation émotionnelle et a la gestion du stress, en
raison de ses liaisons directes et indirectes avec des structures telles que I'amygdale et I'nypothalamus
(Moser and Moser, 1998; Bannerman et al., 1999; Fanselow and Dong, 2010).

L’hippocampe est reconnu comme le centre névralgique de la mémoire explicite épisodique, et son
réle dans le cadre du conditionnement de peur a été sensiblement investigué. Deux études pionniéres
ont comparé les effets d’une lésion de 1I’hippocampe chez le rat aprés conditionnement a un son ou au
contexte, et ont montré que seule la réponse contextuelle était affectée (Kim and Fanselow, 1992;
Phillips and LeDoux, 1992). Il a donc été postulé que I'nippocampe joue un rdle crucial dans
I’encodage et le rappel de souvenirs contextuels liés a des expériences traumatisantes. Plus
précisément, cette structure serait capable d'agréger rapidement les divers éléments d'un contexte
donné pour en former une représentation unifiée, qui serait ensuite transmise a la BLA pour y étre
associée aux informations du Sl (Fanselow, 2010). La formation de cette association dépendrait en
partie d’un remodelage synaptique des neurones du CA1 ventral projetant sur la BA (Kim and Cho,
2020). La représentation contextuelle ainsi formée servirait ultérieurement a déclencher ou inhiber une

réaction de peur lors d'une réexposition a une situation similaire ou identique (Rudy, 2009). Bien que
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le terme « contexte » soit souvent associé aux éléments spatio-temporels, il englobe en réalité une
multitude de facteurs cognitifs et émotionnels propres a chaque individu, y compris I'état
physiologique interne et les indices sensoriels (visuels, auditifs, olfactifs etc.) présents lors de
I'événement. Contrairement aux SC saillants typiquement employés dans les expériences de
conditionnement, le contexte est omniprésent de maniere diffuse, constituant une toile de fond

composée des éléments environnants (Maren et al., 2013; Smith and Bulkin, 2014).

Deux points méritent d'étre soulignés en ce qui concerne cette représentation contextuelle. D'abord,
bien que rapide, cette représentation requiert un certain laps de temps pour se former. Par conséquent,
dans des expériences de conditionnement contextuel immédiat ou I'animal regoit directement un choc
électrique avant d'étre retiré du contexte, aucune peur contextuelle n'est développée. De maniere
intéressante en revanche, une préexposition au contexte avant le conditionnement permet de contrer
cet effet (Matus-Amat et al., 2004; Rudy et al., 2004). Ensuite, il est a noter que des lésions
hippocampiques préalables au conditionnement contextuel n'impactent pas la mémoire de la peur,
contrairement aux lésions post-conditionnement (Young et al., 1994; Rudy et al., 2002). Ceci suggere
I'existence d'un circuit alternatif, impliquant notamment le cortex préfrontal, qui pourrait compenser
cette représentation contextuelle, rendant celle-ci indépendante de I'hippocampe, surtout lors d'une
longue phase de consolidation entre I'encodage et le rappel (Fanselow, 2010; Zelikowsky et al., 2013;
Chaaya et al., 2018). Il convient également de mentionner que des phénoménes de compensation
similaires ont été observés au niveau de I'amygdale. Par exemple, une Iésion de la BA ou du cortex
auditif avant le conditionnement a un son n‘affecte pas la réponse de peur, mais l'altére si la lésion est
effectuée apres le conditionnement (Anglada-Figueroa and Quirk, 2005; Boatman and Kim, 2006).
Ainsi, les mécanismes sous-jacents a la mémoire de peur ne peuvent pas étre simplement réduits a
I'idée qu'une structure unique est responsable d'une fonction spécifique; il s'agit plutdt de réseaux

neuronaux complexes capables de s'adapter lorsque nécessaire (Fanselow and Sterlace, 2014).

En raison de sa fonction dans I’encodage et la récupération des informations contextuelles,
I’hippocampe tient également un role clé dans la généralisation et I’extinction de la peur. La faculté de
généraliser la réponse de peur a des contextes similaires a I'origine est essentielle pour une expression
de la peur a la fois adaptative et régulée. Cette compétence repose sur la capacité de I'hippocampe a
encoder et a recupérer fidelement le contexte initial, ainsi qu’a détecter des changements plus ou moins
subtils en fonction des situations vecues (Sangha et al., 2020). Le gyrus denté et les neurones issus de
la neurogenése hippocampique adulte jouent un réle clé dans ce processus, un sujet que nous
explorerons plus profondément dans le chapitre suivant. Quant a I'extinction de la peur, bien que les

mécanismes exacts restent un domaine actif de recherche, il semblerait que I’inhibition du souvenir
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initial combiné¢ a la formation d’un nouveau souvenir de slreté¢ soit nécessaire. L’hippocampe
contribuerait a ce nouvel apprentissage associatif ou une valence neutre est attribuée au contexte dans

lequel se déroule I’extinction (Tronson et al., 2012).

En résumé, I’hippocampe apparait également comme un acteur majeur de la mémoire de peur,
notamment en rattachant I’expérience eémotionnellement aversive & un contexte précis et
multidimensionnel, dans le but d’adopter une réponse adaptée en fonction de la situation. Ces
différentes fonctions reposent sur des connexions directes ou indirectes entre I’hippocampe ventral, au
niveau du CA1 qui est la principale voie de sortie de cette structure, et des structures comme
I’amygdale ou le cortex préfrontal (Marek et al., 2019). Au cceur de ces connexions, des populations
neuronales distinctes jouent des roles spécifiques dans les fonctions contextuelles. Grace a l'usage
combine de traceurs viraux de projection et de I'optogénétique, il a été démontré que des populations
neuronales distinctes, projetant respectivement de I'nippocampe ventral vers la BA ou vers la CEA,
étaient impliquées dans la mémoire contextuelle, selon que le contexte ou un indice saillant était le
principal prédicteur du choc (Xu et al., 2016). La partie dorsale de I’hippocampe, bien que non reliée
directement a I’amygdale, tient également un role dans la mémoire contextuelle puisque des Iésions de
cette structure affectent tout autant les performances mnesiques aprés un conditionnement contextuel.
Il a recemment été suggeéré que I'hippocampe dorsal aurait un role dans la localisation spatiale précise,
tandis que I'hippocampe ventral serait essentiel pour associer des indices émotionnels au contexte

géneral, aidant ainsi a distinguer entre des environnements sirs et menacants (Sangha et al., 2020).

ii. ~ Cortex Préfrontal Médian

Le cortex préfrontal, souvent considére comme le centre de nos fonctions cognitives les plus
avancées, joue également un role clé dans la régulation émotionnelle et comportementale, notamment
en ce qui concerne la réponse de peur. Cette polyvalence s'explique par ses connexions étendues avec
diverses structures sous-corticales, ce qui lui permet d'analyser minutieusement les stimuli extérieurs
pour générer une réaction adaptée, en tenant compte des expériences passées (Gilmartin et al., 2014).
Au sein de cette région, le cortex préfrontal médian (CPFm) se divise en deux sous-parties principales
. le cortex préfrontal ventromédian (CPFvm), I'hnomologue du cortex infralimbique (IL) chez le
rongeur, et le cortex cingulaire antérieur dorsal (CCAd), correspondant au cortex prélimbique (PL).
Bien que ces deux sous-régions recoivent des afférences de la BLA, leurs efférences different : le PL
cible principalement la BLA, tandis que I'lL se connecte surtout a la LA et aux neurones intercalés. Il

est a noter que le CPFm, bien que recevant des afférences de I'hippocampe, ne projette pas directement
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sur celui-ci, mais établit des connexions indirectes, notamment via différents noyaux thalamiques

comme les noyaux reuniens et rhomboides (Vertes, 2006; Hoover and Vertes, 2007).

Les recherches sur le r6le du cortex préfrontal médian (CPFm) dans la mémoire de peur mettent
en lumiére des fonctions distinctes pour le cortex prélimbique (PL) et le cortex infralimbique (IL). Le
PL, en particulier, semble jouer un rdle crucial dans I'expression de la peur conditionnée, en modulant
I’activité de I’amygdale via ses projections sur la BLA. Une étude a déemontré que Il'inactivation
pharmacologique du PL pendant la phase de conditionnement diminuait le comportement de freezing
a ce moment-13, sans toutefois I'affecter lors de la phase de rappel. Cela suggere que bien que le PL
soit impliqué dans l'expression de la peur, il n'est pas indispensable a I'encodage du souvenir
émotionnel associé (Corcoran and Quirk, 2007). A I’inverse, une activation par micro stimulation du
PL augmente cette réponse conditionnée apres extinction (Vidal-Gonzalez et al., 2006). Il est
intéressant de noter que ces résultats ont eté retrouvés chez ’humain ou une corrélation positive entre
activité du CCAd et expression de la réponse de peur pendant une tache de conditionnement a pu étre
mise en évidence. Concernant I’'IL, son r6le semble étre davantage axé sur l'atténuation ou la
suppression des réponses de peur, en particulier durant les phases d'extinction. Une stimulation de I'lL
facilite ce processus d'extinction, tandis que son inactivation conduit a la persistance des réponses de
peur (Vidal-Gonzalez et al., 2006; Sierra-Mercado et al., 2011; Cho et al., 2013; Bloodgood et al.,
2018). Cette modulation de la peur pendant I'extinction s'‘opere en partie grace a des connexions
spécifiques entre I'hippocampe et I'IL, comme évoqué précédemment, mais aussi via les projections
de I'lL vers les neurones intercalés inhibiteurs de I'amygdale, induisant une inhibition de cette structure
(Giustino and Maren, 2015).
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Figure 7 Homologie des circuits impliqués dans I’expression et I'inhibition de la peur chez I'humain
et le rongeur

L’expression de la peur (fleches rouges) est médiée par I'amygdale (composée de I'amygdale basolatérale - BLA - et
de I'amygdale centromédiale chez I'humain ou centrale chez le rongeur - CEA -) qui recoit notamment les
informations contextuelles via I’'hippocampe. Des connexions bidirectionnelles de la BLA avec le cortex préfrontal
dorsal (cortex cingulaire antérieur - dACC - chez I’humain et cortex prélimbique - PL - chez le rongeur) permettent
une analyse et une mise a jour des informations qui sont par la suite transmises a I'amygdale centrale, puis a la
substance grise périaqueducale afin de médier I'expression de la peur. L'inhibition de la peur (fleches bleues)
dépend quant a elle essentiellement de connexions entre le cortex préfrontal ventral (cortex préfrontal
ventromédian - vmPFC - chez I’lhumain et cortex infralimbique - IL - chez le rongeur) et la BLA, entrainant une
inhibition globale de 'amygdale centrale. Extrait de (Dejean et al., 2015).

Dans [’ensemble, la mémoire de peur est un systeme complexe mais bien régulé qui permet aux
individus de s’adapter et de réagir de maniére appropriée aux dangers (Figure 7). Cette mémoire est
sous-tendue par des réponses émotionnelles, orchestrées en grande partie par I'amygdale, qui
s’integrent dans un contexte spécifique, apportant du sens a [’expérience vécue. Toutefois, la
complexité du réseau de structures impliquées rend ce systeme vulnérable : une perturbation au sein
de I'une de ces structures peut entrainer une dérégulation de la mémoire de peur, la rendant ainsi
pathologique. Ce phénomeéne peut se manifester par des réponses de peur inappropriées, persistantes
ou déclenchées par de mauvais prédicteurs, comme c'est le cas dans le PTSD. Ce dernier point nous
mene naturellement a la partie suivante qui se concentrera sur la mémoire de peur pathologique dans
le contexte du PTSD.
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5....A une mémoire de peur pathologique

Nous avons jusqu’ici exploré les mécanismes neurobiologiques qui orchestrent une réponse de
peur adaptative et efficace, ainsi que les perturbations neurobiologiques associées au PTSD. Dans les
grandes lignes, ces perturbations se manifestent notamment par une hyperactivation de I'amygdale et
du CCAd en réponse a des stimuli aversifs, une hypoactivation du CPFvm, et des anomalies
fonctionnelles et morphologiques au niveau de I'hippocampe. Dans cette nouvelle partie, nous nous
pencherons sur la maniére dont ces altérations neurobiologiques ont conduit a I'élaboration de divers
modeles explicatifs du PTSD, centrés sur une réponse de peur déréglée. Toutefois, nous soulignerons
que ces modeles, bien qu'utiles, ne capturent pas entiérement la complexité de la mémoire traumatique,
une caracteristique singuliére du PTSD. Enfin, nous expliquerons comment il est possible de modéliser

cette mémoire chez la souris.

5.1 Les modeles cognitifs de peur du PTSD

En s'appuyant sur les perturbations neurobiologiques spécifiques au PTSD et sur la compréhension
établie des circuits neuronaux de la peur, une multitude de modeéles ont vu le jour pour tenter de
déméler la complexité de cette pathologie et en expliquer les symptémes. Ces modéles partent
géneralement du postulat que le PTSD, déclenché par une ou plusieurs expositions a un événement
traumatisant inévitable et intense, s'ancre dans une dynamique similaire a celle du conditionnement de
peur. En d'autres termes, une association se crée entre un stimulus inconditionnel (SI), ici le trauma, et
un ou plusieurs stimuli conditionnels (SC), qui peuvent étre le contexte ou tout autre élément sensoriel
présent lors de I'événement traumatique. A partir de cette prémisse, trois modéles principaux pour
expliquer la physiopathologie du PTSD ont été décrits : un conditionnement de peur trop intense ; un
déficit d’inhibition et/ou d’extinction de la peur; et enfin, une surgénéralisation de la peur (Lissek and
van Meurs, 2015; Liberzon and Abelson, 2016; Dunsmoor et al., 2022).

Le premier modeéle suggére que le PTSD découle d'un conditionnement de peur excessivement
intense, un « superconditioning » selon Pitman (Pitman, 1989). Selon cette théorie, une association
particulierement forte se forme entre le trauma (SI), et des stimuli sensoriels (SC) présents lors de
I'événement traumatique, ce qui expliquerait les réponses de peur exacerbées et persistantes apres le
trauma. Cette association renforcée serait en corrélation avec I'hyperactivité de I'amygdale que I'on
observe chez les patients atteints de PTSD. Par ailleurs, la libération conséquente de glucocorticoides
face a I’intensité du stress serait responsable de la sur-consolidation du souvenir traumatique, le

rendant plus persistant. Des études préliminaires semblaient corroborer cette idée, montrant une
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réponse de peur plus prononcée lors d’une tache de conditionnement chez ces patients, ce qui suggérait
un apprentissage de la peur exacerbé (Orr et al., 2000; Peri et al., 2000). Toutefois, ce modele a été
remis en question par des recherches plus récentes qui n'ont, elles, pas trouvé de différences
significatives entre les patients atteints de PTSD et les témoins, exposes ou non a un événement
traumatique (Milad et al., 2008; Morey et al., 2020b; Péhichen et al., 2020). Cela suggere que le PTSD
n'est pas nécessairement lié a une altération du conditionnement de peur pour des Sl de faible intensité.
Cependant, il convient de noter que ce modeéle n'est pas entierement discrédité, car l'intensité d'un

événement traumatique réel est difficilement reproductible en laboratoire.

Plutét qu’un dysfonctionnement au moment de l’acquisition du conditionnement, il a été
alternativement proposé que les symptdémes du PTSD découlent d’un déficit dans 1’extinction de cet
apprentissage. Comme nous 1’avons évoqué précédemment, 1’extinction de la peur conditionnée
nécessite la formation d’une nouvelle trace mnésique de streté d’une part, et 1’inhibition de la réponse
de peur associée au souvenir initial d’autre part, deux processus sous la dépendance respective de
projections entre hippocampe et CPFvm (IL chez les rongeurs) et entre CPFvm et amygdale. Les
patients atteints de PTSD auraient donc des difficultés a associer une valence neutre a des stimuli
précédemment liés au trauma (SC) lorsqu'ils sont confrontés a ces stimuli dans des contextes non
menagcants. Prenons I’exemple d’une personne ayant subi une agression lors d'une promenade en forét.
Dans un cas de fonctionnement normal d’extinction, cette personne pourrait, au fil du temps et apres
plusieurs promenades sans incident en forét, apprendre a dissocier le contexte forestier de I'agression
et retrouver un sentiment de sécurité. Elle formerait une nouvelle trace mnésique de sireté, indiquant
que la forét n'est pas toujours synonyme de danger. En revanche, chez un patient atteint de PTSD, ce
processus d'extinction serait compromis, et méme apres plusieurs expériences non menacgantes en forét,
la personne continuerait a ressentir une peur intense, incapable d’inhiber son souvenir initial et de
former une nouvelle association de sécurité. La réduction du volume et de I'activité du CPFvm, ainsi
que le dysfonctionnement de I'hippocampe observés chez ces patients pourraient expliquer ce déficit
d’extinction des réponses de peur. En appui a cette théorie, de nombreuses études ont mis en évidence
une diminution des performances d'extinction chez les patients atteints de PTSD suite a des taches de
conditionnement de peur (Milad et al., 2009; Garfinkel et al., 2014).

Le dernier modele que nous allons aborder concerne la surgénéralisation de la peur. Comme
évoque plus tot, généraliser sa peur a des stimuli proches du SC initial est adaptatif et bien décrit dans
le cadre du conditionnement Pavlovien de peur. A I’inverse, selon ce modéle, les patients atteints de
PTSD ne se contentent pas de réagir de maniere excessive aux stimuli associés au trauma (SC), mais

étendent également leur réponse de peur a des stimuli qui sont seulement vaguement similaires aux
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SC originaux. Cette généralisation excessive —ou surgénéralisation- de la peur serait en partie sous-
tendue par I'hyperactivité de I'amygdale et la dérégulation du CPF et de I'hnippocampe, qui aide, en
condition non pathologique, & discriminer entre des stimuli similaires mais non identiques (Besnard
and Sahay, 2016). Reprenons l'exemple de notre promeneur agressé en forét. Dans le cas d’une
surgenéralisation de la peur, cette personne ne se contenterait pas de ressentir de l'angoisse en se
retrouvant dans une forét similaire a celle de I'agression, mais éprouverait également une peur intense
dans des environnements qui ne partagent que quelques caractéristiques avec la forét originale, comme
un simple parc voire méme une rue bordée d'arbres. Cette réaction serait le résultat d'une incapacité a
discriminer entre le stimulus conditionnel original (la forét de I'agression) et des stimuli similaires mais
non dangereux. Ce modele est étayé par des recherches utilisant des paradigmes de gradient de
généralisation. Dans ces études, un cercle visuel est associé a un choc électrique, puis la réponse de
peur est mesuree face a des cercles de tailles variées. Les patients atteints de PTSD réagissent avec
peur méme a des cercles significativement différents du cercle original, illustrant ainsi leur tendance a

la surgénéralisation par rapport aux témoins (Morey et al., 2015, 2020b; Kaczkurkin et al., 2017).

Dans cette section, nous avons exploré divers modéles qui tentent d'expliquer la physiopathologie
du PTSD, notamment en proposant des altérations spécifiques de la réponse de peur. Ces modeles ne
sont pas mutuellement exclusifs, au contraire, leur complémentarité a permis d’apporter des éclairages
précieux sur les mécanismes impliqués dans la physiopathologie de cette maladie. Cependant,
quelques limites subsistent. Premiérement, ils ne couvrent pas de maniere satisfaisante les symptémes
d'intrusion, qui sont pourtant fondamentaux dans le diagnostic du PTSD. A I’inverse, le fait de ne pas
pouvoir éteindre sa réponse de peur et de la généraliser permet de bien rendre compte de 1’apparition
de stratégies pour éviter de déclencher la réponse de peur qui est trop intense (i.e. symptomes
d’évitement), ainsi que I’augmentation de I’irritabilité et du sentiment d’insécurité qui en découlent
(i.e. symptomes d’hypervigilance). Deuxiemement, ces modeles se placent en général dans le cadre
d’un « apprentissage trop intense », résultant en une mémoire exacerbé du souvenir traumatique. Or,
ce souvenir est justement bien plus complexe que cela, comme nous allons le voir dans la section
suivante. Enfin, les mécanismes soulignés par ces modeles ne sont pas nécessairement spécifiques du
PTSD et pourraient découler des comorbidités souvent associés a cette pathologie. Une méta-analyse
récente a ainsi noté la présence d’une surgénéralisation de la peur dans tous les troubles anxieux
analyses, et pas uniquement dans le PTSD (Cooper et al., 2022). En somme, bien que ces modeles
aient grandement contribué a notre compréhension du PTSD, ils ne saisissent pas entiérement la

complexité de ce trouble.
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5.2 La mémoire traumatique au cceur du PTSD

Les modéles basés sur le conditionnement de peur ont mis en lumiére la maniére dont la mémoire
de I'événement traumatique, chez les individus souffrant de PTSD, se manifeste par une intensité
persistante, une résistance a I'extinction et une généralisation a des stimuli non menagants. Ces modéles
ont été essentiels pour déchiffrer certains mécanismes du PTSD, mais ils ont également induit une
focalisation excessive sur l'idée que cette pathologie découle d'un souvenir « trop intense » du
traumatisme, générant ainsi une réponse émotionnelle disproportionnée. Pourtant, cette « mémoire
traumatique » comme nous 1’appellerons ici est bien plus complexe que cela. Des observations de
patients atteints de PTSD ont ainsi relevé que la mémoire traumatique était caractérisée, certes, par
une mémoire émotionnelle intense, ou I’émotion associée a I’événement peut étre vivement ressentie,
mais d’un autre c6té, 1’on retrouve également une perturbation mnésique pour d’autres aspects, avec
notamment un oubli ou une perte de la précision de certains éléments contextuels entourant
I’événement traumatique (van der Kolk and Fisler, 1995). Cette dichotomie entre hypermnésie
émotionnelle et amnésie contextuelle peut paraitre surprenante de prime abord, puisque, généralement,
un souvenir chargé émotionnellement est mieux intégré dans le contexte épisodique, comme illustré
par les souvenirs « flashbulbs », ces fameux souvenirs d’événements surprenants et émotionnellement
connotes et dont on pense que le contexte associé a ces souvenirs est mieux retenu (Conway et al.,
1994). De la méme maniere, un niveau de stress modéré, mais pas intense, permet, via les médiateurs
décrits préecédemment (noradrénaline et glucocorticoides notamment), une meilleure rétention des
souvenirs a valence émotionnelle, a la fois chez I’animal (Sandi et al., 1997; Oitzl et al., 2001) et chez
I’étre humain (Lupien and McEwen, 1997; Lupien et al., 2002; Cahill et al., 2003).

Apreés un évenement particuliérement intense, certaines personnes développent pourtant ce profil
mnésique particulier, cette mémoire traumatique. Contrairement a la mémoire de peur, qui est normale
ou adaptative, hautement émotionnelle mais intégrée dans un contexte épisodique, la mémoire
traumatique est souvent décrite comme étant fragmentée, dépourvue de détails épisodiques et
manqguant de cohérence temporelle. Elle se concentre principalement sur les aspects sensoriels de
I'événement traumatique. Ces détails ne sont pas nécessairement des prédicteurs du traumatisme, mais
ils captent toute I'attention de l'individu pendant I'événement, cristallisant ainsi le souvenir autour de
cet élément ou de ces éléments saillants (Brewin and Holmes, 2003; Da Costa Silva et al., 2023). Cette
anomalie mnésique est désormais considérée comme un élément central de la définition du PTSD dans
le DSM, amenant de nombreux chercheurs a voir en premier lieu cette maladie comme une pathologie
de la mémoire. Cette description découle notamment de deux types d’observations : la nature des

expeériences intrusives que ces patients subissent et les motifs récurrents observés dans leurs récits
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d'événements traumatiques. Les symptdmes intrusifs, probablement les symptémes les plus
specifiques du PTSD, se manifestent sous forme de flashbacks, d'hallucinations ou de cauchemars.
Ceux-ci sont déclenchés involontairement et quasi-automatiquement par des états internes ou des
indices externes, qui peuvent étre directement ou indirectement liés au traumatisme. Lors de ces
épisodes, les patients revivent littéralement certains aspects sensoriels de I'événement traumatique,
provoquant une réponse émotionnelle aussi intense que celle ressentie lors du traumatisme. Cependant,
ces souvenirs manquent souvent de cohérence spatio-temporelle et semblent totalement
décontextualisés (Ehlers et al., 2004; Michael et al., 2005; Brewin, 2011). Cette absence de
contextualisation explique notamment les symptdmes dissociatifs et la sensation de revivre
I’expérience au présent que ressentent les patients. Cette hypermnésie pour les indices sensoriels et
cette amnésie contextuelle sont également évidentes dans les récits des patients sur leurs événements
traumatiques. Des études ont noté que les patients atteints de PTSD, par rapport aux individus exposés
a un traumatisme mais sans PTSD, ont souvent du mal a se remémorer de maniére cohérente I'ensemble
du souvenir traumatique. Leurs recits contiennent genéralement plus de mots a connotation sensorielle
que contextuelle, sont centrés autour des émotions négatives ressenties pendant le traumatisme, et
utilisent fréeqguemment des tournures de phrases répétitives, contribuant au manque global de cohérence
(Halligan et al., 2003; Jones et al., 2007; Jelinek et al., 2009). Ceci est particulierement prononcé lors
de la description des "hot spots”, les parties les plus intenses de I'événement traumatique (Brewin,
2016).

A nouveau, divers modeles neuropsychologiques ont tenté¢ d’apporter une explication quant a ces
observations et a la nature bien singuliére de la mémoire traumatique. Le modele le plus couramment
admis aujourd’hui est le modele de la double représentation proposé par Brewin (Brewin et al., 1996;
Brewin, 2011). Selon cette théorie, la mémoire traumatique pathologique découlerait d'un déséquilibre
entre deux systemes mémoriels opérant en paralléle. D'une part, le systeme « Situationally Accessible
Memory » (SAM) se charge de I'encodage des informations émotionnelles et perceptuelles de
I'événement. D'autre part, le systeme « Verbally Accessible Memory » (VAM) s'occupe de I'encodage
des détails contextuels dans un cadre spécifique. Plus en détail, la SAM gére les représentations
mnésiques axées sur les éléments sensoriels d'un événement (S-rep) et n'est accessible volontairement
que si elle est correctement associée aux représentations contextuelles (C-rep) générées par la VAM.
Sur le plan neurobiologique, les structures sous-corticales, avec I'amygdale en premiere ligne,
soutiendraient les représentations sensorielles et émotionnelles, tandis que I'hippocampe et le cortex
préfrontal jouerait un role clé dans les représentations contextuelles. Lors d'un traumatisme, I'attention

tendrait a se focaliser et a se restreindre sur la principale source du danger, de sorte que la SAM, qui
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ne nécessite pas d’attention particuliere puisqu’elle repose sur des représentations perceptives et
sensorielles, verrait son activité amplifiée. A 1’inverse, la VAM, requérant une attention et un
traitement plus approfondis, serait perturbée. Cette dynamique menerait a un encodage altéré du
souvenir traumatique, et serait en lien avec I’hyperactivité de I’amygdale et le dysfonctionnement
hippocampique observés chez les patients PTSD (Brewin, 2011; Desmedt et al., 2015a). Comme nous
I’avons évoqué précédemment, le contexte d’un événement est un ensemble d’éléments comprenant
diverses modalités sensorielles et émotionnelles qui sont rattachés a un cadre spatio-temporel. 1l est
ainsi a noter que les C-rep et les S-rep encodent tous deux des indices multisensoriels. Cependant, la
ou les S-rep se concentrent principalement sur les éléments centraux d’un événement dans un cadre de
référence égocentré, les C-rep associent certains des indices périphériques pour construire un contexte
spatio-temporel spécifique dans un cadre de référence allocentré. Ce contexte sert ensuite a intégrer
I'expérience vecue dans un cadre épisodique, ou plus précisément, autobiographique (Brewin and
Burgess, 2014). L'incapacité de rattacher tous les éléments encodés par les S-rep a un contexte bien
défini pourrait étre a lI'origine des symptémes d'intrusions involontaires, sur lesquels les patients n‘ont

aucun contréle.

Reprenons I'exemple précédemment évoqué d'une agression en forét. Les S-rep de la victime
captureraient des details sensoriels immédiats, tels que l'odeur boisée environnante, la sensation de
l'air frais sur la peau ou I'ombre menacante de I'agresseur s'approchant. Ces éléments seraient
intensément liés a la peur et a la sensation d'impuissance éprouvées. Par contre, les C-rep, qui devraient
normalement assembler les détails contextuels pour former une image compléte de cette forét a ce
moment précis, seraient perturbés, rendant difficile la création d'un souvenir pleinement intégré et
coherent. Par la suite, chaque fois que la victime se retrouve confrontée a des stimuli (externes ou
internes) rappelant méme vaguement I'agression, des intrusions involontaires peuvent surgir. Le
manqgue de contexte rendrait ces souvenirs particulierement résistants a 1’extinction, expliquant la
persistance de cette mémoire traumatique. Par ailleurs, des stimuli autrefois neutres pourraient alors
devenir menacants, illustrant ainsi le phénomene de généralisation de la peur que nous avons abordé
précédemment. Cela pourrait également éclairer les comportements d'évitement manifestés par
I'individu, qui tend a fuir délibérément les situations ou stimuli susceptibles de raviver ces souvenirs
traumatiques. Enfin, cela pourrait justifier les symptdomes d'hypervigilance et les modifications

associées de la perception de soi, ou la victime se trouve constamment sur le qui-vive.

En conclusion, la mémoire traumatique pathologique se distingue d’une mémoire de peur normale
et adaptative. Nous avons vu gque cette mémoire était en effet définie par une hypermnésie émotionnelle

et sensorielle couplée a une amnésie contextuelle. La réponse de peur est alors dysfonctionnelle,
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s'activant involontairement face a des éléments marquants présents lors de I'événement traumatique,
méme s'ils ne sont pas nécessairement prédictifs de celui-ci, tandis que le contexte péri-traumatique
est faiblement encodé. L’apparition des différents symptdmes résulte alors d’une incapacité a
restreindre sa réponse de peur au contexte initial du traumatisme. De ce fait, de nombreux chercheurs
ont mis en avant l'importance cruciale du défaut d'encodage contextuel dans I'étiologie du PTSD
(Desmedt et al., 2015a; Liberzon and Abelson, 2016). Plusieurs études sur I'humain, s'appuyant sur
des paradigmes de conditionnement de peur, ont également mis en évidence ce déficit de
contextualisation chez les patients souffrant de PTSD, en particulier lorsqu'ils doivent éteindre leur
réponse conditionnée dans un nouveau contexte (extinction) et différencier ce nouveau contexte « sdr
» du contexte initial de conditionnement (Milad et al., 2009; Garfinkel et al., 2014; Hennings et al.,
2020). Bien que I'hippocampe soit reconnu comme essentiel a la formation des représentations
contextuelles, les mécanismes précis, notamment au niveau cellulaire, qui sous-tendent la formation
de cette mémoire traumatique demeurent largement inexplorés dans le domaine des neurosciences.
Pour approfondir cette question, il est impératif de se tourner vers I'utilisation de modeles animaux

dédiés a I'étude de la mémoire traumatique.

5.3 Modéliser la mémoire traumatique

Pour élucider les mécanismes sous-jacents du PTSD, une multitude de modeles précliniques ont
vu le jour au fil des décennies. Etant donné la complexité et la diversité des symptdmes associés au
PTSD, ces modeles tendent a se concentrer sur des facettes spécifiques de la pathologie. Dans tous les
cas, les animaux sont, comme chez I’humain, exposés a un ou plusieurs évenements stressants censes
mimer 1’événement traumatique, et capables de générer des altérations comportementales et
neurobiologiques persistantes, similaires a celles observées chez les patients atteints de PTSD
(Deslauriers et al., 2018; Bienvenu et al., 2021). La majorité de ces modéles s'appuie sur des stress
physiques, comme c'est le cas avec le modéle de stress unique prolongé (Liberzon et al., 1997,
Yamamoto et al., 2009), ou sociaux, comme l'exposition a un prédateur (Zohar et al., 2008). Certains
combinent méme ces deux approches, a lI'image du modéle de stress chronique imprédictible,
couramment utilisé pour simuler la dépression (Mineur et al., 2006), mais qui reproduit également
certains traits caractéristiques du PTSD. Enfin, puisqu’il a été décrit une altération de la réponse de
peur chez les patients atteints de PTSD, de nombreux modeles exploitent différentes variantes du
conditionnement de peur pour reproduire cette maladie (Pawlyk et al., 2005; Siegmund and Wotjak,
2007; Golub et al., 2011). Cependant, malgré la pertinence de ces modeéles existants pour étudier la
mémoire de peur, il est essentiel de souligner leurs limites dans la modélisation de la mémoire

traumatique propre au PTSD. En effet, comme évoqué précédemment, la majorité de ces modeles se
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concentre sur I'nypermnésie résultant du trauma, négligeant ainsi le profil mnésique paradoxal
caractéristique de la mémoire traumatique. Ces études ont tendance a privilégier une approche
quantitative, mettant de c6té I'aspect qualitatif de la mémoire, notamment la composante d'amnésie
contextuelle. De plus, la distinction entre une réponse de peur adaptative et une mémoire de peur
pathologique est souvent omise. Alors qu'une réponse de peur adaptative est spécifiquement
déclenchée par un stimulus prédictif et contextualisé, une réponse de peur maladaptative, telle
qu'observée dans le PTSD, est décontextualisée et peut étre évoquée dans des contextes srs par des
stimuli plus ou moins liés au stimulus traumatique d'origine. Enfin, ces modéles utilisent souvent
comme groupe témoin des animaux non exposés au stresseur ou au choc, et il devient alors complexe
de déterminer si les effets observés sont bien relatifs & une perturbation de la réponse adaptative de
peur ou non. Ainsi, pour une étude plus approfondie des mécanismes impliqués dans la formation
d’une mémoire traumatique, il est essentiel de prendre en compte ces nuances et d’utiliser un modele

qui refléte au mieux la complexité de cette pathologie.

Un tel modele a justement été développé chez la souris par Kaouane et al, avec 1’avantage de
pouvoir distinguer entre une mémoire de peur adaptative et une mémoire de peur traumatique de type
PTSD (Kaouane et al., 2012). Le paradigme repose sur un conditionnement de peur ou un choc
¢lectrique (SI) n’est pas directement couplé a un son diffusé de maniére pseudo-aléatoire, faisant du
contexte le principal prédicteur du choc (Figure 8). Dans cette configuration, 1’animal doit alors
apprendre a faire une association entre le choc et le contexte (SC), puisque le son, bien qu’étant un
stimulus saillant, n’est pas prédictif du choc. Des travaux pionniers ont en effet établi que I’association
entre un SC et un Sl dépend de la contingence de ces deux stimuli, c’est-a-dire le degré de probabilité
que le Sl soit toujours précédé du SC et inversement. Ainsi, dans le cas d’un conditionnement indicé
classique ou SC et Sl sont appariés, 1’association se forme prioritairement entre le stimulus saillant,
unimodal, qui sert de SC et le SI. En revanche, lorsque ce stimulus saillant n’est pas apparié au SI, ou
lorsqu’il n’y a pas de stimulus saillant, c’est le contexte (SC) qui prédomine comme prédicteur du Sl
(Rescorla, 1968).

Dans notre modéle d’intérét, une mémoire de peur normale et adaptative se caractérise donc par
une absence de réponse de peur lorsque la souris est réexposee au son dans un contexte neutre, et une
forte réponse de peur lorsque la souris est réexposée au contexte du conditionnement. A I’inverse, il
est possible d’induire une mémoire de peur pathologique, comparable a ce que 1’on retrouve dans le
PTSD chez I’humain, en injectant de la corticostérone (principale hormone de stress chez le rongeur)
juste apreés le conditionnement. Cette injection amplifie alors les effets du conditionnement, évoquant

ainsi une situation de stress extréme comme ce que 1’on retrouve dans le cadre d’un événement
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traumatique. Il en résulte un profil mnésique particulier, puisque les souris développent alors une
réponse de peur anormale au son dans un contexte neutre, et une diminution de la réponse de peur dans
le contexte du conditionnement qui est censé étre le bon prédicteur du choc. Ce profil présente donc a
la fois une hypermnésie émotionnelle pour un stimulus sensoriel saillant présent au moment du trauma,
et une amnésie contextuelle, résumant bien la mémoire traumatique retrouvée dans le PTSD. Nous
avons vu précédemment que le stress et les glucocorticoides, dont la corticostérone (Cort), pouvaient
avoir un effet bénéfique sur la mémoire émotionnelle, notamment lorsque le stress est modéré. De
maniére intéressante dans ce modele, une injection de Cort apres conditionnement a un choc de faible
intensité renforce la mémoire de peur adaptative, tandis que cette méme injection aprés un choc de
forte intensité promeut le développement d’une mémoire de peur pathologique (hypermnésie pour le
son et amnésie pour le contexte). Enfin, confortant la validité de ce paradigme comme modeéle de la
mémoire traumatique du PTSD, I’on observe comme chez I’humain une augmentation de I’activité de
I’amygdale, et une diminution de 1’activité de I’hippocampe a la suite de 1’injection de Cort (Kaouane

etal., 2012).

Test au Son

Conditionnement

Mémoire de peur de type PTSD

Figure 8 Modéliser et tester la mémoire traumatique

Au cours du conditionnement, le son n’est jamais couplé au choc, et le contexte devient donc le principal
prédicteur de la menace. Les souris qui recoivent une injection véhicule développent une mémoire de peur
normale (pas de réponse au son dans un contexte neutre, réponse au contexte), tandis qu’une injection de
corticostérone induit une mémoire de peur pathologique de type PTSD (hypermnésie sensorielle et amnésie
contextuelle).

53



Pour conclure, ce modele offre une perspective unique pour distinguer entre une mémoire de peur
adaptative et une mémoire de peur similaire au PTSD. Il ouvre ainsi une fenétre sur les bases
neurobiologiques et les mécanismes qui orchestrent I'éemergence d'une telle mémoire. Une étude
récente, s'appuyant sur ce modeéle, a mis en lumiere l'importance cruciale de la composante
contextuelle dans [’apparition d'une mémoire pathologique. L'inhibition de ['hippocampe,
spécifiguement au niveau du CAL, lors du conditionnement, conduit a I'apparition d'une mémoire
traumatique chez des souris qui, sans cela, développent une mémoire de peur normale (Al Abed et al.,
2020). Toutefois, les mécanismes cellulaires sous-jacents restent encore a découvrir. Comme évoqué
dans la section 3. de ce chapitre, le PTSD semble particulierement affecter la structure du gyrus denté
(GD) de I'hippocampe. De maniére remarquable, cette région est I'une des rares régions ot l’on
observe une formation continue de nouveaux neurones tout au long de la vie au cours du processus de
neurogenese hippocampique adulte (NHA). Les neurones générés a l’dge adulte (N-adu) jouent un
réle central dans certaines fonctions cognitives et émotionnelles de I'hippocampe, ce qui pourrait les
positionner au ceeur de la physiopathologie du PTSD, notamment dans la formation de la mémoire
traumatique. Ainsi, I'un des axes majeurs de cette thése consistera a explorer le role de la NHA dans
I'émergence d'une mémoire de peur pathologique, en s‘appuyant sur le modele décrit précédemment.
Le chapitre suivant s’intéressera donc aux mécanismes de la neurogenese adulte, avant d'approfondir
certaines de ses fonctions essentielles qui pourraient étre impliquées dans le PTSD. Une attention
particuliere sera accordeée aux fonctions susceptibles d'influencer directement la mémoire

traumatique.
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Il. La Neurogenese Hippocampique Adulte : Un
Acteur Cellulaire De La Physiopathologie Du
PTSD ?

Le concept de neurogenese englobe tous les processus qui concourent a la naissance d'un nouveau
neurone. Si ce phénomeéne est prédominant durant les phases embryonnaires et les premiers stades du
développement neuronal (neurogenese primaire), certaines zones du cerveau conservent cette capacité,
générant de nouveaux neurones tout au long de notre existence. L'hippocampe se distingue a cet égard,
étant une structure centrale associee a diverses fonctions cognitives et émotionnelles. De nouveaux
neurones y sont générés continuellement au sein du gyrus denté (GD). Ces neurones permettent de
maintenir une forme de plasticité cérébrale et pourraient étre particulierement importants dans la
physiopathologie du PTSD. Au cours de ce chapitre, nous allons nous plonger plus en détail sur les
mécanismes de la neurogenéese adulte dans 1’hippocampe, et comprendre leur importance potentielle

dans le contexte du PTSD.

1. La découverte de la neurogenese adulte

1.1 De l'acceptation du phénomene...

Au début du 20°™ siécle, Santiago Ramon y Cajal, considéré comme le « pére des neurosciences
modernes », postulait en parlant du cerveau et des cellules qui le composent que « Tout est amené a
mourir, rien a étre regénéré ». Selon lui et la majorité des scientifiques de son épogue, la neurogenéese
serait limitée a la période embryonnaire et aux premiers instants de la vie, lors de la formation du
cerveau. Passé ce stade, le nombre de neurones diminuerait inexorablement avec I'age. La plasticité du
cerveau, sa capacité a se remodeler face a diverses situations, résiderait, d'aprés Ramoén y Cajal,
uniquement dans les mécanismes de remodelage synaptique et de synaptogenese. Dans le dernier
chapitre de son ceuvre Degeneration and Regeneration of the Nervous System, il souligne cependant
que cela reste une hypothese et qu'elle devrait étre révisée si des preuves tangibles de régénération
nerveuse étaient découvertes (Ramon y Cajal, 1928). Pourtant, lorsque des observations de possible

mitose cellulaire dans le systéme nerveux central ont été rapportées dans la premiére moitié du 20°™
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siecle, celles-ci ont largement été ignorées par le reste de la communauté scientifique (Hamilton, 1901;
Allen, 1912). De méme, les travaux de Joseph Altman suggeérant la formation de nouveaux neurones
a I'age adulte ont été accueillis avec scepticisme, reflétant la prédominance du dogme établi par Ramén
y Cajal. Dans une série d’expériences, Altman et ses collaborateurs ont utilisé la thymidine tritiée, un
analogue radiomarqué de la thymidine qui s’incorpore a I'ADN (acide désoxyribonucléique), et ont
observé par autoradiographie la formation de nouveaux neurones dans le cerveau adulte de plusieurs
mammifeéres, notamment dans la formation hippocampique et les bulbes olfactifs (Altman, 1962, 1963;
Das and Altman, 1965; Altman and Das, 1967). Malgré ces avancées, leurs découvertes ont été
largement négligées, en partie a cause de doutes sur la fiabilité des techniques employées. Ce n'est
qu'avec les travaux ultérieurs menés dans les années 70 et 80 par Kaplan (Kaplan and Hinds, 1977;
Kaplan, 1981; Kaplan et al., 1985), Bayer (Bayer, 1982; Bayer et al., 1982) et Nottebohm (Goldman
and Nottebohm, 1983; Alvarez-Buylla and Nottebohm, 1988; Nottebohm, 1989) que l'idée d'une
neurogenese a lI'age adulte a commencé a gagner du terrain au sein de la communauté scientifique.
Nottebohm, en particulier, a joué un role déterminant dans cette reconnaissance. A travers une série
d'expériences sur les canaris, il a en effet pu démontrer que 1’apprentissage du chant chez cette espece
dépendait de la formation de nouvelles cellules dans des régions spécifiques du cerveau associées a
cette capacité. Ces cellules ont notamment pu étre détectées par autoradiographie apres injection de
thymidine tritiée, et identifiées comme des nouveaux neurones grace a des techniques de microscopie

¢lectronique et d’¢électrophysiologie.

Bien que l'idée d'une plasticité cérébrale continue par I'ajout de nouveaux neurones commencait a
gagner du terrain a cette époque, elle rencontrait toujours une résistance notable, en particulier de la
part de Pasko Rakic. Ce dernier, apres avoir initialement rejeté lI'idée de la neurogenese adulte, a
finalement reconnu son existence, mais a exclu qu'elle puisse se produire chez les primates non
humains et les humains (Rakic, 1985). Toutefois, I'émergence de la BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine),
un analogue synthétique de la thymidine s’incorporant a I’ADN lors de la division cellulaire mais pas
spécifiqguement lors de sa réparation, a pavé la voie a I'étude de la prolifération cellulaire grace au
marquage immunohistochimique. Cette avancée a en effet eu I’avantage conséquent de permettre la
détermination de la nature des cellules en division grace a des doubles marquages avec des marqueurs
spécifiques de différents types cellulaires (Miller and Nowakowski, 1988). Profitant de cette avancéee
technologique, Elizabeth Gould a alors pu montrer la présence de neurogenése adulte chez le primate
non humain, notamment au niveau du GD de I’hippocampe (Gould et al., 1999a), et de la zone sous-
ventriculaire (Gould et al., 1999b). Ces travaux ont par la suite été confirmés par I’équipe de Rakic

elle-méme (Kornack and Rakic, 1999). En paralléle a cela, Peter Eriksson et Fred Gage, avec leurs
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collaborateurs, ont de leur coté étudié pour la premiére fois des cerveaux de patients adultes humains
atteints de cancer a qui 1’on avait injecté de la BrdU pour suivre I’évolution des cellules tumorales. En
utilisant un double marquage pour la BrdU et des marqueurs neuronaux spécifiques, ils ont finalement
apporté la preuve de I’existence de prolifération cellulaire dans le GD de cerveaux adultes humain
(Eriksson et al., 1998).

1.2 ...aune nouvelle remise en question ?

Il aura finalement fallu attendre pres de 40 ans entre les premiéres découvertes d’Altman et
I’acceptation générale a la fin des années 1990 du dogme de la neurogenése adulte dans le cerveau de
nombreuses espéces, y compris I’humain (Owji and Shoja, 2020). Deux principales niches
neurogéniques ont pu étre identifiées : I'une située dans la zone sous-ventriculaire, associee a la
neurogenese olfactive adulte, et l'autre dans la zone sous-granulaire du GD de I'hippocampe, liée a la
neurogenese hippocampique adulte (NHA). Les neuroblastes, dérivés des cellules souches de ces
zones, migrent via le courant rostral migratoire vers les bulbes olfactifs pour la neurogenése olfactive,
et vers la couche granulaire du GD pour la neurogenese hippocampique (Abrous et al., 2005). Il est a
noter que la formation de nouveaux neurones a également pu étre observée dans d’autres régions
comme le néocortex (Gould et al., 1999b, 2001), le striatum (Bédard et al., 2002), I’amygdale (Bernier
et al., 2002) ou encore I’hypothalamus (Kokoeva et al., 2005). Néanmoins, ces régions ne sont en
géneral pas considérées comme neurogéniques au méme titre que la zone sous-ventriculaire et la zone
sous-granulaire du GD, puisqu’en général la formation de nouveaux neurones n’y est observée
qu’apres des lésions, avec des niveaux tres faibles et/ou avec un manque de preuve d’intégration

fonctionnelle.

L’acceptation et la reconnaissance de ce phénoméne a ainsi suscité un engouement certain, comme
en témoignent les plus de 7000 articles recensés sur cette thématique dans PubMed ces 10 derniéres
annees, contre seulement 2000 sur les 10 années précédentes. Toutefois, de nouvelles études ont a
nouveau mis en cause |’existence de neurogenese adulte chez I’humain, d’abord dans le bulbe olfactif
(Bergmann et al., 2012), puis treés récemment au niveau de 1’hippocampe (Dennis et al., 2016; Cipriani
etal., 2018; Sorrells et al., 2018). L'étude de Sorrells, en particulier, a suscité de vives réactions, surtout
apres la publication d'une recherche contradictoire peu de temps apres par Boldrini et al. (Boldrini et
al., 2018), ravivant le débat au sein de la communauté scientifique (Kempermann et al., 2018; Lee and
Thuret, 2018; Gage, 2019; Lucassen et al., 2020a, 2020b). Dans ces deux études, une analyse
immunohistochimique complete a été effectuée sur les GD de cerveaux humains récupérés post-

mortem afin d’identifier la présence de cellules caractéristiques d’une activité neurogénique, incluant
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notamment les progéniteurs et cellules souches neurales. Alors que Sorrells et ses collaborateurs
rapportent une diminution de la neurogenése jusqu’a l'adolescence, avec une absence de nouveaux
neurones dans les hippocampes adultes, Boldrini et son équipe démontrent quant a eux une
neurogenese continue et constante tout au long de la vie. 1l a été conclu que ces résultats divergents
pourraient s'expliquer par des différences méthodologiques. En particulier, dans 1’étude de Sorrells,
les sujets inclus pouvaient présenter différentes pathologies influant la neurogenese, I’intervalle entre
le déces et la fixation du cerveau était plus longue, influencant certainement la préservation des
protéines cibles (Lucassen et al., 2020a) et seule une partie de I’hippocampe a été clairement analysée.
A I’inverse, Iétude de Boldrini n’a inclus que des sujets en bonne santé physique et mentale, a utilisé
des cerveaux fixés plus rapidement aprés la mort, et a été menée avec des méthodes de stéréologie
permettant une quantification non biaisée des cellules marquées. Par la suite, une étude d’une grande
rigueur méthodologique menée par 1’équipe de Maria Llorens-Martin a permis de montrer a nouveau
la persistance de la NHA jusqu’a des ages trés avancés (Moreno-Jimeénez et al., 2019). Cette étude a
par ailleurs montré une diminution significative de la neurogenése chez les patients atteints de la
maladie d’Alzheimer, soulignant au passage I’importance d’étudier ce phénomeéne dans le cadre du

déclin cognitif pathologique (Tobin et al., 2019).

En somme, la question de la neurogenése chez l'adulte, en particulier dans la région de
I'nippocampe, demeure un sujet de débat animé au sein de la communauté scientifique. Malgré les
divergences d'opinions, les preuves siaccumulent en faveur de l'existence de ce phénomeéne,
notamment en ce qui concerne la NHA. L'élaboration de techniques innovantes, offrant une détection
plus précise et authentique de la neurogenese humaine, sera déterminante pour trancher définitivement
cette question. En effet, les marqueurs cellulaires actuels de la neurogenese proviennent en grande
partie des études sur les rongeurs, et des variations d'expression inter-especes pourraient influencer les
interprétations (Kempermann et al., 2018). Une méthode originale pour mesurer indirectement la
neurogenése a été la datation des neurones du GD au *C afin de déterminer leur age (Spalding et al.,
2013). En mesurant les concentrations de cet isotope, les auteurs ont ainsi pu dater précisément les
différentes cellules analysées, et mettre en évidence 1’ajout d’environ 700 nouveaux neurones
quotidiennement chez I’adulte, soulignant I’importance de ce processus dans la physiologie cérébrale.
Notons finalement que le débat est d’autant plus ouvert concernant la neurogenése olfactive adulte
chez I’humain, méme si de nombreuses études apportent des preuves de son existence, avec,
potentiellement, des différences de mécanismes par rapport aux autres espéces (Hahn et al., 2005;
Marei et al., 2012; Durante et al., 2020). Dans ce chapitre, nous approfondirons les mécanismes et

fonctions de la NHA. 1l est essentiel de garder en mémoire que la plupart des données proviennent
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d'études sur les rongeurs, et que, bien qu'il semble exister une certaine homologie entre les especes,

des variations spécifiques ne peuvent étre écartées.

2.Le Gyrus Denté : région neurogénique de
I"Hippocampe

Pour bien appréhender les mécanismes de la NHA, il est essentiel de les situer dans un contexte
plus large. L'intégration de nouveaux neurones au sein d'un réseau déja établi n'est pas un phénomene
neutre : elle implique une reconfiguration continue des circuits préexistants. L'incorporation de ces
nouvelles cellules a ainsi des répercussions locales au niveau du GD, mais elle influence également
I'ensemble du circuit hippocampique. Il est donc important de décrire brievement les réseaux de la

formation hippocampique et du gyrus denté.

2.1 L'Hippocampe

i Anatomie

Depuis les premiéres observations du patient H.M. qui présentait des troubles de la mémoire apres
ablation d’une partie de son lobe temporal, I'nippocampe - I'une des structures resectées - est devenu
le centre d'intenses recherches (Scoville and Milner, 1957). Traditionnellement, cette structure,
présente chez tous les mammiferes et remarquablement conservée entre les espéces, est associée a des
fonctions clés de mémoire épisodique et de navigation spatiale, mais également a la régulation des
émotions et du stress via une place importante dans le rétrocontréle de 1’axe HHS. Comme évoqué lors
du premier chapitre, la formation hippocampique, au sens large, englobe I'hnippocampe proprement dit
ainsi que des régions parahippocampiques (Figure 9). Ces derniéres comprennent, chez le rongeur, le
cortex entorhinal, perirhinal et postrhinal (équivalent au cortex parahippocampique chez le primate),
ainsi que le presubiculum et le parasubiculum. L'hippocampe lui-méme est généralement divisé en
trois régions principales : le gyrus denté (GD), la corne d’Ammon (composée des aires CAl, CA2,
CA3 et CA4) et le subiculum, zone de transition entre le CAL et le cortex entorhinal (Andersen, 2007;
van Strien et al., 2009).

L'hippocampe adopte une forme de C étiré, s'étendant le long d'un axe longitudinal appelé axe
septo-temporal ou dorso-ventral chez le rongeur. D'un point de vue fonctionnel et structurel, il semble

que I'hippocampe puisse étre segmenté en régions dorsale, intermédiaire et ventrale. Chez les primates
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non humains et humains, les parties dorsale et ventrale de I'hippocampe correspondent respectivement
aux régions postérieure et antérieure (Strange et al., 2014).

Connexions avec les aires néo-corticales
H A

CAl

v

Cortex Entorhinal

Figure 9 La formation hippocampique chez le rongeur

A. Représentation des composants principaux de la connectivité de la formation hippocampique et des régions
associées. Notamment la projection du cortex entorhinal vers les cellules granulaires du gyrus denté, appelée voie
perforante (vp); les fibres moussues (fm) issues des neurones granulaires contactant les cellules pyramidales du
champ CA3 de I'hippocampe; et les collatérales de Schaffer (cs) des cellules pyramidales du CA3 innervant les
cellules pyramidales du CA1. Les connexions intrinséques a la région hippocampique sont représentées par des
traits pleins tandis que les connexions extrinséques sont représentées par des traits pointillés. B. Position de la
formation hippocampique (FH) dans le cerveau de rat. La FH est indiquée en orange, entourée des différentes
structures associées. Le pdle septal et le pole temporal sont également indiqués. C. Dessin d’une coupe horizontale
d’hippocampe de rat représentant les différentes régions et couches. Les chiffres romains représentent les couches
corticales. AMY: Amygdale; C: caudal; CA1l: champs CA1 de I'hippocampe; CA2: champs CA2 de I'hippocampe; CA3:
champs CA3 de I’hippocampe; CE: cortex entorhinal; cg: couche granulaire; cm: couche moléculaire; cs: collatérales
de Schaffer; D: dorsal; Dr: droit; fh: fissure hippocampique; fi: fimbria; fm: fibres moussues; G: gauche; GD: gyrus
denté; hi: hile; Para: parasubiculum; PER: cortex perirhinal; POR: cortex postrhinal; Pre: presubiculum; R: rostral; sl
stratum lucidum; sl-m: stratum lacunosum moleculare; so: stratum oriens; sr: stratum lucidum; Sub: subiculum; V:
ventra;l vp: voie perforante. Adapté par le merveilleux Thomas Kerloch d’apres (Amaral and Lavenex, 2007; Kerr et
al., 2007)

Contrairement aux structures parahippocampiques, qui sont des régions néocorticales composées

de six couches cellulaires, I'hnippocampe est constitué de trois couches principales : une couche
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polymorphe, dénommeée stratum oriens pour la corne d’Ammon et hile pour le GD, principalement
composée d'interneurones, ainsi que des dendrites basales et des axones des cellules principales ; une
couche de cellules principales, appelée couche pyramidale pour la corne d’Ammon et couche
granulaire pour le GD, contenant des cellules principales excitatrices et de hombreux interneurones
inhibiteurs ; et enfin, une couche moléculaire, que 1’on peut également subdiviser en trois ou quatre
sous-parties. Notons qu’une couche cellulaire peut également étre distinguée au niveau du GD, située
entre la couche granulaire et le hile : il s’agit de la zone sous-granulaire qui abrite notamment les
cellules souches neurales impliquées dans la neurogenese comme nous le verrons dans les prochaines
sections (Amaral and Witter, 1989; Freund and Buzsaki, 1996).

i, Connectivité

Comme évoqué précedemment, I'hippocampe semble étre un centre crucial pour la mémoire
épisodique et l'apprentissage spatial, permettant la formation et le rappel des souvenirs. Il joue ainsi
un role majeur dans la création d'une représentation unifiée des informations provenant de diverses
régions du cerveau. Cette représentation unifiée facilite la cohérence et la contextualisation des
experiences vecues, contribuant ainsi a une compréhension globale et a I'intégration des informations
sensorielles et cognitives dans notre mémoire. Pour cela, I’hippocampe nécessite donc une large
connectivité avec d’autres structures corticales et sous-corticales (connectivité extrinseque), lui
permettant d’accéder a une variété d’informations. Par ailleurs, au sein méme de ses différentes sous-
régions, I’hippocampe est une structure aux connexions complexes, lui permettant d’intégrer
correctement les différentes informations (connectivité intrinséque) (Eichenbaum et al., 2007;
Knierim, 2015).

L hippocampe regoit la grande majorité de ses afférences par les régions parahippocampiques
(Figure 10). Le cortex entorhinal y occupe notamment une place centrale, puisqu’il agit comme une
passerelle entre le néocortex, via des connexions directes d’une part, et des connexions indirectes
passant par le cortex périrhinal et postrhinal d’autre part, et I’hippocampe. Le cortex périrhinal regoit
la majorité de ses afférences d’aires corticales associatives de toutes les modalités sensorielles, tandis
que le cortex postrhinal recoit essentiellement des afférences des aires corticales associatives visuelles.
De maniére simplifiée, deux voies peuvent étre décrites : d’un coté le cortex périrhinal projette sur la
partie latérale du cortex entorhinal (CEL) afin de traiter les informations non spatiales liées aux objets
et aux items (tout ce qui concerne le « quoi ? »), et de I’autre coté le cortex postrhinal projette sur la
partie médiane du cortex entorhinal (CEM) afin de traiter les informations spatiales liées au contexte

général (tout ce qui concerne le « ou ? »). Ces informations convergent ensuite vers 1’hippocampe, en
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particulier sur le GD, via la voie perforante, afin qu’une représentation unifiée des différentes
informations sensorielles puisse étre faite. Bien sir, il s’agit 1a d’un schéma simplifié, puisqu’en plus
de cela, les cortex périrhinaux et postrhinaux entretiennent des connexions réciproques entre elles, et
projettent également directement sur I’hippocampe. Outre ces afférences néocorticales indirectes via
le cortex entorhinal, I’hippocampe regoit également de nombreuses projections directes de régions
corticales et sous-corticales, essentiellement en provenance du noyau septal médian (cholinergiques et
GABAergiques) et du tronc cérébral (sérotoninergiques en provenance du noyau médian du raphé et
noradrénergique en provenance du locus ceruleus), sans oublier d’autres structures telles que
I’hypothalamus, le thalamus ou encore I’amygdale (voir premier chapitre) (van Strien et al., 2009;
Peng and Burwell, 2021).

What
information

[ Ventral visual stream ]

perirhinal Ctx

I postrhinal Ctx J

[ Dorsal visual stream ]

Where / Context
information

Figure 10 Les afférences parahippocampiques du gyrus denté
LEC : cortex entorhinal latéral; MEC: cortex entorhinal médian; PreSb: Pré subiculum ; ParaSb: Para
subiculum ; LPP : voie perforante latérale ; MPP : voie perforante médiane. Extrait de (Hartley et al., 2014).

Une fois les informations recues, celles-ci sont traitées au sein méme de I’hippocampe.
Classiqguement, une boucle «tri synaptique » unidirectionnelle est décrite (Amaral, 1993). Les
afférences en provenance du cortex entorhinal arrivent principalement jusqu’aux neurones granulaires
du GD par la voie perforante, constituant la premiéere synapse. Ces neurones granulaires envoient a
leur tour des afférences axonales, appelées fibres moussues, vers les neurones pyramidaux du CA3,
formant la deuxiéme synapse. Ces neurones du CA3 projettent ensuite vers le CAL par I’intermédiaire
des collatérales de Schaffer, établissant la troisieme synapse. Le CAL renvoie finalement des

projections au cortex entorhinal en passant par le subiculum, bouclant ainsi le circuit. A cette boucle
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s'ajoutent des projections collatérales récurrentes du CA3 vers d'autres neurones du CA3, mettant en
évidence le role présumé de cette zone dans des mécanismes auto-associatifs, essentiels pour la
mémoire. A nouveau, cette vue classique ne rend pas compte de la richesse et la complexité des
connexions intra hippocampiques. Par exemple, le cortex entorhinal émet également des projections
directes vers le CA3, le CA1 et le subiculum. Le CAS3 projette aussi rétroactivement vers le GD par
I'intermédiaire des cellules moussues (« mossy cells ») du hile (Scharfman, 2007). Enfin le CA2, qui
a longtemps été considéré comme une zone de transition entre CA3 et CAL, posséde en réalité des
fonctions et une connectivité singuliere méme si celle-ci fait encore 1I’objet de recherche (Kohara et
al., 2014; Chevaleyre and Piskorowski, 2016).

Finalement, I'hippocampe dispose de deux principales voies de sortie. La premiere, indirecte,
transite par le cortex entorhinal et les zones parahippocampiques pour rejoindre diverses régions
néocorticales, y compris le cortex préfrontal (comme mentionné dans le premier chapitre). La seconde
emprunte des projections directes du CA3 et du CAL, dont les efférences constituent la fimbria,
prolongée par le fornix. Le septum latéral est la cible principale de ces projections, bien que
I'nippocampe émette également des projections directes vers d'autres zones telles que le striatum,
I'amygdale, les corps mamillaires ou encore le noyau de la strie terminale (Andersen, 2007). Ainsi, la
région hippocampique est un carrefour important dans le cerveau, ou des signaux diversifiés issus de
différentes régions sont capteés et traités. En retour, ces informations transformées sont transmises vers

des zones clés, impactant une gamme étendue de fonctions, de la régulation hormonale a la cognition.

2.2 Le Gyrus Denté

i Anatomie

Au sein de I’hippocampe, le GD constitue la principale voie d’entrée de I’information. Il peut étre
subdivisé en quatre couches distinctes comme nous venons de le voir : les couches moléculaire,
granulaire, sous-granulaire et le hile qui correspond a la couche polymorphe. Les trois premiéres
couches prennent une forme de V ou de U venant entourer le hile, le tout s’imbriquant dans la corne
d’Ammon. La portion la plus proche du CA1 est appelée lame suprapyramidale par opposition a la
lame infrapyramidale qui se situe a I’opposé. La couche moléculaire, la plus externe, abrite
principalement les dendrites des neurones de la couche granulaire et les axones des afférences du GD,
en majorité issues du cortex entorhinal via la voie perforante. La couche granulaire est caractérisée par
6 a 8 strates denses de petits corps cellulaires des neurones granulaires (Seress and Pokorny, 1981).
Ces neurones glutamatergiques excitateurs sont plus nombreux au niveau dorsal qu’au niveau ventral

chez le rongeur, a I’inverse des neurones pyramidaux du CA3 sur lesquels ils projettent (Amaral and
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Lavenex, 2007). En plus de ces neurones excitateurs, 1’on retrouve également des interneurones

inhibiteurs dans cette couche (Figure 11).
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Figure 11 Connectivité intrinséque et diversité cellulaire du gyrus denté

Le GD possede un circuit local complexe, avec des interneurones inhibiteurs et des neurones de rétroaction
excitateurs (cellules moussues) qui participent au comportement du réseau. Les cellules granulaires du GD
projettent dans la région CA3 qui, en plus d'une connexion récurrente robuste, projette ensuite dans la région
CA1l. Le CA1 projette ensuite vers le cortex entorhinal et les régions du subiculum, fermant ainsi la « boucle
hippocampique ». Extrait de (Aimone et al., 2014).

La couche sous-granulaire est majoritairement peuplée d’interneurones inhibiteurs appelés cellules
en panier (« basket cells ») qui viennent entourer les corps cellulaires et les segments initiaux des
axones des neurones granulaires. D'autres neurones GABAergiques Yy résident, ainsi que les cellules
souches a l'origine de la neurogenese. Le hile, bien que moins exploré, est riche en diversité cellulaire,
incluant notamment les cellules moussues, neurones glutamatergiques régulant I'activité des neurones
granulaires soit en les activant directement, soit en les inhibant par I’intermédiaire des interneurones
(Scharfman, 2016). C’est également dans cette zone que passent les axones des neurones granulaires

(fibres moussues) avant d’atteindre le CA3.
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ii. Connectivité

La plupart des connexions arrivant au GD se localisent dans la couche moléculaire et proviennent
du cortex entorhinal par la voie perforante (Figure 12). Les dendrites des neurones granulaires situées
dans le tiers supérieur de cette couche sont connectées aux afférences excitatrices du CEL, tandis que
celles du tiers médian sont liées au CEM (Witter, 2007). Le tiers inférieur, quant a lui, recoit
essentiellement des afférences excitatrices en provenance des cellules moussues du hile, via des
projections ipsilatérale et controlatérale, ainsi que d’autres afférences en provenance du noyau
supramamillaire de 1’hypothalamus ou encore du noyau septal médian. Le GD est également modulé
par des afférences directes au niveau du hile, qui peuvent étre cholinergiques (du noyau septal médian),
noradrénergiques (du locus caruleus), dopaminergiques (de I’aire tegmentale ventrale) ou
sérotoninergiques (des noyaux du raphé) (Amaral et al., 2007). De nombreux interneurones
GABAergiques, présents dans les différentes couches du GD, viennent également réguler 1’activité des
neurones granulaires et des cellules moussues, le tout contribuant & une activité eparse de cette
structure, avec un nombre réduit de neurones actifs et des taux de décharge plus bas que dans les

structures en amont et en aval (Krueppel et al., 2011).

Cortex entorhinal latéral
MOPP

HIPP

Cortex entorhinal médian
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W Neurones granulaires
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I 7 Glutamatergique
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F A GABAergique I
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Cellules en chandelier

Figure 12 Connectivité des neurones granulaires du gyrus denté

CME : couche moléculaire externe; CMM : couche moléculaire médiane; CMI: couche moléculaire
inférieure ; CG : couche granulaire ; MOPP : molecular layer perforant path-associated cells ; HIPP : hilar
perforant path-associated cells ; HICAP : hilar commissural-associated pathway related cells. Réalisé par
Nicolas Blin, dit le « beau-gosse ».
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Les neurones granulaires du GD projettent ensuite vers les neurones pyramidaux du CA3 via un
axone non myélinisé, nommeée fibre moussue. Ces connexions se distinguent par leur morphologie
atypique en forme de gros bouton synaptique, souvent appelées synapses détonatrices. On estime qu'un
neurone granulaire peut influencer entre 14 et 28 neurones pyramidaux, tandis qu'un neurone
pyramidal regoit les signaux d'environ cinquante neurones granulaires (Amaral et al., 1990). Outre
leurs connexions avec le CA3, les fibres moussues établissent de multiples liaisons avec les cellules
moussues et les interneurones du hile et du CA3, indiquant un potentiel effet inhibiteur sur cette zone

hippocampique (Acsady et al., 1998).

En conclusion, les régions hippocampiques, et notamment le GD, entretiennent des liaisons
étroites et structurées avec de nombreuses aires cerébrales. La formation de nouveaux neurones au
sein du GD entraine donc une dynamique constante de réorganisation et de remodelage de ces circuits.
Ces néo-neurones vont en effet s’ajouter et s’intégrer aux neurones déja présents, entrant en
compétition avec ces derniers. La prochaine section s 'intéressera a décrire plus en détail ce processus

de formation des neurones a [’dge adulte.

3. Mécanismes de la Neurogenése Hippocampique
Adulte

3.1 Des cellules souches neurales aux nouveaux neurones

La NHA est un processus dynamique finement régulé qui permet de former des nouveaux neurones
au sein de la couche granulaire du GD a partir des cellules souches neurales présentes dans la zone
sous-granulaire (Figure 13). Des étapes de prolifération, différenciation, maturation, migration et
survie sont nécessaires pour que ces neurones formés a 1’age adulte (N-adu) s’intégrent correctement
au réseau hippocampique. Au cours de ces étapes successives, différents marqueurs sont exprimes par
les cellules en cours de formation (Abrous et al., 2005; Toni and Schinder, 2015; Zhang and Jiao,
2015; Gongalves et al., 2016b).

Les cellules souches neurales, présentes dans la zone sous-granulaire, ont en général une
morphologie assez particuliére avec un soma triangulaire dans la zone sous-granulaire associé a un
long prolongement apical qui s’étend a travers la couche granulaire jusqu’a atteindre la couche
moléculaire, le tout rappelant la morphologie des cellules de la glie radiaire qui sont les progéniteurs

neuronaux lors du développement du cerveau. Pour cette raison, ces cellules sont souvent appelées
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« radial glial-like stem cells » ou cellules de type 1. Elles sont notamment identifiables par 1’expression
de marqueurs tels que la Nestine, Sox2 ou encore la GFAP (glial fibrillary acidic protein). Ces cellules
sont multipotentes (au moins in vitro), et majoritairement quiescentes mais capables de
s’autorenouveler lentement par division symétrique, ou de donner naissance a différentes cellules
progénitrices par division asymétrique, appelées cellules de type 2, pouvant par la suite générer des
neurones mais aussi des cellules gliales (Filippov et al., 2003; Gebara et al., 2016). Les cellules de
type 2 sont de petites cellules possédant de courts prolongements paralleles a la CG et formant des
groupements de progéniteurs dans la zone sous-granulaire. Elles proliférent abondamment de par leur
forte activité mitotique, et sont également appelées cellules progénitrices intermédiaires. Deux types
de ces cellules ont été décrites : les cellules de type 2-a qui expriment toujours la Nestine et Sox2, mais
plus la GFAP ; et les cellules de type 2-b qui sont les cellules qui vont s’engager dans la voie de
différenciation neuronale, caractérisées par une expression progressive de différents marqueurs comme

Tbr2 (T-box brain protein 2). Ces cellules n’expriment d’ailleurs plus Sox2 et, de fait, commencent

donc a migrer de fagon tangentielle par rapport a la couche granulaire (Kempermann et al., 2004; Suh
et al., 2007).

R A 04

Neurcblastes I
Cellules souches neuronales  Progéniteurs intermédiaires Neurones granulaire immatures

Type 1 Type 2a Type 2b e Mort cellulaire Mort cellulaire Neurones granulaire matures
Semaines O 1 2 3 4 5 6 7 8

Figure 13 Les étapes de la neurogeneése hippocampique adulte
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Ces cellules progénitrices intermédiaires se différencient finalement en cellules de type 3 ou
neuroblastes, qui possedent un court prolongement vertical et n’expriment plus Thr2 mais des
marqueurs caractéristiques des neurones immatures comme la DCX (doublecortine), PSA-NCAM —
une molécule d’adhésion neuronale — ou encore Proxl — un facteur de transcription neuronal.
Progressivement, ces neuroblastes migrent en dehors de la zone sous-granulaire vers la partie la plus
interne de la couche granulaire et voient leur activité proliférative se réduire, passant dans une phase
post-mitotique ou ils vont se différencier en neurones granulaires immatures. A mesure que ces cellules
migrent et maturent, I’expression de DCX diminue et elles commencent & exprimer des marqueurs de
neurones matures comme NeuN (neuronal nuclei) ou la calbindine — une protéine de transport. Aprés
une période de 7 a 8 semaines chez la souris, ces neurones s'integrent pleinement dans la couche
granulaire, atteignant en apparence une maturité fonctionnelle et structurelle (van Praag et al., 2002;
Kempermann et al., 2004; Zhao et al., 2006).

3.2 Survie, intégration et maturation des nouveaux neurones

i.  Survie et intégration

Chaque jour, il est estimé qu’environ 3000 nouvelles cellules sont formées au cours de la NHA
chez la souris adulte et 9000 chez le rat (Cameron and McKay, 2001; Snyder et al., 2009). Cependant,
en conditions basales, 60 a 80% de ces cellules meurent par apoptose dans le mois suivant leur
apparition. Ce phénomeéne est attribué a deux vagues successives de mort cellulaire, permettant
uniquement a une fraction des nouveaux neurones de s'intégrer de maniére durable (Denoth-Lippuner
and Jessberger, 2021). La premiére vague, influencée par le géne pro-apoptotique Bax, se produit entre
24 et 48 heures apres les premiéres divisions des cellules progénitrices (Sun et al., 2004). De facon
surprenante, les causes exactes de cette premiére vague demeurent méconnues. La seconde vague
débute a partir de la deuxieme semaine post-division, coincidant avec la période ou les neurones
nouvellement formés commencent a établir des connexions synaptiques. Ceci suggére que la survie de
ces neurones pourrait dépendre de leur capacité a s'intégrer correctement au réseau hippocampique
préexistant, en répondant notamment & certaines afférences spécifiques. A cet égard, une étude a révélé
que D’altération de la signalisation glutamatergique via la suppression du récepteur NMDA chez les
nouveaux neurones réduisait leur survie (Tashiro et al., 2006a). Bien entendu, d'autres facteurs,
internes ou externes, peuvent également influencer la survie et l'intégration de ces neurones, comme

nous l'explorerons plus loin en partie.

Les neurones ainsi formés s’ajoutent aux neurones granulaires du GD dont la grande partie provient

de la neurogenese développementale (i.e. les neurones granulaires formés durant la période
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embryonnaire et post-natale précoce). L'introduction de nouvelles cellules dans un systeme préétabli
souléve une interrogation majeure : ces cellules naissantes remplacent-elles les anciennes ou s'ajoutent-
elles simplement a la structure existante ? Dans certains contextes, comme au niveau du bulbe olfactif
lors de la neurogenése olfactive adulte, les nouvelles cellules remplacent effectivement les anciennes
(Imayoshi et al., 2008). Dans d'autres cas, comme pour certaines cellules souches musculaires, elles
s'ajoutent a la structure préexistante, entrainant un agrandissement de I'organe (Seale et al., 2001).
Concernant la NHA, la situation est plus complexe, puisque les cellules nouvellement formées
pourraient remplacer spécifiguement des neurones développementaux ou adultes, voire les deux de
maniére aléatoire. La vérité quant a ces mécanismes reste encore énigmatique. Bien que diverses études
aient apporté des éléments en faveur de l'une ou l'autre de ces hypotheses, une réponse définitive fait
toujours défaut. 1l est nécessaire que de nouvelles approches expérimentales soient élaborées pour

éclaircir ce mystéere, comme réecemment suggeré par Olpe et Jessberger (Olpe and Jessberger, 2023).

ii. Maturation

Comme évoqué précédemment, il faut environ 6 a 8 semaines pour qu’un neurone mature soit
formé a partir du neuroblaste. Durant cette période, les neurones subissent des transformations

majeures, tant sur le plan morphologique que physiologique et fonctionnel (Aimone et al., 2014).

Au cours des quinze premiers jours, les neurites de ces neurones commencent a apparaitre. Une
dendrite apicale émerge, atteignant le tiers inferieur de la couche moléculaire en une semaine. Deux
semaines apres leur formation, les premieres épines dendritiques apparaissent (Zhao et al., 2006). La
troisieme semaine est marquée par une effervescence d'activite structurale : les dendrites se ramifient
davantage, s'étendant jusqu'au tiers supérieur de la couche moléculaire. Parallelement, une explosion
du nombre d'épines dendritiques est observee, marquant le début d'une phase cruciale d'intégration
fonctionnelle (Tashiro et al., 2007). Cependant, cette profusion d'épines connait par la suite une
régression, résultant d'un élagage dendritique (Goncalves et al., 2016a). Simultanément, un axone se
développe, traversant le hile pour rejoindre le CA3, établissant des premieres connexions quelques
jours avant I'apparition des épines dendritiques. Au cours de leur maturation, ces neurones établissent
ensuite des interactions avec diverses cellules du hile, dont les cellules moussues et les interneurones,
via des synapses en passant, et avec les neurones pyramidaux du CA3 (Toni et al., 2008). Plus
récemment, il a été montré que ces neurones projettent également au niveau du CA2 (Llorens-Martin
et al., 2015). Il était autrefois admis que, une fois matures, les neurones nouvellement formes étaient
morphologiquement indistincts des neurones granulaires issus du développement. Néanmoins, des

recherches récentes remettent en question cette idée (Kerloch et al., 2019; Cole et al., 2020). En effet,
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des distinctions notables ont été identifiées, telles qu'une arborisation dendritique différente et une
position spécifique au sein de la couche granulaire, les neurones issus de la neurogenése adulte se

situant généralement dans la partie la plus interne de cette couche (Kerloch et al., 2019).

En paralléle de leur maturation morphologique, ces neurones formés a 1’dge adulte (N-adu)
traversent des étapes cruciales de maturation physiologique et fonctionnelle. Bien que les chronologies
exactes puissent varier selon les études, les especes, ou le sexe, 1’on distingue généralement trois
phases majeures. Durant les deux a trois premiéres semaines, les neurones sont encore dans une phase
d'immaturité prononcée. Initialement, ils sont activés toniquement par le GABA ambiant, avant d'étre
progressivement innervés par des afférences GABAergiques, émanant des interneurones inhibiteurs
des différentes couches du GD (Ge et al., 2006; Laplagne et al., 2006). Un phénomene notable a ce
stade initial est I'effet excitateur du GABA sur ces jeunes neurones (Heigele et al., 2016). Cette
spécificité est en partie due a un déséquilibre dans I'expression de certains canaux ioniques. En
particulier, NKCC1, qui favorise I'entrée des ions chlorure, est prédominant par rapport 8 KCC2, qui
en facilite la sortie. Cette configuration conduit & une accumulation de chlore a I'intérieur du neurone.
La fixation du GABA sur son récepteur induit alors une sortie de chlore, conduisant a une
dépolarisation de la cellule (Markwardt et al., 2009). Avec la progression de la maturation, ce rapport
s'inverse, rétablissant I'effet hyperpolarisant inhibiteur du GABA typique des neurones matures.
Parallélement, ces neurones commencent a étre sollicités par des afférences glutamatergiques, issues
notamment du cortex entorhinal et des cellules moussues du hile (Deshpande et al., 2013). Entre la
quatrieme et la sixieme semaine, les neurones entrent dans une « période critique » de leur
développement. Comparativement aux neurones granulaires matures, ils manifestent une
hyperexcitabilité et une hyperplasticité, répondant a un large éventail de stimuli (Schmidt-Hieber et
al., 2004; Zhao et al., 2006; Spampanato et al., 2012; Brunner et al., 2014). Cela est d{, en partie, a
une augmentation de la concentration de canaux calciques ainsi que de récepteurs NMDA, induisant
une réduction de leur seuil d’induction de la potentialisation a long terme ainsi qu’une augmentation
de I’amplitude de leurs réponses (Huckleberry and Shansky, 2021). Durant cette période, ils établissent
également des contacts directs transitoires avec les neurones granulaires matures comme nous le
reverrons par la suite (Vivar et al., 2012; Luna et al., 2019). Passé ce stade, de la sixieme a la huitieme
semaine et au-dela, ces neurones sont davantage sous I’influence d’afférences inhibitrices, réduisant
leur hyperexcitabilité. Ils atteignent alors une maturité fonctionnelle, présentant a priori les mémes

propriétés électrophysiologiques que celles des neurones granulaires matures (Zhao et al., 2006).
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4.De la Neurogenése Hippocampique Adulte au PTSD :
implications fonctionnelles

4.1 L|'étude des fonctions des nouveaux neurones

Nous venons de decrire les différentes étapes conduisant a la formation et I’intégration de
nouveaux neurones adultes au sein du GD. Il apparait que ces neurones pourraient jouer un réle crucial
lors de leur phase immature, puisqu’ils présentent une plasticité synaptique et une excitabilité
intrinséque élevées, ce qui pourrait sous-tendre une grande partie des fonctions attribuées a la NHA.
Toutefois, une précision s’impose : méme si l'on a longtemps postulé que, une fois intégrés et
completement matures, les N-adu se comportaient exactement comme les neurones granulaires
développementaux, des recherches récentes suggérent une nuance. Ainsi, des travaux récents menés
au sein de 1’équipe de Nora Abrous suggérent que les N-adu matures pourraient assumer des fonctions
distinctes de celles des neurones granulaires développementaux et adultes immatures (Tronel et al.,
2015; Montaron et al., 2020; Kerloch et al., 2021; Lods et al., 2021, 2022; Masachs et al., 2021). En
plus d’étre impliqués dans des fonctions différentes de celles des neurones développementaux, ces N-
adu matures présentent également des caractéristiques morphologiques (Kerloch et al., 2019) et
électrophysiologiques (Masachs et al., 2021; McHugh et al., 2022) spécifiques. Par conséquent, le
terme « neurone granulaire mature » est souvent utilisé a tort dans la littérature pour décrire a la fois
les neurones développementaux et les neurones issus de la NHA matures, alors que des différenciations
existent entre ces populations (Abrous et al., 2022). Soulignons néanmoins que la majeure partie des
fonctions attribuées a la NHA provient d’études axées sur le role des N-adu immatures (souvent agés
de 4 a 6 semaines). Cette derniere population nous intéressera plus particulierement dans le cadre de

cette these.

Le GD se caractérise donc par une riche hétérogénéité, ou chaque population de neurones pourrait
contribuer a un réle spécifique dans I'éventail de ses fonctions. Les N-adu pourraient notamment
prendre en charge certaines fonctions que les neurones développementaux ne peuvent assumer (Toda
et al., 2019). Au-dela de cette diversité cellulaire, le GD présente également des particularités
structurelles et fonctionnelles. A l'instar de I'ensemble de I'hippocampe, le GD peut se diviser selon un
axe dorso-ventral. La portion dorsale du GD est généralement liée a des fonctions cognitives, en
particulier I'apprentissage et la mémoire spatiale et contextuelle (Kheirbek et al., 2013). En contraste,
la portion ventrale du GD est davantage associée a la régulation émotionnelle, la gestion du stress, la

reconnaissance sociale et les comportements motivationnels (Kheirbek et al., 2013; Kesner, 2018).
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Ces différences s’expliquent essentiellement par des différences de connectivité et d’expression
génique entre GD dorsal et ventral (Fanselow and Dong, 2010; Strange et al., 2014). En particulier,
des afférences des parties caudo-latérales du cortex entorhinal (CEM et CEL) et des parties rostro-
médiales parviennent respectivement au GD dorsal et ventral. L'information traitée par le GD est
ensuite relayée au reste de I'hippocampe, dont la région dorsale se connecte principalement a des zones
dédiées au traitement visuospatial, & la navigation et a la mémoire, tandis que la région ventrale
s'oriente vers d'autres structures limbiques, telles que I'amygdale, I'hnypothalamus mais aussi le CPF
(Dolorfo and Amaral, 1998; Witter, 2007; Sun et al., 2023). Une autre nuance anatomique du GD
concerne la distinction entre la lame suprapyramidale et la lame infrapyramidale. Des études ont
démontré que le CEM s'oriente principalement vers la lame infrapyramidale, tandis que le CEL vise
davantage la lame suprapyramidale (Tamamaki and Nojyo, 1993). De plus, les neurones de la lame
pyramidale ont généralement une densité dendritique plus élevée, du moins chez le rat (Desmond and
Levy, 1985). Ainsi, les N-adu naissant dans ces différentes zones du GD pourraient tous sous-tendre
des fonctions différentes, expliquant la complexité d'établir un modeéle unifié pour toutes leurs
fonctions (Christian et al., 2020; Kempermann, 2022). Concernant 1’axe dorso-ventral, il a
effectivement été trouvé que les N-adu dorsaux étaient plutét impliqués dans les processus mnesiques
tandis que les ventraux dans la régulation de 1’anxiété et la réponse aux antidépresseurs par exemple,
méme si lors de situations plus complexes cognitivement parlant, une action conjointe des N-adu
dorsaux et ventraux est nécessaire (Tanti and Belzung, 2013; Wu and Hen, 2014). Néanmoins, une
grande partie des études sur le role de la NHA ne font pas de distinction selon cet axe, principalement
par limites techniques, puisque cibler spécifiqguement la NHA dorsale ou ventrale reste compliqué.
Cela est d’autant plus vrai lorsqu’il s’agit de trouver des différences entre N-adu de la lame
suprapyramidale et infrapyramidale. Certaines études ont tout de méme pu montrer une activation
préférentielle des N-adu immatures de la lame suprapyramidale apres exposition a différents contextes
(Snyder et al., 2012) et, plus récemment, que la survie des néoneurones de la lame suprapyramidale
¢était d’avantage affectée par un protocole de stress chronique (Alves et al., 2018), soulignant
’existence de différences fonctionnelles. A I'avenir, I'élaboration de nouvelles méthodologies

permettra d'apporter des réponses plus précises a ces interrogations.

En tenant compte de cette complexité anatomique et fonctionnelle, et dans un souci de
simplification, les réles des N-adu évoqués lors des prochaines sections ne seront pas
systématiquement spécifiés selon leur localisation précise au sein du GD. Une revue récente d'une
centaine d'articles consacrés aux N-adu a permis de dresser un panorama des fonctions qui leur sont

attribuées. 1l ressort de cette analyse que prés des deux tiers des études ont identifié un réle

72



prépondérant de ces neurones dans la mémoire contextuelle et spatiale (Snyder and Drew, 2020). Par
ailleurs, une portion significative des recherches met en lumiere leur implication dans la régulation des
comportements émotionnels, notamment les comportements anxieux (Revest et al., 2009), dépressifs
(Santarelli et al., 2003), et la réponse au stress. Quelques études, bien que moins nombreuses, évoquent
également leur réle dans I'interaction sociale (Pereira-Caixeta et al., 2018; Cope et al., 2020), la prise
de décision (Seib et al., 2021) et I'addiction (Deroche-Gamonet et al., 2019). Ces études utilisent en
général des moyens de moduler la NHA, soit en jouant sur le nombre de nouveaux neurones, soit en
jouant sur leur activité, afin de montrer leur nécessité dans ces différentes fonctions. Des manipulations
génétiques temporaires ou permanentes, par exemple par surexpression de la protéine pro-apoptotique
Bax (Dupret et al., 2008; Revest et al., 2009; Tronel et al., 2012), I’injection de molécules
antimitotiques ou une irradiation locale de I’hippocampe par rayons X sont des méthodes couramment
utilisées pour limiter la prolifération cellulaire et la NHA (Shors et al., 2001; Saxe et al., 2006).
Certains modéles génétiques, par exemple par suppression ciblée du gene pro-apoptotique Bax dans
les cellules progénitrices, permettent au contraire de stimuler la NHA (Sahay et al., 2011; Planchez et
al., 2021). Quant a la modulation de I’activité de ces N-adu, elle se fait généralement par des techniques
d’optogénétique ou de chémogénétique via une transfection de genes codant pour différents récepteurs.
Pour que ces genes ne soient transcrits que chez les N-adu, ’utilisation de certains virus de la classe
des rétrovirus est en général privilégiée. L intégration de ces virus n’est en effet possible que lorsque
la membrane nucléaire devient perméable pendant la mitose, permettant ainsi, lorsque ce virus est
injecté au niveau du GD, I’expression des différents transgénes uniquement dans les cellules en
division ainsi que leurs cellules filles (Lewis and Emerman, 1994; Tashiro et al., 2006b). Enfin, des
moyens plus écologiques, connus pour faire varier la NHA, peuvent également étre utilisés, comme
I’exposition a en environnement enrichi ou a différents stresseurs, connus respectivement pour
augmenter ou réduire la NHA (Gould et al., 1998; Nilsson et al., 1999). Toutes ces manipulations
peuvent notamment étre induites a différents moments avant de tester spécifiguement un réle supposé

des N-adu, permettant de cibler un age plus ou moins précis.

De maniére intéressante, comme nous 1’avons souligné lors du premier chapitre, le PTSD est une
pathologie ou se croisent symptémes cognitifs et émotionnels. En particulier, nous avons vu que des
perturbations dans la mémoire de peur conduisent a des réactions inadaptées, ce qui pourrait expliquer
les manifestations de cette pathologie. Cette mémoire traumatique pathologique résulterait
probablement d’un défaut de contextualisation du souvenir traumatique, bien que des données
expérimentales concrétes soient encore attendues a ce sujet. Il est également a noter que des réactions

non associatives sont fréquemment rapportées chez ces patients qui présentent souvent de nombreux
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traits anxieux. Dans les sections suivantes, nous explorerons donc en profondeur comment des
perturbations de la NHA pourraient jouer un role crucial dans I'émergence et/ou la persistance du PTSD
suite a un traumatisme. Nous mettrons I'accent sur des fonctions spécifiques des N-adu, qui semblent
particulierement pertinentes pour la mémoire traumatique, en particulier la séparation de pattern
(« pattern separation ») et la mémoire contextuelle. Nous aborderons aussi la maniéere dont les N-adu
interviennent dans la régulation émotionnelle et la flexibilité cognitive. Pour conclure, nous
discuterons de I'impact de ces neurones sur l'activité globale du GD et, par extension, sur d'autres

structures cérébrales.

4.2 La séparation de pattern

i.  Définition et mise en évidence comportementale

La séparation de pattern est certainement la fonction la plus souvent associée aux N-adu. Ce terme
prend son origine dans les neurosciences computationnelles, ou il désigne I’opération neuronale par
laguelle des entrées (inputs) similaires et superposees sont transformées en sorties (output) moins
superposees et plus distinctes. Les travaux pionniers de David Marr ont jeté les bases de cette idée,
suggerant que l'architecture unique de I'hippocampe pourrait faciliter la séparation de pattern, en
particulier dans le contexte de lamémoire (Marr, 1971). Par la suite, d'autres neurocomputationnalistes
ont affiné cette hypothese, mettant en lumiere le r6le prépondérant du GD et de la boucle GD-CA3
dans ce processus (Amit et al., 1987; Treves and Rolls, 1992; O’Reilly and McClelland, 1994). D’un
point de vue conceptuel, nous pouvons envisager le GD comme une sorte de filtre neuronal. Recevant
une myriade d'informations entrantes, dont certaines sont trés proches ou méme identiques, le GD est
chargé de les encoder de maniére distincte, avant de les transmettre, le tout permettant de discriminer
au maximum ces différentes informations. Deux caractéristiques majeures du GD faciliterait cette
tache. Premierement, hormis les N-adu immatures, les cellules granulaires du GD ont une faible
activité intrinseque (Amaral et al., 2007). Couplé a la présence de nombreux interneurones inhibiteurs,
cela participe a une activité éparse ou clairsemée du GD, ou, pour une situation donnée, seul un faible
nombre de neurones sera activé. Deuxiémement, cette structure possede un trés grand nombre de
cellules granulaires, 5 a 10 fois plus que les neurones pyramidaux du cortex entorhinal par exemple
(Amaral et al., 1990), ce qui permet une représentation plus riche et variée des informations entrantes.
Conjointement, ces caractéristiques permettent d’encoder des informations similaires, en provenance
du cortex entorhinal, par la coactivation de populations de neurones trés distinctes au sein du GD. Par
ailleurs, puisque les fibres moussues n’établissent des synapses qu’avec un nombre restreint de

neurones du CAS3, cette orthogonalisation de I’information est maintenue dans cette structure qui
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possede un plus faible nombre de neurones que le GD (Yassa and Stark, 2011). Le CA3, quant a lui,
grace a ses circuits autoassociatifs et aux connexions directes en provenance du cortex entorhinal, est
apte a reconstituer intégralement une information a partir d'indices partiels, un mécanisme désigné

sous le terme de pattern completion.

Bien que la séparation de pattern soit un terme computationnel, de nombreuses études ont tenté
d'identifier des comportements susceptibles de refléter cette capacité. En particulier, des taches de
discrimination dans lesquelles I’individu (animal ou humain) doit détecter de subtiles modifications
de son environnement sont souvent utilisés comme proxy de la séparation de pattern (Hvoslef-Eide
and Oomen, 2016). Il est néanmoins nécessaire de souligner que de nombreux contrdles sont
nécessaires dans ce type d'études, puisque des déficits en matiére de discrimination ne signifient pas
forcément qu'il y a une altération de la séparation de pattern, mais pourraient, par exemple, simplement
refléter un deficit dans les capacites d'apprentissage (Hunsaker and Kesner, 2013). En 1998, Gilbert et
ses collaborateurs ont éte les premiers a démontrer I'implication de I'hippocampe dans une tache de
séparation de pattern spatiale (Gilbert et al., 1998). Brievement, des rats ont eété soumis a un
« cheeseboard maze », qui est une grande planche circulaire dotée de puits dans lesquels il est possible
de cacher de la nourriture. Dans une premiére phase, les rats étaient formés a déplacer un objet pour
accéder a un puits contenant de la nourriture. Par la suite, un second objet, identique au premier, était
ajouté, masquant un autre puits situé a une distance variable du premier. L'enjeu pour les rats était de
reconnaitre et de déplacer I'objet initial, le seul dissimulant de la nourriture lors de cette phase de test.
Les résultats ont montré que, suite a une lésion de I'hippocampe, les rats avaient des difficultés a faire
le bon choix (déplacer I'objet initial) lorsque les deux objets étaient d’une distance proche a modérée,
c’est-a-dire lorsque la « charge cognitive » (cognitive load) de séparation de pattern était elevée ou
moyennement élevée. En revanche, les animaux témoins avec des lésions corticales montraient des
capacités intactes de séparation de pattern spatiale, étant capables de discriminer les deux objets méme
lorsque la distance était réduite. En utilisant le méme paradigme, il a été démontré ultérieurement
qu'une lésion du GD mais pas du CA1 suffisait a altérer la séparation de pattern spatiale, fournissant
ainsi la premicre preuve de I’implication du GD dans cette fonction (Gilbert et al., 2001). Cette
démonstration comportementale a également été appuyée par des études électrophysiologiques,
révélant que de tres petites modifications de I'environnement modifiaient le schéma d'activité des
cellules granulaires du GD, tandis que les cellules pyramidales du CA3 étaient davantage sensibles a

des changements plus importants (Leutgeb et al., 2007; Neunuebel et al., 2013).
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ii.  Neurones adultes et séparation de pattern

La complexité du GD et la découverte de la NHA a poussé les chercheurs a explorer I’implication
specifique des N-adu dans la séparation de pattern. L’une des premiéres études suggérant un tel role a
¢té menée par 1’équipe de Nora Abrous en 2008 (Dupret et al., 2008). En utilisant une souche de souris
transgéniques inductibles pour supprimer la NHA, les auteurs ont pu montrer une implication des N-
adu dans la mémoire spatiale relationnelle. Dans cette étude, les souris ont été testées dans un
labyrinthe aquatique de Morris. En modifiant le point de départ, les souris étaient amenees a élaborer
différentes cartes spatiales en se basant sur des indices environnementaux pour localiser une
plateforme submergée. La suppression de la NHA a compromis leur capacité a le faire, ce que les
auteurs ont interprété comme une difficulté a intégrer des informations spatiales chevauchantes pour
construire une carte spatiale complete, et donc une déficience dans la séparation de pattern. Cette idee
a eté renforcée par une autre etude fondamentale en 2009, en utilisant deux taches plus spécifiques de
la séparation de pattern (Clelland et al., 2009). Ici, les souris ont été testées dans un labyrinthe radial
a huit bras. Elles devaient identifier et se souvenir d'un bras specifique contenant de la nourriture, tout
en distinguant ce bras d'un autre bras de réference. Avec chaque essai, le bras contenant la nourriture
changeait, devenant le bras de reférence pour l'essai suivant. Une perturbation de la NHA par
irradiation aux rayons X a entrainé une difficulté pour les souris a discriminer les bras lorsqu'ils étaient
rapprocheés, mais pas eloignés. La méme déficience a été mise en évidence en utilisant une tache de
discrimination spatiale sur écran tactile (touchscreen), renforcant 1’idée de I’implication des N-adu
dans la séparation de pattern. Enfin, des taches de discrimination contextuelle basée sur un
conditionnement de peur peuvent également étre utilisées pour évaluer les performances de séparation
de pattern contextuelle. Une suppression de la NHA par des outils génétiques (Tronel et al., 2012) ou
par irradiation aux rayons X (Sahay et al., 2011) a ainsi entrainé une incapacité des souris a distinguer
un contexte A, dans lequel elles ont recu un choc électrique, d'un contexte B similaire mais différent.
Cependant, ces souris étaient aussi performantes que les témoins pour discriminer le contexte A d'un
contexte C nettement différent. Des résultats similaires ont pu étre obtenus avec une inhibition
optogénétique des N-adu, montrant la nécessité de la NHA pour les processus comportementaux de
séparation de pattern (Danielson et al., 2016). De maniere intéressante, toujours avec ce paradigme,
une augmentation artificielle de la NHA par des outils génétiques a également suffi a améliorer la
séparation de pattern contextuelle (Sahay et al., 2011). Il est a noter que ces études portent
essentiellement sur les N-adu immatures (agés de 8 semaines au maximum), puisqu’une inhibition des
N-adu matures n’affecte pas les performances dans des taches de séparation de pattern (Zhuo et al.,

2016). Les neurones issus de la neurogenese développementale auraient, quant a eux, un réle
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préférentiel dans la discrimination de contexte trés différents, donc lorsque la « charge » cognitive est
faible (Tronel et al., 2015).

En résumé, ces résultats montrent que les N-adu sont essentiels pour la séparation de pattern,
permettant notamment une discrimination entre des contextes ou des localisations spatiales présentant
des caractéristiques proches. Une méta-analyse récente a d’ailleurs mis en évidence que, malgré les
différents paradigmes utilisés et les diverses méthodes de manipulation de la NHA, les études
convergent presque systématiquement vers un rble prépondérant de la NHA dans cette fonction
(Franca et al., 2017).

ii.  Séparation de pattern et PTSD

Dans la vie courante, maintenir un équilibre entre généralisation et discrimination est une opeération
essentielle que le cerveau doit sans cesse realiser. Ce processus adaptatif permet de généraliser
certaines expériences passées a de nouvelles situations. Par exemple, dans la nature, face a une
situation potentiellement menacante, les animaux se servent des indices déja rencontrés par le passé
pour géneéraliser leur réponse et opter pour le comportement défensif approprié a cette nouvelle
situation (Asok et al., 2019). A l'inverse, la capacité & discriminer un environnement qui a déja été
exploré d’un autre similaire mais inexploré peut s’avérer avantageux pour la recherche de nouvelles
ressources. Sur le plan évolutionnaire, cet équilibre est donc essentiel pour nous permettre de nous
adapter a des environnements constamment changeants. Toutefois, dans certains cas, ce processus
adaptatif peut devenir inadapté. C'est notamment le cas lorsqu'une personne ayant vécu un événement
traumatique généralise sa réponse de peur a d'autres situations sres qui présentent des caractéristiques
similaires a I'environnement traumatique. Cette surgénéralisation de la peur est caractéristique du

PTSD, comme nous avons pu le voir lors du premier chapitre.

Chez I’humain, il est possible d'évaluer expérimentalement le niveau de généralisation de la peur
en utilisant des paradigmes de gradient de généralisation (Grillon and Morgan 111, 1999; Lissek et al.,
2008). Dans ces taches, un anneau est présenté aux participants sur un écran, et est associé a un
stimulus aversif, jouant le réle de SC. Par la suite, d'autres anneaux, dont la taille varie progressivement
- soit en augmentant, soit en diminuant - sont présentés. La réponse de peur - généralement une
combinaison de criteres physiologiques et psychologiques - est mesurée en réponse aux différents
anneaux. Une capacité accrue de discrimination se traduit par une réaction de peur principalement
envers le SC initial et les anneaux trés similaires. A I'opposé, une réaction de peur face a des anneaux
nettement différents indique une généralisation plus marquée. Comme évoqué précédemment, des

¢tudes ont montré que les individus souffrant de troubles anxieux comme le trouble d’anxiété
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généralisée (Lissek et al., 2014), les troubles paniques (Lissek et al., 2010) ou le PTSD (Kaczkurkin
et al., 2017) manifestent une généralisation plus prononcée que les témoins, qu'ils aient été exposes a

un traumatisme ou non.

Bien que les mécanismes neurobiologiques a la base de la généralisation de la peur ne soient pas
encore totalement ¢lucidés, en particulier chez I’humain, la séparation de pattern — elle-méme sous-
tendue par la NHA - est souvent évogquée comme un acteur clé de ce processus (Kheirbek et al., 2012;
Kheirbek and Hen, 2014; Besnard and Sahay, 2016). En particulier, il est suggéré que la séparation de
pattern est essentielle pour le traitement adaptatif de la peur, puisqu’elle influe dans la maniere dont
nous encodons et stockons les souvenirs associés a des événements menacants. Elle permet de créer
des représentations distinctes et non chevauchantes pour des situations qui, bien que similaires,
different quant a leur nature menacante. Lorsque cette capacité est altérée, un phénomene
d'interférence peut survenir lors de I'encodage de nouveaux souvenirs. Cette interférence peut alors
conduire a une confusion entre des contextes menacants et d'autres qui leur ressemblent mais qui sont
inoffensifs. En consequence, la réponse de peur associée au souvenir initial est alors déclenchée dans
ces situations qui ne sont pas réellement menacantes, expliquant cette (sur)généralisation de la peur
observée dans le PTSD. Une séparation de pattern efficace est donc cruciale pour éviter l'interférence

lors de I'encodage et pour garantir une réaction adaptée.

Une évaluation comportementale de la séparation de pattern est possible chez I’humain, en utilisant
une tache de similarité mnésique. Dans ce paradigme, similaire a celui évaluant la généralisation de la
peur, des images — en général des visages ou des objets - sont présentées aux participants qui doivent
les identifier comme étant identiques, différentes ou similaires a des images présentées auparavant.
Une bonne capacité de séparation de pattern se traduit par de bonnes performances dans I'identification
des images similaires (Kirwan and Stark, 2007; Stark et al., 2019). De maniére intéressante, une
implication fonctionnelle du GD (Berron et al., 2016) et dans une moindre mesure du CA3 (Bakker et
al., 2008), a été retrouvée dans cette tache, corroborant ainsi les découvertes issues des études
animales. Par ailleurs, en utilisant une combinaison des paradigmes mesurant la généralisation de la
peur et la séparation de pattern, une étude récente a mis en évidence pour la premiere fois une
corrélation négative entre ces deux processus chez le sujet sain, méme si la maniere dont ces processus

interagissent dans le contexte du PTSD demeure encore a explorer (Lange et al., 2017).

En résumé, les N-adu, notamment immatures, jouent un role crucial dans la séparation de pattern.
Ils facilitent la création de représentations mnésiques distinctes pour des événements qui, bien que

similaires, nécessitent une discrimination précise. Une perturbation de ce mécanisme pourrait mener
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a une surgénéralisation de la peur suite a un traumatisme, offrant ainsi une explication a I'un des

principaux déficits cognitifs observes dans le PTSD.

4.3 La mémoire contextuelle

Un réle des N-adu est également suspecté dans la mémoire contextuelle de peur, méme si la
littérature a ce sujet apporte parfois des résultats contradictoires comme nous allons le voir. Avant
cela, il est essentiel de souligner que, bien que I’interaction entre séparation de pattern et mémaoire
contextuelle paraisse évidente, il est tout de méme nécessaire de distinguer ces deux fonctions, et de
ne pas résumer toutes les fonctions des N-adu & cette séparation de pattern (Kempermann, 2022). En
effet, bien que la séparation de pattern permette de distinguer des contextes similaires, elle n'est qu'un
aspect du processus global de mémorisation contextuelle qui repose sur des mécanismes associatifs,
permettant de lier plusieurs éléments entre eux pour en faire une représentation unifiée comme
expliqué lors du premier chapitre. Ainsi, 1I’évaluation de la séparation de pattern se fait en confrontant
le sujet & une situation proche mais différente du contexte initial tandis que I'analyse de la mémoire
contextuelle se base sur la réexposition a une situation identique, comme lors d'un conditionnement
contextuel de peur. Un role des N-adu peut étre envisagé au moment de 1I’encodage, de la consolidation

et/ou du rappel sans nécessairement étre évalué par les tests de séparation de pattern.

Les recherches sur le réle des N-adu dans la mémoire contextuelle ont produit des résultats variés,
probablement influencés par les méthodologies expérimentales utilisées. Une approche courante
consiste @ manipuler le nombre ou l'activité des N-adu a différentes étapes : avant ou pendant
I'encodage, pendant la consolidation ou lors de la récupération. Des études pionniéres réduisant la
NHA par irradiation (Saxe et al., 2006; Winocur et al., 2006; Wojtowicz et al., 2008) ou manipulations
transgéniques (Saxe et al., 2006; Imayoshi et al., 2008) avant un conditionnement contextuel ont
montré une diminution de la mémoire de peur, suggérant un réle des N-adu dans la mémoire
contextuelle. Cependant, d’autres études ont remis en question ces conclusions, ne trouvant pas un tel
effet (Shors et al., 2002; Dupret et al., 2008; Tronel et al., 2012). Des éléments tels que la méthode de
manipulation de laNHA, I'dge des N-adu manipulés, I'intervalle entre I'encodage et le test, ou I'intensité
du choc administré ont été identifiés comme des facteurs influencant les résultats (Hernandez-Mercado
and Zepeda, 2021). Par exemple, une déplétion de la NHA par forte irradiation altére la mémoire
contextuelle dans un paradigme spécifique alors que ce n’est pas le cas avec une faible dose (Ko et al.,
2009). Les différences observées pourraient également dépendre des especes ou souches étudiées
(Snyder et al., 2009). Pour tenter de clarifier ces variations, une étude approfondie a comparé

différentes procédures de conditionnement apres suppression de la NHA par irradiation a faible dose
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(Drew et al., 2010). De maniere intéressante, les souris dont la NHA avait été supprimée ont montré
une altération de la mémoire contextuelle uniquement lorsqu'elles étaient soumises a un choc unique
mais pas avec plusieurs chocs ni lorsque les chocs étaient associés a un son (voir aussi (Denny et al.,
2014)). Cette étude a également révélé qu'une préexposition au contexte de conditionnement restaurait
la mémoire contextuelle chez les souris irradiées, suggérant que les N-adu pourraient étre
particulierement importants pour I'encodage lorsque I'acquisition du contexte est complexe. Cette idée
a été approfondie par d’autres résultats suggérant que les N-adu contribuent a la mémoire de peur
contextuelle uniquement lorsque le contexte doit étre rapidement encodé, tandis que leur importance
diminue lorsque la durée d'encodage avant le choc est prolongée (Denny et al., 2012). Notons qu’a
I’inverse, une augmentation de la NHA avant conditionnement n’a pas permis d’améliorer la mémoire
contextuelle, bien qu'une meilleure discrimination contextuelle, liée & une meilleure séparation de

pattern, ait été observée (Besnard and Sahay, 2021).

De maniére intéressante, les études qui viennent d’étre présentées ont toutes utilise des méthodes
de manipulation durable du nombre de N-adu bien avant le conditionnement, ne permettant pas de
distinguer leur implication dans les différentes phases de la mémoire contextuelle. De plus, cela améne
la possibilité que des mécanismes de compensation puissent se mettre en place, non seulement au
niveau du GD, mais aussi par d'autres structures cérébrales. Cette compensation pourrait expliquer
pourquoi certaines recherches n'identifient pas clairement un role de la NHA dans la mémoire
contextuelle (Singer et al., 2011). L'adoption de techniques plus avancées et précises, telles que
I'optogénetique ou la chémogeénétique, a ainsi permis d'affiner la compréhension de ce réle dans la
mémoire contextuelle. En particulier, une inhibition de ces N-adu au moment du conditionnement, de
la consolidation ou du rappel diminue la réponse de peur, montrant la nécessité de ces neurones
potentiellement a chacune de ces étapes de la mémoire contextuelle (Gu et al., 2012; Danielson et al.,
2016; Huckleberry et al., 2018; Kumar et al., 2020). Néanmoins, 1’activation des N-adu produit a
nouveau des résultats contradictoires, certaines études trouvant une amélioration de la mémoire
contextuelle lorsque I’activation se fait au moment du rappel (Li et al., 2022; Lods et al., 2022), quand
d’autres soulignent une réduction de la réponse de peur lorsque 1’activation se fait au moment du
conditionnement ou de la consolidation (Danielson et al., 2016; Kumar et al., 2020), suggérant que

I’activité de ces neurones doit étre finement régulée pour permettre une bonne analyse contextuelle.

En resume, [’ensemble de ces études déemontre un role crucial de la NHA dans la mémoire
contextuelle, au moins lorsque la demande cognitive est importante. Nous pouvons également noter
que, malgré des divergences dans les études, certains points communs se dégagent. Premiérement,

tout comme pour la séparation de pattern, ce sont principalement les N-adu immatures, généralement
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ages de 4 a 6 semaines, qui semblent sous-tendre cette fonction. Par exemple, I'inhibition de ces
neurones a 4 semaines, mais pas a d'autres ages comme 2, 8 ou 10 semaines, affecte la mémoire
contextuelle (Gu et al., 2012; Kumar et al., 2020). Deuxiémement, en cohérence avec la fonction plus
large de I’hippocampe, les manipulations de la NHA n’affectent que la mémoire de peur contextuelle,
n’ayant pas d’effet dans le cadre de conditionnement indicé. Troisiemement, cibler une population de
quelques neurones aléatoires dans le GD ne reproduit pas nécessairement les effets observés lors de
la manipulation directe des N-adu (Park et al., 2016; Huckleberry et al., 2018). Cela met en évidence
le r6le unique des N-adu, les rendant particulierement pertinents dans [’étude de pathologies ou une

altération contextuelle est observée, comme dans le cas du PTSD.

4.4 Larégulation émotionnelle

Appartenant au systéme limbique, I’hippocampe joue un réle clé dans la régulation émotionnelle,
en particulier dans I’anxiété et les comportements d’évitements. Par ailleurs, cette structure est
relativement importante pour la réponse de stress, avec, comme nous 1’avons évoqué lors du premier
chapitre, un role important dans le rétrocontrole négatif de 1’axe HHS. Le r6le des N-adu a ainsi été
exploré dans ce contexte, amenant a nouveau des résultats contrastés. Certaines études ont en effet
trouvé une augmentation des comportements de types anxieux et/ou dépressifs aprés délétion (Bergami
et al., 2008; Bessa et al., 2009; Revest et al., 2009; Snyder et al., 2011) ou inhibition (Tunc-Ozcan et
al., 2019) des N-adu, tandis que d’autres (1) rapportent de tels effets en réponse a un stress aigu ou
chronique (Snyder et al., 2011; Anacker et al., 2018), ou (2) ne rapportent aucun effet (Zou et al.,
2015). Alternativement, I’activation (Tunc-Ozcan et al., 2019) ou 1’augmentation (Hill et al., 2015;
Culig et al., 2017; Planchez et al., 2021) des N-adu prévient 1’apparition de comportements de type
anxieux et/ou depressifs, essentiellement apres un stress chronique, méme si certains effets
anxiolytiques et antidépresseurs peuvent étre retrouvés sporadiquement en conditions basales (Li et
al., 2022). Par ailleurs, les N-adu semblent étre impliqués dans la réponse aux antidépresseurs.
Plusieurs études ont suggéré que la neurogenése hippocampique est non seulement stimulée par les
traitements antidépresseurs, mais que cette stimulation pourrait étre nécessaire pour certains de leurs
effets bénéfiques sur I'humeur et le comportement (Santarelli et al., 2003; Surget et al., 2008, 2011;
David et al., 2009; Rawat et al., 2022). Au vu de ces résultats, il a été proposé que la NHA jouait un
role fondamental dans la résilience au stress. Une étude récente a d’ailleurs permis de spécifier ce role,
en montrant une implication plus particuliere des N-adu du GD ventral. Ainsi, inhiber les N-adu du
GD ventral induit une vulnérabilité dans un modele de défaite sociale, tandis qu’augmenter la NHA
dans tout le GD promeut la résilience (Anacker et al., 2018). En plus d’étre impliquée dans la réponse

comportementale aprés un stress, la NHA semble également jouer un rdle dans sa réponse
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neuroendocrinienne, en particulier dans la régulation de I’axe corticotrope. En effet, une suppression
de la NHA entraine une augmentation du pic de glucocorticoides mesuré aprés un stress aigu
(Schloesser et al., 2009), ainsi qu’une diminution du rétrocontréle négatif de 1’axe HHS aprés
exposition a un stress chronique (Santarelli et al., 2003; Snyder et al., 2011; Surget et al., 2011).
Néanmoins, les mécanismes par lesquels les N-adu interviennent dans la régulation de cet axe

corticotrope restent encore méconnus.

Bien que les fonctions cognitives et émotionnelles des N-adu puissent sembler distinctes au
premier abord, certains auteurs ont mis en avant une interdépendance profonde entre ces deux aspects,
notamment par le role que tiennent ces neurones dans 1’adaptation et la flexibilité cognitive (Anacker
and Hen, 2017; Surget and Belzung, 2022). La flexibilité cognitive représente la capacité de notre
cerveau a adapter nos comportements et pensées face a des situations nouvelles, changeantes ou
inattendues. Dans les études animales, cela se manifeste par la capacité de I'animal a moduler son
comportement selon le contexte actuel, en se basant sur des expériences antérieures. Bien que
traditionnellement associée au cortex préfrontal, cette fonction exécutive dépend également en partie
de I’hippocampe et des N-adu (Burghardt et al., 2012; Foélsz et al., 2023). L'hippocampe, grace a son
vaste réseau de connexions avec d'autres régions du cerveau, fonctionne comme un carrefour central.
Il traite et integre continuellement diverses informations sensorielles et contextuelles, juxtaposant les
situations actuelles avec les souvenirs antérieurs pour permettre, via ses connexions, le déclenchement
d’une réaction comportementale adaptée. Dans ce contexte, la NHA représente un mécanisme de
plasticité remarquable, offrant la capacité de détecter et d'intégrer ces nouvelles informations pour en
créer une trace mnesique distincte, évitant ainsi les interférences. Cette capacité serait en partie due a
la réorganisation et la dégradation des connexions des neurones matures lors de l'intégration continue
de nouveaux neurones, favorisant I'oubli des informations anciennes au profit des nouvelles, pour une
meilleure adaptation lorsque cela est nécessaire (Frankland et al., 2013; Akers et al., 2014; Epp et al.,
2016; Tello-Ramos et al., 2019). Habituellement, cette flexibilité est évaluée par des tests
comportementaux ou I'animal est confronté a une situation conflictuelle nécessitant I'apprentissage
d'une nouvelle régle aprés un premier apprentissage. L'absence de NHA entraine généralement des
difficultés a assimiler cette nouvelle régle, sans nécessairement affecter I'apprentissage initial (Dupret
et al., 2008; Burghardt et al., 2012; Garthe et al., 2014).

De maniére intéressante, le stress diminue la NHA, comme nous le reverrons lors du prochain
chapitre. Dans le contexte de troubles anxieux ou dépressifs, une réduction prolongée de la NHA
pourrait perturber le traitement de I'information au sein de I'nippocampe, mais aussi, par extension,

affecter les structures auxquelles il est connecté, qui jouent un rdle dans la régulation émotionnelle
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(Anacker and Hen, 2017; Surget and Belzung, 2022). La réponse de stress en particulier persisterait,
méme dans des situations qui ne sont plus censées étre anxiogénes. Dans le cadre du PTSD, cette
incapacité a « apprendre » d’un contexte qu’il n’est plus menagant pourrait expliquer la difficulté
qu’ont les patients a éteindre leur peur, méme lors de thérapies par exposition. Il est & noter que des
troubles de la flexibilité cognitive ont été retrouvés dans le cadre du PTSD (Koso and Hansen, 2006;
Pang et al., 2014; Popescu et al., 2022), et les N-adu pourraient sous-tendre une partie de ce

mécanisme.

En résumé, la NHA est également impliquée dans la régulation émotionnelle, notamment en
modulant la réponse de stress. Une altération de la NHA, qu'elle soit antérieure ou consécutive a un
événement traumatique, pourrait donc contribuer a I'émergence et/ou a la persistance de certains
symptomes anxieux chez les patients atteints de PTSD. Ces symptdmes pourraient se manifester de
maniere non associative, c'est-a-dire sans étre directement déclenchés par des éléments rappelant le
traumatisme initial. Des études sur les animaux ont montré qu‘une suppression préalable de la NHA
provoque des comportements anxieux apres un conditionnement de peur, mais pas avant, mettant en
évidence le role des N-adu dans ces réactions non associatives (Seo et al., 2015). Par ailleurs, une
altération de la NHA pourrait également rendre difficile la modification ou I'oubli du souvenir

traumatique, expliquant en partie la persistance de cette mémoire pathologique.

4.5 Larégulation de I'activité du gyrus denté

Comme évoqué dans les sections précedentes, les N-adu immatures jouent un réle essentiel dans
certaines fonctions mnésiques de I'hippocampe. La question qui se pose alors est de savoir comment
cette relativement petite population de neurones peut influencer les représentations mnésiques au sein
de cette structure ? En se basant sur les propriétés et la connectivité des N-adu immatures décrites
précédemment, deux hypotheses qui, bien que différentes ne sont pas nécessairement exclusives, ont
été avancées afin d’expliquer comment la NHA influe sur ces processus et en particulier sur la
séparation de pattern (Johnston et al., 2016; Tuncdemir et al., 2019). La premiére hypothese suggére
que les N-adu, en raison de leur excitabilité élevée, serviraient d'unités d'encodage, contribuant ainsi a
la formation de la trace mnésique, ou « engramme » (Aimone et al., 2011, 2014). Ces neurones
détecteraient et réagiraient a de Iégers changements dans I'environnement, intégrant ces informations
a la trace mnésique, la rendant ainsi plus précise et moins sujette a la généralisation. Les N-adu
immatures constitueraient donc un ensemble d'unités d'encodage, permettant de distinguer une
situation spécifique d'autres expériences passées. Une fois matures, ces neurones représenteraient de

maniere spécifique les situations pour lesquelles ils ont été activés, contribuant ainsi a la séparation de
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pattern. Cette hypothése s’appuie sur plusieurs observations. D’une part les neurones du GD qui sont
plus excitables, indépendamment de leur origine ontogénétique, semblent effectivement
préférentiellement recrutés lors de I’encodage (Park et al., 2016). D’autre part, certaines études ont pu
révéler un recrutement préférentiel des N-adu immatures comparé aux autres neurones granulaires lors
d’un apprentissage spatial (Kee et al., 2007) et des N-adu matures en réponse a des stimuli rencontrés

lorsqu’ils étaient encore immatures (Trouche et al., 2009).

Récemment, certaines découvertes ont cependant remis en cause I'hypothese selon laquelle les N-
adu immatures seraient préférentiellement recrutés lors de tdches mnésiques. Plusieurs études n'ont
pas observé ce recrutement préférentiel (Stone et al., 2011; Denny et al., 2014; Kumar et al., 2020).
De plus, une observation récurrente est que les manipulations de la NHA semblent avoir un effet
inverse sur l'activité du GD. En particulier, la suppression de la NHA augmente l'activité globale du
GD (Burghardt et al., 2012; Ikrar et al., 2013; lyengar et al., 2015), tandis que l'augmentation ou
I'activation de ces neurones produit I'effet contraire (Drew et al., 2016; Anacker et al., 2018). Face a
ces observations, une nouvelle hypothése a été avancée : plutét que d'agir comme des unités
d'encodage, les N-adu immatures moduleraient l'activité des neurones matures du GD. Cette
modulation favoriserait une activité éparse, évitant ainsi la superposition des représentations
mnesiques qui pourrait mener a une généralisation. Des travaux menes par 1’équipe de René Hen ont
permis d’apporter des éclairages sur cette modulation. Ils ont démontré que les N-adu peuvent
influencer l'activité des neurones matures du GD a deux niveaux. D'abord, par I'intermédiaire de
connexions indirectes (bisynaptiques), les N-adu proches de la maturité peuvent inhiber les neurones
granulaires matures en recrutant des interneurones inhibiteurs du GD (« feedback inhibition ») (Drew
et al., 2016). Ensuite, et de maniére plus surprenante, les N-adu immatures établiraient des connexions
directes (monosynaptiques) avec les neurones granulaires matures, permettant une modulation
bidirectionnelle (Luna et al., 2019). Plus précisément, selon les informations transmises par le CEM
ou le CEL, les N-adu immatures auraient des effets différents sur les neurones matures du GD. En
réponse a des afférences du CEM, transmettant les informations spatiales, les N-adu immatures
stimuleraient les neurones matures de la lame infrapyramidale du GD. A I’inverse, en réponse a des
afférences du CEL, transmettant les informations des indices contextuels, ils induiraient une inhibition
des neurones de la lame suprapyramidale. L'inhibition par les N-adu contribuerait a maintenir l'activité
éparse du GD, favorisant ainsi la séparation de pattern. Quant a leur réle excitateur, il pourrait enrichir
la représentation de I'environnement spatial, assurant sa persistance dans le temps. Il est a noter que

cette modulation bidirectionnelle directe semble étre transitoire, puisque les neurones matures du GD
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n'entretiennent pas de connexions monosynaptiques entre eux (Hendricks et al., 2017; Luna et al.,
2019).

Conjointement, ces données mettent en évidence une régulation minutieuse de I'activité du GD par
les N-adu, en particulier lors de taches mnésiques qui dépendent de la NHA. Cette action ne se limite
pas au GD, puisque I’influence inhibitrice N-adu immatures s’observe également au niveau du CA3
(« feedforward inhibition »), permettant de maintenir 1’orthogonalisation de I’information afin d’éviter
les interférences (Niibori et al., 2012). De ce fait, l'activité du CA1, qui est intrinsequement liée a celle
du CA3, ainsi que celle des régions cibles de I'hippocampe, peuvent étre modifiées par des
manipulations de la NHA. Plusieurs études soutiennent cette idée, montrant des changements d'activité
dans diverses régions suite a des interventions sur la NHA (Zhuo et al., 2016; Martinez-Canabal et al.,
2019; Besnard and Sahay, 2021; Evans et al., 2022). Dans le contexte du PTSD, qui est caractérisé par
une dérégulation de I'activité de certaines régions cérebrales, il est plausible que la NHA joue un réle
modulateur, influencant potentiellement la dynamique et la connectivité de ces régions, et par

conséquent, les symptomes associés au trouble.

Au terme de ce chapitre, il est clair que la neurogenése adulte joue un role crucial dans diverses
fonctions mnésiques et émotionnelles, et pourrait avoir des implications significatives dans la
physiopathologie des souvenirs traumatiques lies au PTSD. La majorité des recherches a ce sujet ont
employées des modéles de conditionnement classique, souvent pour montrer qu 'une altération de la
NHA induisait une géneéralisation des réponses de peur. Bien qu 'utiles, ces modeéles ne capturent pas
la complexité de la mémoire traumatique, et un lien direct entre la NHA et le développement d’une
meémoire pathologique apres un évenement traumatique reste donc a démontrer. Par ailleurs, il est
important de noter qu’aprés un évenement traumatique, tous les individus ne développent pas de
PTSD. Certains facteurs comme les expériences de stress précoces induisent une vulnérabilité a
développer cette pathologie a I'dge adulte. De maniére intéressante, des travaux réalisés dans notre
équipe montre une réduction de la NHA a la suite d’un stress prénatal, ce qui nous amene

naturellement au prochain chapitre qui détaillera les effets de ce stress sur I’organisme.
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lll. Le Stress Prénatal Comme Modele De

y 4

Vulnérabilité A La Mémoire Traumatique ?

1.La notion de stress

L’utilisation du mot « stress » est devenue courante dans notre société contemporaine, se
manifestant dans des domaines variés allant des défis quotidiens aux préoccupations professionnelles
et de santé — je suis par exemple tres « stressé » a I’idée de rendre cette thése a temps ! Néanmoins, la
définition de ce concept est plus délicate, et, bien que souvent associée a sa composante psychologique,
le stress trouve ses racines dans les etudes de médecine et de physiologie (Robinson, 2018). Souvent
oubliés, les travaux de Claude Bernard ont grandement contribué au développement de la définition
du stress. Dés 1865, il introduit la notion de « milieu intérieur » et observe que le corps lutte en
permanence pour maintenir un équilibre interne. En 1929, Walter Cannon s’inspire de ces travaux en
formalisant le concept d’homéostasie, et en décrivant la réponse de combat ou de fuite (« fight or
flight ») comme mécanisme de restauration de I'équilibre en réaction aux menaces externes (Cannon,
1929b, 1929a). Par la suite, Hans Selye développe pour la premiere fois le concept de « stress » dans
le domaine biologique, méme si ce terme était déja utilisé dans le milieu de 1’ingénierie et de la
mécanique (Selye, 1936). Originellement, « Stress » est un terme anglais venant du latin stringere,
signifiant « étreindre, serrer, resserrer ou blesser », qui a par exemple donné naissance au mot
« détresse » en francais. Depuis le 20°™ siécle et les différentes recherches médicales portant sur le
stress, ce terme fait également son apparition dans le lexique frangais. Dans une série d’expériences
sur le rat, Selye remarque un ensemble de réponses non spécifiqgues communes provoquées par
I’exposition a un agent agressif, peu importe sa nature. Il décrit alors un «syndrome général
d’adaptation », plus tard renommé « réponse de stress », qui comprend successivement une phase
d’alarme, de résistance puis d’épuisement. Le stress est défini comme « I’état se traduisant par un
syndrome spécifique correspondant a tous les changements non spécifiques ainsi induits dans un
systéeme biologique », et les agents agressifs comme des « stresseurs » ou « agents stressants »
(stressors en anglais). Selye insiste sur le fait que le stress n’est pas nécessairement délétére en soi,
puisqu’il s’agit d’un mécanisme adaptatif, mais c’est plutot ’exces de stress qui modifie de fagon
durable I’organisme, menant a terme a un ensemble de troubles. I1 passera d’ailleurs une grande partie

de la suite de sa carricre a étudier les effets d’un stress chronique, quand Cannon, lui, se focalisera
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d’avantage sur le stress aigu (Robinson, 2018). A cette époque, 1’aspect psychologique du stress est
encore absent, seuls des agents physiques étant considérés comme des stresseurs. Il faudra pour cela
attendre les travaux de Lazarus et Folkman et leur modéle transactionnel qui introduit une dimension
psychologique substantielle, mettant en lumiére I'interaction entre I'individu et son environnement, en
particulier face a des stresseurs psychologiques (Lazarus, 1966; Lazarus and Folkman, 1984).
Contrairement a la vision biologique de Selye, qui envisage le stress comme une réponse non
specifique aux demandes environnementales (souvent sous une forme de « stimulus-réponse »), le
modele transactionnel souligne I’importance de I'évaluation cognitive des stresseurs et de la
disponibilité des ressources disponibles pour y faire face. Cette perspective accentue l'influence des
processus cognitifs et des stresseurs psychologiques dans la perception et la gestion du stress, offrant
ainsi une vue plus nuancée et individualisée du stress. Notons que, de la méme maniére que pour
1’évolution de la définition du PTSD, les différentes guerres du 20°™ siécle et leurs conséquences sur

les soldats ont grandement contribué a I’intérét porté a cette dimension psychologique.

Finalement, malgré I’ensemble de ces contributions le stress demeure un concept complexe a
définir, intrinsequement lié aux dimensions psychologiques, biologiques, et sociales de I'expérience
humaine (Stora, 2019). Cette complexite est accentuée par I'usage courant du terme, qui englobe a la
fois les stresseurs et les réponses de stress. Selye lui-méme déclarait que « tout le monde sait ce qu’est
le stress, mais personne ne le sait vraiment ». Les avancées en neurobiologie ont tout de méme permis
de dévoiler les différents médiateurs sous-jacents a la réponse de stress, notamment les réponses du
systéme nerveux autonome et du systéme neuroendocrinien comme nous 1’avons vu lors du premier
chapitre, mais également du systeme immunitaire (McEwen, 1998a; Lopez et al., 1999; Russell and
Lightman, 2019). Plus réecemment, les travaux de Bruce McEwen ont également contribué a cette
compréhension générale du stress, en introduisant les concepts d’allostasie et de charge (ou surcharge)
allostatigue (McEwen and Stellar, 1993; McEwen, 1998b; Karatsoreos and McEwen, 2011).
L'allostasie incarne la capacité du cerveau a maintenir un équilibre interne en ajustant les médiateurs
de la réponse de stress. Néanmoins, lorsque ces médiateurs sont sollicités de maniere excessive ou
prolongée, cela engendre une « charge allostatique ». Cette charge -allant parfois jusqu’a la surcharge-
représente le colt supporté par I'organisme lorsque ses mécanismes d'adaptation sont débordés. Cela
entraine alors des conséquences notables, allant des problémes cardiovasculaires a I'obésité, au diabéte
ou encore a I’apparition de certains troubles neuropsychiatriques (McEwen and Stellar, 1993; McEwen
and Akil, 2020). De maniére particulierement intéressante, McEwen souligne que le stress subi durant
la période de vie précoce peut avoir des répercussions d’autant plus significatives (Lupien et al., 2009).

A cette période critique, I'organisme, notamment le cerveau, est encore en développement et n’est donc
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pas encore préparé a répondre correctement a un stress. Cette sensibilité accrue peut alors entrainer
des altérations et des perturbations durables du développement, avec des implications potentiellement
persistantes tout au long de la vie. Cette perspective met ainsi en évidence l'importance d'étudier
I’impact des stress précoces sur le développement neurobiologique et leurs conséquences a long-terme

sur la santé mentale et physique.

2. Stress et programmation neurodéveloppementale

2.1 Développement et périodes critiques

Le concept de « période critique » se réfere a une phase spécifique du développement d'un
organisme pendant laquelle certaines expériences, influences, ou facteurs ont un impact significatif et
durable sur son développement ultérieur. Durant ces périodes critiques, les systemes biologiques sont
particulierement sensibles aux stimuli et aux expériences, ce qui signifie que des altérations ou des
perturbations survenant a ce moment-la peuvent avoir des conséquences importantes sur la structure,
la fonction, ou le comportement futurs de I'organisme. Ces périodes critiques sont souvent associées a
des moments clés du développement, comme la petite enfance, lI'adolescence, ou d'autres étapes
spécifiques de la vie. Par exemple, la petite enfance est souvent considérée comme une période critique
pour le développement linguistique, ou I'exposition a un langage riche et la pratique de la
communication peuvent avoir un impact durable sur les compétences linguistiques ultérieures. Il est
important de noter que le concept de période critique est spécifique a chaque aspect du développement.
Par conséquent, ce qui constitue une période critique peut varier en fonction de l'aspect du

développement en question, que ce soit la cognition, la linguistique, la motricité, ou d'autres domaines.

De maniere intéressante, la période de vie précoce est une phase cruciale du développement
cérébral, débutant des la formation du feetus in utero et se prolongeant jusqu'aux premieres années de
vie. Pendant cette période, le cerveau entame son processus de formation et de maturation, passant par
des étapes telles que la neurogeneése, la croissance dendritique et axonale, la stabilisation synaptique,
ou l'élagage synaptique, toutes pouvant étre influencées par des facteurs génétiques et
environnementaux (Huttenlocher and Dabholkar, 1997; Levitt, 2003) (Figure 14). Cette étape de
plasticité précoce du développement rend le cerveau extrémement réceptif a son environnement,
notamment lorsque celui-ci est défavorable. Le développement n’étant pas encore terminé, la réponse
a un stress durant cette période ne peut se faire de maniere optimale, et il a ainsi été montré que

I’exposition a une adversité précoce induit alors des modifications durables, voire permanentes, sur
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I’organisme, en comparaison aux effets plus transitoires d’un stress rencontré a 1’age adulte (Everson-
Rose et al., 2003; Provencal and Binder, 2015). Puisque les périodes critiques varient en fonction des
différentes structures et fonctions cérébrales, la vulnérabilité aux influences de I'environnement différe
selon la fonction en question (Meredith et al., 2012; Meredith, 2015). Par exemple, certaines
compétences comme les fonctions cognitives se développent beaucoup plus tardivement et selon un
calendrier beaucoup plus lent que les fonctions sensorielles ou motrices. Cette variation dans le temps
et I'étendue des périodes critiques/sensibles dépend donc largement du stade de développement et de

la compétence particuliere en question.
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Figure 14 Principales étapes du développement du systéme nerveux central chez le rat et '’humain
Le pic d’activité de chaque processus correspond aux zones plus larges des losanges. (Note : la neurogenése
adulte n’est pas représentée sur cette figure). Extrait de (Zeiss, 2021).

Ainsi, I'impact du stress sur le développement differe en fonction du moment et de la nature
specifique de la fenétre de plasticité. L’étude des facteurs pouvant influer sur ces différentes périodes
critiques, notamment au niveau des fonctions cérébrales, a donc suscité un grand intérét dans la
recherche, chez I’humain mais également avec des modéles animaux. Il convient cependant de noter

ici que, bien que les séquences de maturation du cerveau soient similaires, les échelles de temps varient
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considérablement d’une espéce a ’autre, soulignant une limite des études sur I’animal (Rice and

Barone, 2000; Zeiss, 2021) (Figure 14).

2.2 La programmation feetale & développementale

L’étude des conséquences a long-terme de I’exposition a différents facteurs environnementaux
stressants durant les périodes critiques prénatale et post-natale précoce a conduit a 1’élaboration de
divers modeles pour expliquer comment ces expositions précoces peuvent influencer la structure, la
fonction et le métabolisme de I'organisme de maniere durable. La théorie de la programmation feetale
et développementale, souvent associée au concept de « 1’Origine Développementale et Feetale de la
Santé et de la Maladie » ou DOHaD, est centrale dans ce domaine, suggérant que les réponses
adaptatives du feetus et du jeune enfant aux signaux environnementaux peuvent établir des bases
physiologiques et métaboliques qui persistent tout au long de la vie. Selon ce modele, les ajustements
initiaux faits en réponse a I'environnement prénatal et post-natal précoce peuvent, bien que bénéfiques
a court-terme, s'avérer maladaptatifs dans un environnement ultérieur différent, conduisant a une
susceptibilité accrue a diverses pathologies lors du développement mais aussi a 1’age adulte (Seckl and
Meaney, 2004). Ce modele vient a I’origine d’une série de trois études faites en Angleterre par David
Barker dans les années 1980 qui avait observé une corrélation inverse entre le poids a la naissance,
utilise comme indicateur de la qualit¢ du développement in utero, et la mortalit¢ d’origine
cardiovasculaire a 1’age adulte (Barker and Osmond, 1986; Barker et al., 1989, 1993). Ces decouvertes
épidemiologiques, qui ont donné lieu a « I’Hypothese de Barker », ont ensuite été amplifiées par une
multitude d'investigations. Ces derniéres ont non seulement consolidé le lien entre un environnement
précoce défavorable et la programmation du systeme cardiovasculaire, mais ont également mis en
lumiere des altérations durables au sein du systeme nerveux central et périphérique, du systéeme
endocrinien, ainsi que du systeme immunitaire (Réikkonen et al., 2011; Gollwitzer and Marsland,
2015; Coffman et al., 2022).

Durant les phases critiques du développement prénatal et post-natal précoce, divers facteurs
environnementaux déléteres peuvent exercer une influence significative sur la trajectoire de santé de
I'individu. Le stress, comme évoqué précédemment, est un élément perturbateur majeur -probablement
1’un des plus étudié-, capable de moduler la programmation feetale et infantile a travers notamment des
mécanismes hormonaux et épigénétiques (Pervanidou and Chrousos, 2018). Notons toutefois que
d'autres facteurs peuvent également avoir une influence négative. La malnutrition, par exemple, peut
entraver le développement optimal, engendrant des conséquences métaboliques et physiologiques

durables (Black et al., 2013; Forgie et al., 2020). L'exposition a des substances toxiques comme le
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tabac, I'alcool ou certains polluants environnementaux, ainsi que les infections maternelles durant la
grossesse, peuvent également perturber le développement feetal et infantile, notamment en affectant

I'environnement in utero et le systeme immunitaire de I'enfant.

3. Stress de vie précoce : focus sur le Stress Prénatal

3.1 Généralités

Les ¢épisodes de stress précoces englobent souvent les cas de maltraitance, qu’elle soit physique,
sexuelle ou émotionnelle, la séparation ou le décés d'un parent, les conditions de pauvreté ou encore
les situations d'insécurité. Ces expériences, en programmant durablement I'organisme, peuvent altérer
la structure et la fonction de divers réseaux cérébraux, influencant ainsi une multitude de
comportements émotionnels, sociaux et cognitifs. Ils contribuent notamment a une susceptibilité
accrue vis-a-vis de divers troubles neuropsychiatriques (Groger et al., 2016). Une abondante littérature
a corroboré la notion selon laquelle I'adversité vecue durant I'enfance constitue un facteur de risque
conséquent pour le développement et la persistance de pathologies telles que I'anxiété et la dépression
a I'age adulte (Famularo et al., 1992; Mullen et al., 1996; Kendler et al., 2004). La période prénatale
se distingue, étant donneé que le stress est vécu indirectement, au travers de I’interaction mére-feetus.
Ce stade developpemental, durant lequel les différents systémes neurobiologiques commencent a se
former, est particulierement sensible, et a été I'objet de nombreuses études, surtout en raison de la
prévalence notable des évenements stressants pendant la grossesse. L’on estime ainsi qu'entre 5 et 78%
des femmes enceintes, selon le pays, seront confrontées a au moins un événement stressant pendant
leur grossesse (Vijayaselvi et al., 2015; Lin et al., 2017). Ces épisodes stressants peuvent inclure entre
autres la maltraitance, la séparation, ou encore I'exposition a des conflits et situations de guerre. Plus
récemment, la pandémie de Covid-19 a été associée a des niveaux accrus de stress chez les femmes
enceintes (Zilver et al., 2021; Pope et al., 2022). Par extension, les épisodes de dépression et d'anxiété,
qui touchent environ 12 et 15% des femmes enceintes durant la grossesse, sont également souvent
classés parmi les expériences de stress prénatal (SP) (Marcus, 2009; van de Loo et al., 2018). Il est
crucial de souligner que le SP chez I'hnumain, mais également chez I’animal, est fréquemment associé
a des modifications des comportements maternels durant la période post-natale précoce et/ou a un
environnement stressant persistant pour I'enfant, illustrant ainsi une interdépendance marquée entre
ces deux périodes, ce qui rend parfois l'interprétation des données de la littérature assez complexe. Par

exemple, un niveau de stress élevé pendant la grossesse peut étre associé a une augmentation ou une
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diminution des comportements maternels a la naissance, compensant ou exacerbant respectivement les
effets du SP (Glover et al., 2009; Bergman et al., 2010).

Pour simuler les effets du stress maternel et étudier les anomalies chez la progéniture, plusieurs
modeles animaux ont été établis (Weinstock, 2016). La plupart utilise des rongeurs, exposant les meres
au stress pendant la derniere semaine de gestation (a partir de E14), bien que des périodes d'exposition
plus courtes ou plus précoces (1% ou 2°™ semaine de gestation) soient aussi utilisées (Mueller and
Bale, 2008). Le modéle le plus fréquent est le stress d’immobilisation par contention, avec des durées
allant de 20 a 90 minutes, et a des fréquences variées (1 a 3 fois par jour en général). D'autres modeles
incluent I'exposition au bruit, au froid, a la lumiere vive, aux chocs électriques, ou encore a la privation
de sommeil et/ou de nourriture. Une injection directe de corticostérone peut également servir & mimer
les effets d’un stress pendant la grossesse (Bingham et al., 2013). Enfin, certains protocoles utilisent
une combinaison de ces stress. Malgré des variations méthodologiques, ces modeles se basent en
géneral sur une exposition répétée a ces differents stresseurs. Une autre distinction se fait a la
naissance : certains modeles optent pour des adoptions croisees, permettant de limiter les effets du
comportement de la mére stressée, quand d’autres se placent dans des conditions plus écologiques en

gardant les mémes meres.

3.2 Modifications neurobiologiques liées au stress prénatal

En combinant les études sur I’humain et sur I’animal, de nombreuses altérations neurobiologiques
conséquentes d’un SP ont pu étre révélées. Bien que les résultats des études fluctuent selon la nature

du stress utilisé, sa fréquence, et le sexe, certaines similitudes ont été identifiées.

L’une des principales conséquences du SP concerne la dérégulation de la réponse de stress. En
particulier I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HHS) présente une réponse anormalement
élevée en réponse a stress. Par ailleurs, cette réponse est maintenue plus longtemps dans le temps,
reflétant une diminution du rétrocontrle négatif (Henry et al., 1994; Valle et al., 1997). Une
diminution des récepteurs aux glucocorticoides dans I’hippocampe a également pu étre mise en
évidence (Koehl et al., 1999). Ces changements dans I'axe HHS perdurent jusqu'a I'dge adulte,
contribuant ainsi a une susceptibilité accrue aux troubles de I'humeur et de I'anxiété (Kapoor et al.,
2008; Harris and Seckl, 2011). Des modifications dans les systémes de neurotransmission, notamment
les systemes sérotoninergique, dopaminergique et noradrénergique, qui sont cruciaux pour la
régulation de I'numeur et du comportement ont également été rapportées (Berger et al., 2002; Roshan-
Milani et al., 2021).
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Sur le plan morphologique et fonctionnel, des anomalies notables, en particulier dans les régions
limbiques, ont été révélées. Ces effets résultent majoritairement de la neurotoxicité engendrée par une
exposition excessive aux glucocorticoides. On note spécifiquement une réduction globale du volume
et de la connectivité de I’hippocampe a la fois chez ’humain et dans les modéles animaux, couplée a
un déficit d’activité et de potentialisation a long-terme (Uno et al., 1994; Qiu et al., 2013; Scheinost
et al., 2020). Au niveau cellulaire, le SP est également associé & une diminution de la neurogenése, y
compris a 1’age adulte, comme nous le verrons. Le cortex préfrontal, quant a lui, manifeste une
diminution de volume, souvent associée a une hypomyélinisation (Mareckova et al., 2019). En
contraste, le SP conduit & une atrophie de tous les noyaux de 1’amygdale, a 1’exception du noyau latéral
qui présente une hypertrophie ainsi qu’une connectivité fonctionnelle altérée (Rifkin-Graboi et al.,
2013; Scheinost et al., 2016). 1l semble donc que les différents noyaux amygdaliens suivent des
trajectoires de développement differentes a la suite d’un PS, rendant leur étude d’autant plus complexe
(Salm et al., 2004).

3.3 Modifications comportementales liées au stress prénatal

En conséquence, ou en paralléle, des modifications neurobiologiques, le SP est a 1’origine de

modifications comportementales, atteignant notamment les dimensions cognitives et émotionnelles.

Chez I’humain, un stress maternel pendant la grossesse a été li¢ a un risque accru de développer
des troubles du comportement, des troubles anxieux, un trouble du déficit de D’attention avec
hyperactivité, de la schizophrénie ou encore des troubles autistiques (Walder et al., 2014; Hamada and
Matthews, 2019). Un retard du développement du langage, de 1’apprentissage moteur ou encore une
augmentation de I’impulsivité ont également été décrits (Brouwers et al., 2001; Laplante et al., 2004).
Par ailleurs, des niveaux de cortisol élevés dans le sérum de femmes enceintes a été corrélé avec une
diminution du quotient intellectuel chez I’enfant (LeWinn et al., 2009), ainsi qu’une augmentation des
troubles anxieux (Davis and Sandman, 2012). Comme évoqué précédemment, le SP induit également
une augmentation a long-terme de I’incidence de nombreuses pathologies a 1’age adulte, dont la
dépression, venant compléter ce tableau clinique complexe (Van den Bergh et al., 2005; Pearson et
al., 2013; Graignic-philippe et al., 2014). Il est important de souligner que I'émergence de ces troubles
semble étre influencée par plusieurs facteurs, notamment le timing du stress. Spécifiquement, un SP
survenant durant les deux premiers trimestres de la gestation semble avoir un impact plus prononcé
compareé au troisieme trimestre. Par exemple, une baisse du quotient intellectuel et des compétences
verbales a été observée suite a un SP durant les deux premiers trimestres, mais pas durant le troisieme

(Laplante et al., 2004), tandis que des capacités mnésiques réduites ont été notées chez I'enfant
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uniquement si le SP s'est manifesté durant les quatre premiers mois de gestation (Gutteling et al.,
2006).

Les études sur les modeles animaux ont souvent corroboré ces découvertes. Le SP est d’ailleurs
souvent utilise comme modéle de deépression ou de schizophrénie, di aux similitudes
comportementales et neurobiologiques observées entre les animaux soumis a un stress prénatal et les
symptomes cliniques manifestés dans ces troubles psychiatriques (Pallarés and Antonelli, 2017). Un
SP chez le macaque rhésus provoque une escalade des troubles émotionnels, associée a une réduction
du volume et de la neurogenese dans I'hippocampe, que le stress survienne en début ou en fin de
gestation (Coe et al., 2003). Chez les rongeurs, le SP engendre une multitude d'effets durables a I'age
adulte, incluant une hausse des comportements anxieux et dépressifs, une augmentation de la
motivation et/ou de la sensibilité aux substances addictives, un déreglement du rythme circadien, ainsi
que diverses altérations cognitives, comme un retard dans l'apprentissage spatial, un déficit dans la
consolidation de la mémoire de peur ou des déficits dans la mémoire de travail (Valle et al., 1997;
Koehl et al., 1999, 2001; Lemaire et al., 2000; Morley-Fletcher et al., 2003; Kapoor et al., 2009;
Mairesse et al., 2013; Gur et al., 2017).

3.4 Mécanismes de programmation par le stress prénatal

Les mécanismes par lesquels la mere enceinte transmet les effets du stress au feetus demeurent
sujet a débat. Plusieurs mécanismes coexistent, le principal reposant sur une transmission accrue des
glucocorticoides (GC) de la mére au feetus via le placenta. Durant la grossesse, la concentration en GC
est naturellement élevée, contribuant a la croissance et au développement normal du feetus. La relation
entre GC maternel et GC feetal n’est cependant pas linéaire, puisqu’une enzyme du placenta, la 11p-
HSD2 (11 B -hydroxystéroide déhydrogénase de type 2) est responsable de 1’inactivation d’une partie
de ces GC. Dans le cadre du SP, il a été noté une diminution de I’expression et de 1’activité de cette
enzyme suite a une trop forte activité de 1’axe corticotrope maternel (Welberg et al., 2000; Mairesse
et al., 2007). En résulte alors une concentration accrue de GC maternels qui sont transmis au feetus,
affectant son développement via des mécanismes neurotoxiques et programmant son axe HHS

notamment par des mécanismes épigénétiques (Bock et al., 2015; Krontira et al., 2020).

Le SP exerce également un effet vasoconstricteur sur le placenta, principalement via l'activation
du systeme nerveux sympathique maternel lors de la réaction au stress. Cette vasoconstriction peut
entrainer une réduction de I'apport en nutriments et en oxygene au feetus, pouvant induire un retard de
croissance intra-utérin avec des répercussions a long-terme sur I'organisme (Teixeira et al., 1999;
Bronson and Bale, 2016; Pallarés and Antonelli, 2017).
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Enfin, comme exposé précédemment, l'environnement post-natal précoce est souvent lié a
I'environnement prénatal, et le comportement maternel peut soit amplifier les effets néfastes du SP,
soit les atténuer. Il a ainsi été montré chez le rongeur que le stress durant la gestation altere les
comportements dirigés vers les petits (Belnoue et al., 2016) et que I'adoption par une mere non stressée
a la naissance, ou inversement, une réduction des soins maternels, peuvent respectivement prévenir
(Maccari et al., 1995) ou accentuer (Liu et al., 2000) certaines des altérations associées au SP, avec a
nouveau une importance prépondérante de la programmation épigénétique (Fish et al., 2004;
Champagne, 2008).

4. Stress Prénatal, Neurogenese Hippocampique Adulte
et PTSD

En résumé de la section precédente, le SP engendre une gamme étendue d'altérations
neurobiologiques persistantes jusqu'a I'dge adulte. Ces changements sont complexifiés par une
multitude de facteurs et de variables confondants, qui n‘ont pas tous été examinés en profondeur ici
pour des raisons de simplification. Si chez I’humain, il est clair que le SP induit une vulnérabilité a
développer des troubles neuropsychiatriques a 1’age adulte, les mécanismes précis de cette
vulnérabilité demeurent en grande partie inexplorés. L'usage de modeles animaux offre une
opportunité d'explorer ces mécanismes, au niveau cellulaire et moléculaire, pour identifier des cibles

thérapeutiques spécifiques aux pathologies exprimees.

Dans le cadre de ces travaux de these, nous nous sommes penchés plus particulierement sur I’étude
de cette vulnérabilité par le prisme d’une pathologie précise qui est le PTSD. En effet, si environ 70%
de la population mondiale est exposé a au moins un évenement traumatique au cours de sa vie, seuls 6
a 10% des individus vont développer un PTSD par la suite (Benjet et al., 2016; Kessler et al., 2017;
Koenen et al., 2017). Des facteurs pré-traumatiques, traumatiques et post-traumatiques ont été
identifiés pour expliquer ces différences de prévalence. De maniére intéressante, 1’exposition a un
stress ou un trauma durant la période de vie précoce est I’un des facteurs pré-traumatiques les plus
prédictifs de I’apparition du PTSD (Daskalakis et al., 2013b). Contrairement aux études sur le stress
post-natal précoce, les études sur la mémoire de peur apres un stress prénatal demeurent relativement
limitées. Le résultat le plus couramment retrouvé est un déficit d’extinction des réponses de peur
(Green et al., 2011; Wilson et al., 2013), écho manifeste de la physiopathologie du PTSD. Les données

quant a I'effet du SP sur la mémoire contextuelle sont contradictoires : certaines études ne révelent
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aucun impact (Wilson et al., 2013), tandis que d'autres signalent une augmentation de la réponse de
peur post-conditionnement (Griffin et al., 2003; Louvart et al., 2005). De maniere similaire, des
divergences subsistent concernant la mémoire de peur post-conditionnement indicé, avec des résultats
pointant soit vers une diminution de cette réponse (Lee et al., 2011), soit vers une augmentation (Sadler
et al., 2011). En parallele a cette augmentation de la réponse conditionnée, une hyperactivité de
I’amygdale ainsi qu’une hypoactivité de I’hippocampe dorsal et du cortex préfrontal ont été notées,
s’alignant également avec les altérations liées au PTSD. Enfin, il est a noter que ces études révélent
souvent un effet du SP uniquement lorsque les animaux sont soumis a un autre stress a 1’age adulte
avant le conditionnement (Green et al., 2011; Chavez et al., 2021), une observation en accord avec le
modele du stress cumulatif ou « diathese-stress » modele qui postule que si I'accumulation de facteurs
de stress au cours de la vie dépasse un certain seuil, le développement d'une psychopathologie est
favorisé chez les individus a risque (McEwen, 1998b; Daskalakis et al., 2013a). Ces études tendent a
supporter une implication du SP dans la vulnérabilité au PTSD, méme si, a nouveau, tous ces
paradigmes reposent sur des conditionnements classiques, ne capturant pas entierement I'essence de la
mémoire traumatique propre au PTSD. Il demeure essentiel d'approfondir ces investigations en
intégrant des modéles expérimentaux plus fideles a la nature de la mémoire traumatique, afin de

dévoiler les interactions complexes entre le stress prénatal et la prédisposition au PTSD.

Si le lien entre SP et vulnérabilité au PTSD semble maintenant évident, 1’identification de
mécanisme sous-jacent 1’est moins. Comme nous 1’avons évoqué lors du second chapitre de cette
introduction, les neurones générés a 1’age adulte (N-adu) tout au long de la vie dans I’hippocampe
pourraient jouer un role déterminant dans la formation d’une mémoire pathologique aprés un
événement traumatique, bien que cette hypothése nécessite encore une validation expérimentale. De
maniere remarquable, le SP a également un effet sur la neurogenese hippocampique adulte,
probablement li¢ a la suractivité chronique de I’axe HHS. En s’appuyant sur des modeéles animaux de
SP, des perturbations a différentes étapes de la neurogenése adulte ont été identifiées. Le SP conduit
ainsi majoritairement a une diminution de la prolifération cellulaire, réduisant le nombre de nouveaux
neurones dans le gyrus denté, un effet observée chez le primate (Coe et al., 2003), le rat (Lemaire et
al., 2000; Mandyam et al., 2008; Lin and Wang, 2014) et la souris (Belnoue et al., 2013). De facon
moins systématique que pour la prolifération, une baisse de la survie (Zuena et al., 2008) et de la
maturation des N-adu (Leslie et al., 2011; Tamuraet al., 2011) a également été notée post-SP, incluant
notamment une réduction de l'arborisation et du nombre d'épines dendritiques. En conséquence a ces
altérations de la neurogeneése adulte, et comme évoqué précédemment, certaines fonctions sous-

tendues par les N-adu sont également affectées par le SP, ce qui se manifeste par une augmentation
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des comportements anxieux ou encore une altération de la mémoire spatiale, bien qu’un lien causal
doive encore étre établi.

Au regard des éléments évoqués, les diverses facettes du probléme semblent progressivement se
joindre, rendant plausible I'idée que les neurones générés a I'age adulte puissent constituer un substrat
pertinent pouvant expliquer la vulnérabilité comportementale induite par le stress prénatal. Les
perturbations de la neurogenése hippocampique adulte, provoquées par le SP, semblent indiquer une
diminution de la plasticité neuronale et une inclination vers des réponses au stress inadéquates. Ces
modifications neurobiologiques pourraient, en conséquence, jouer un réle dans l'augmentation de la
vulnérabilité au PTSD en influencant la formation d'une mémoire de peur pathologique également
mal adaptée, suite a un événement traumatique. Bien entendu, ces postulats demeurent, a ce stade,
hypothétiques...
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OBIJECTIFS



Mise en contexte

Le Trouble de Stress Post-Traumatique (PTSD) se caractérise par une altération paradoxale de la
mémoire associée a 1’événement traumatique. Les patients atteints de cette pathologie présentent a la
fois une hypermnésie pour des stimuli sensoriels et/ou émotionnels présents au moment du trauma, et
une amnésie pour les éléments contextuels de cet événement. Du fait de I’impossibilité de modéliser
expérimentalement cette mémoire, il a longtemps ¢été difficile d’identifier des substrats
neurobiologiques qui pourraient étre impliqués dans la formation et/ou la prévention de cette mémoire
traumatique. Récemment, un paradigme expérimental a été développé, permettant de modéliser et de
tester les deux facettes de la mémoire traumatique (Kaouane et al., 2012). Ce paradigme repose sur un
conditionnement de peur couplé a une injection de glucocorticoides, permettant d’induire, chez la
souris, une mémoire de peur semblable a celle que 1’on retrouve dans le PTSD. Il a été proposé, et
experimentalement montré en utilisant ce modéle (Al Abed et al., 2020), que I’amnésie contextuelle

est causalement impliquée dans 1’apparition de I’hypermnésie émotionnelle.

Les neurones générés a 1’dge adulte dans I’hippocampe (N-adu) représentent une forme de
plasticité unique pour la modulation et I'adaptation des réponses émotionnelles et cognitives face aux
experiences nouvelles et aux environnements changeants. Ces N-adu sont impliques dans certaines
fonctions hippocampiques, notamment dans les processus de désambiguisation de souvenirs qui
partagent de nombreuses similitudes mais restent distincts (séparation de pattern), dans la mémoire

contextuelle -au moins en partie-, ou encore dans la régulation émotionnelle face a un stress.

Certains facteurs environnementaux, tels que le stress prénatal (SP), régulent négativement la
neurogeneése hippocampique adulte. De maniére intéressante, 1’exposition a des épisodes de stress ou
de trauma durant les stades de vie précoce, comme dans le cas du SP, constitue également un facteur
de risque au développement du PTSD a la suite d’un événement traumatique a I’age adulte. A nouveau,
au vu des limitations techniques, il était jusqu’a récemment impossible de tester I’implication de tels

facteurs sur la vulnérabilité a développer une mémoire traumatique pathologique.
Objectif 1

Au vu des roles fonctionnels établis des N-adu, nous avons tout d’abord émis 1’hypothése qu’ils
pourraient étre un acteur clé dans la formation de la mémoire de peur a la suite d’un événement
traumatique. Notre premier objectif a donc été de démontrer I’implication fonctionnelle des N-adu

dans la mémoire de peur de type PTSD. Nous avons pour cela utilisé le paradigme de
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conditionnement décrit précédemment. L’implication fonctionnelle des N-adu a été testée par une
approche optogénétique, permettant d’activer ou d’inhiber spécifiquement ces neurones au moment du
conditionnement, puis d’en évaluer les conséquences sur le type de mémoire de peur formée (i.e.
normal vs. pathologique). Les résultats et la discussion de cette étude seront présentés sous forme d’un
article en préparation (Kaci et al., in prep), dans le Chapitre | « Les neurones granulaires générés a

I’age adulte sont impliqués dans la formation de la mémoire traumatique ».
Objectif 2

Bien que le stress prénatal (SP) soit lié a une diminution de la neurogenése hippocampique adulte,
son incidence sur la séparation de pattern, une fonction significativement influencée par les neurones
génerés a l'age adulte (N-adu) et qui pourrait jouer un role dans I'émergence du PTSD, n'avait pas
encore eté explorée. Notre second objectif consistait donc a évaluer I'effet du stress prénatal sur les
aptitudes de séparation de pattern. Afin d'examiner cette relation, nous avons soumis des souris,
ayant subi ou non un SP, a deux tests comportementaux reflétant les capacités de séparation de pattern.
Le premier test était une tache de séparation metrique, ou les souris étaient amenées a discerner des
modifications dans la disposition spatiale de deux objets, en lI'occurrence, elles devaient identifier les
variations dans la distance séparant ces deux objets. Le second test impliquait une tache de
discrimination contextuelle post conditionnement de peur. Dans ce test, les souris ont été conditionnées
dans un contexte, puis leur mémoire a été testée dans le méme contexte, dans un contexte similaire, et
dans un contexte nettement distinct. Les résultats et la discussion de cette étude seront présentés sous
forme d’un article, publié en préprint sur bioRxiv (Rajendran et al., 2022) dans le Chapitre 1l « Le

stress prénatal programme les capacités de séparation de pattern chez la souris ».
Objectif 3

Les conclusions tirées de nos deux premiers objectifs suggérent 1) une implication des N-adu dans
la mémoire traumatique, et 2) un impact du stress prénatal (SP) sur les capacités de séparation de
pattern. En mettant ces résultats en perspective avec les données plus générales de la littérature, notre
troisieme objectif a consisté a examiner I'effet du stress prénatal sur la vulnérabilité a développer
une mémoire de type PTSD, et déterminer le réle potentiel des N-adu dans ce phénotype. Pour
cela, nous avons exposé des souris, ayant subi ou non un SP, a une version adaptée du paradigme
destiné a évaluer la formation d'une mémoire de type PTSD. Plus précisément, les souris ont été

soumises a un stress aigu a I'age adulte avant le conditionnement de peur, et leur mémoire relative a
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ce conditionnement a été évaluée de maniere similaire aux expérimentations précédentes. Par la suite,
nous avons employé une approche optogénétique pour activer spécifiquement les N-adu lors du
conditionnement, dans le but d'examiner si cette activation pouvait prévenir le phénotype induit par le
SP. Les résultats et la discussion de cette étude seront présentés sous forme d’un article en préparation
(Kaci et al., in prep), dans le Chapitre Il « La stimulation optogénétique des neurones hippocampiques
nés a I’dge adulte prévient le développement d’une mémoire de type PTSD induite par le stress
prénatal ».
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I. Les Neurones Granulaires Générés A L’age
Adulte Sont Impliqués Dans La Formation De

La Mémoire Traumatique
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Résumé Général

Points clés :

e L’inhibition de I’activité des neurones granulaires hippocampiques agés de 6 semaines génere

un profil mnésique évocateur des troubles mnésiques qui caractérisent le syndrome de stress

post-traumatique (PTSD), a savoir une hypermnésie pour des éléments saillants non prédictifs

de I’événement traumatique et une amnésie du contexte précis associé au trauma.

e A I’opposé, la stimulation de I’activité de ces mémes neurones prévient la formation et

I’expression d’'une mémoire de peur traumatique semblable a celle observée dans le PTSD.

e (es résultats placent la neurogénese adulte au cceur des mécanismes physiopathologiques

associés au PTSD.
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Abstract

Memory disturbances are a hallmark in individuals with PTSD, manifesting as both hypermnesia for salient
sensory or emotional cues not directly tied to the trauma, and amnesia for the surrounding context. Although
a wealth of preclinical research on PTSD has often approached this disorder through classical fear conditioning
paradigms, largely under the hypothesis that PTSD results from a hypermnesic memory, a relatively sparse
number of studies have dissected the mechanisms underlying both facets of pathological memory. Similarly,
while adult neurogenesis has been postulated to contribute to trauma generalization in PTSD using comparable
task frameworks, their role in the pathophysiology of traumatic memory has never been investigated. This led
us to investigate the involvement of adult-born neurons in PTSD-like memory. By using optogenetic approaches
to manipulate the activity of adult-born neurons combined with a unique behavioral model that recapitulates
both sensory hypermnesia and contextual amnesia, we have shown (1) that inhibiting adult born neurons (abNs)
activity promotes the development of a traumatic memory under basal conditions where animals should
develop a normal adaptive fear memory, and (2) that activating these neurons prevents the development of a
PTSD-like memory. This study delineates for the first time a functional role of adult-born neurons in modulating

traumatic PTSD-like memory in mice.

Key words: mice, fear memory, PTSD, neurogenesis, optogenetics
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Introduction

Posttraumatic stress disorder (PTSD) is a neuropsychiatric condition that can develop after exposure to a
traumatic event, such as war, natural disaster, assault or sexual abuse (American Psychiatric Association, 2013).
It is estimated that 70% of the population will be exposed to a traumatic event at least once in their life, among
which around 10% will develop a PTSD (Kilpatrick et al., 2013; Atwoli et al., 2015; Benjet et al., 2016). Given the
significant lifetime prevalence of PTSD in the population -approximately 8%-, it is crucial to improve our
understanding of the neurobiological underpinnings of this pathology. In particular, PTSD has been associated
with unique memory disturbances, with patients exhibiting in general both an involuntary emotional
hypermnesia and a declarative amnesia for the context surrounding the traumatic event (Brewin et al., 1996;
Brewin and Burgess, 2014; Desmedt et al., 2015). Based on experimental and clinical data gathered in animal
and human study, theoretical models of PTSD often relate that intrusive symptoms, one of the hallmark and
most persistent symptom in PTSD patients, emerge as a consequence of weak contextual integration of the
traumatic event (Rubin et al., 2004; Meyer et al., 2017; Sierk et al., 2019; Al Abed et al., 2020). More precisely,
by lacking spatio-temporal bounding, the traumatic memory (i.e., vivid sensorial and emotional images) would
be partially and unvoluntary reactivated by internal states or external cues not necessarily related to the trauma
itself, ultimately culminating in fear responses in inappropriate contexts (Brewin and Holmes, 2003; Desmedt
etal., 2015). In line with this, and confirming this hypothesis, trauma decontextualization was recently found to

be causally involved in PTSD-like memory (Al Abed et al., 2020).

The hippocampus, known for its pivotal role in contextual memory encoding and retrieval, has been the subject
of extensive research in PTSD. Structural alterations (Wang et al., 2010; Hayes et al., 2017) and functional
changes (Bremner et al., 2003; Shin and Liberzon, 2010) within the hippocampus have been described in
individuals with PTSD, highlighting its potential involvement in the pathophysiology of this disorder.
Remarkably, the hippocampus stands out as one of the few brain structures displaying plasticity throughout
adulthood, through adult hippocampal neurogenesis (Abrous et al., 2005, 2021). Adult-born neurons (abNs)
generated in the dentate gyrus throughout life support many hippocampal-dependent functions highly relevant
in the context of PTSD, such as contextual memory encoding and retrieval (Drew et al., 2010; Huckleberry et
al., 2018), pattern separation (Dupret et al., 2008; Clelland et al., 2009; Tronel et al., 2012), cognitive flexibility
(Dupret et al., 2008; Burghardt et al., 2012) and mood regulation (Santarelli et al., 2003; Revest et al., 2009).

Altogether, given their crucial involvement in these functions, especially contextual processing, abNs emerge
as potential major actors in the etiology of PTSD-associated memory impairments (Kheirbek et al., 2012; Drew
and Huckleberry, 2017). However, although numerous studies have explored the function of abNs in the context
of normal, adaptive fear memory, employing classical tasks such as contextual fear conditioning, none have yet

fully elucidated their role in the formation of this pathological PTSD-like memory. To shed light on their

107



involvement, we hypothesized that inhibition of abNs’ activity would lead to abnormal PTSD-like fear memory,
while stimulation of their activity would prevent the development of this abnormal memory. To test this
hypothesis, we used an optogenetic approach to specifically inhibit or activate abNs during fear conditioning in
a mouse model that mimics the paradoxical memory alteration found in PTSD patients (Kaouane et al., 2012).
This model not only recapitulates both features of PTSD-like memory, i.e. co-expression of a weak memory for
the traumatic context and abnormal strong reaction to salient neutral cues present during the traumatic event,

but it also enables a direct comparison between normal and PTSD-like fear memory.

Our results show that inhibiting or activating abNs induces or prevents PTSD-like memory formation,

respectively, demonstrating the fundamental implication of these cells in the core symptom of PTSD pathology.
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Materials and methods

Animals

Atotal number of n=142, 4-5 months old male C57BL/6J mice was used (Janvier Laboratories, France). The study
consisted in four separated experiments: Experiment 1 (n=31) tested the effects of abNs’ inhibition on normal
fear memory, Experiment 2 (n=29) tested the effects of corticosterone post-conditioning on fear memory,
Experiment 3 (n=43) tested the effects of abNs’ activation on PTSD-like memory, and Experiment 4 (n=39)
controlled both the effects of abN’s activation and light exposure in normal fear memory. Mice were group-
housed (5-6 mice per cage) under a 12h light/dark cycle (lights on at 8:00) in a temperature-controlled room
with ad libitum access to food and water. All experiments took place during the light phase. To control for
hierarchical status and to ensure appropriate acclimatization to this new housing condition, mice were
individually housed two weeks before fear conditioning. Every effort was made to minimize stress and suffering
of the animals, and all experimental procedures adhered to the guidelines of the European Union (2010/63/UE)

and were approved by the ethical committee of the University of Bordeaux (#21726).
Retroviruses

The murine Moloney leukaemia virus-based retroviral vector CAG-GFP (rv-CAG-GFP) has been described
previously (Lemaire et al., 2012) and is a gift from Prof. F. H. Gage (Salk Institute, La Jolla, CA). The retroviruses
expressing the optogene Archaerhodopsin-3 (rv-Arch-GFP, for inhibition) and Channelrhodopsin-2 (rv-ChR2-
eGFP, for activation) were kind gifts from Dr Shaoyu Ge (Gu et al., 2012). High titers of retroviruses (between 2
x 108 and 2 x 109 T.U./mL) were prepared with a human 293-derived retroviral packaging cell line (293GPG)
(Ory et al., 1996) kindly provided by Dr Dieter Chichung Lie. Virus-containing supernatant was harvested three
days after transfection with Lipofectamine 2000 (Invitrogen). This supernatant was then cleared from cell debris
by centrifugation at 2191 g for 15 min and filtered through a 0.45 um filter (Merck Millipore). Viruses were
concentrated by two rounds of centrifugation (respectively 46000 g and 66937 g) for 2 h and resuspended in
PBS.

Surgery

For experiments 1, 3 and 4, a two-step stereotaxic surgery was performed to enable optogenetic control of
abNs in mice. Prior to surgery, mice were anesthetized using 5% isoflurane in induction boxes and then
maintained under 2% isoflurane in the stereotaxic frame. Subcutaneous injections of Metacam (5mg/kg) and a
mixture (0.1mL per mouse) of Lidor (7mg/kg), Bupivacaine (8mg/kg,) and NaCl (0.9%) were administered for
analgesia and local anesthesia, respectively. In the first step of the surgery bilateral injections of rv-Arch-GFP
(Experiment 1), rv-ChR2-eGFP (Experiments 3 and 4) or rv-CAG-GFP (Experiment 4) were conducted into the

dentate gyrus (coordinates from bregma: -2.0 mm posterior, £1.8 mm lateral, -2.2 mm ventral). Injections were
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carried out using a glass micropipette connected to a Hamilton syringe placed into a micro injector (KDS legato
130) (1.5 plL per injection at 0.25 plL/min). Micropipette was left for an additional 5 minutes at the end to allow
for proper diffusion of the virus. Following these injections, the second step consisted in optic fibers
implantation. Two anchor screws were fixed (one in the anterior area and one in the posterior area). Two home-
made optic fibers implants (length: 3mm, diameter: 200 um, numerical aperture: 0.39, flat tip, Thorlabs) (Sparta
et al., 2012) were then lowered above the injection sites (coordinates from bregma: -2.0 mm posterior, +1.8
mm lateral, -1.8 mm ventral). Super-Bond dental cement was applied to secure the implants to the skull, and
additional stitches were made, if necessary, when the cement dried. Following their return to their home cage,
mice received post-operative care and were closely monitored daily for a minimum of 3 days after the surgery.
After post-mortem controls, only mice with proper viral infection and correct placement of fibers were included

in the study.
Testing adaptive vs maladaptive PTSD-like fear memory

To induce PTSD-like memory impairments in mice and enable a comparison with normal fear memory, we
employed a model established by Kaouane et al. (Kaouane et al., 2012). This model involves an unpaired tone-
shock fear conditioning paradigm, wherein optogenetic inhibition (Experiment 1) or activation (Experiments 3
and 4) of abNs was performed to assess the subsequent effects on fear memory development. In this paradigm,
unpairing the tone and the shock promotes association towards the context (Calandreau et al., 2005; Kaouane
et al,, 2012). As a result, only the context, and not the tone, even though salient, serves as the predictor of the
shock. An adaptive fear memory is evidenced by highly conditioned fear upon re-exposure to the conditioning
context (context test) and no conditioned fear during re-exposure to the irrelevant tone cue in a safe context
(tone test). In contrast, maladaptive PTSD-like memory is characterized by an abnormally high fear response to
the irrelevant tone (cue-based emotional hypermnesia) alongside decreased conditioned fear to the

conditioning context (contextual amnesia).

For experiments 1, 3 and 4, mice were fear conditioned 6 weeks after surgery in order to target abNs of this
specific age. This age was chosen based on existing literature supporting their crucial role in contextual memory
at this developmental stage (Denny et al., 2012). All mice underwent a 3-day daily handling session (~4-5
minutes per mouse per session) to habituate them to the experimenter and to being connected to the optic

fiber patch cords (diameter 200um, Thorlabs).

On day O (pre-exposure to the safe context), mice were individually connected to the fibers coupled with a
rotary joint to allow free moving, without any light stimulation and pre-exposed for 4 minutes to an opaque
PVC box (30 x 24 x 22 cm) with an opaque PVC floor, serving as the safe context (10 lux, wiped with 1% acetic

acid between each session).
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On day 1 (fear conditioning), mice were again individually connected to the fibers and placed into a transparent
Plexiglas conditioning chamber (30 x 24 x 22 cm) with a grid floor linked to a shock generator and contextual
cues in the room, serving as the conditioning context (110 lux, wiped with 70% ethanol between each session).
Acquisition of fear was achieved through a 3.52 minutes protocol during which each animal received two
electric footshocks (0.4 mA squared signal, 50 Hz, 1 s) and were presented with two tone deliveries that never
co-occurred with the footshocks (70 dB, 1 kHz, 15 s). More precisely, 100 s after being placed in the box, animals
received a shock, followed by a 20 s interval before the first tone presentation. Then, after a 30 s interval the
same tone was presented again. A 30 s delay preceded the second shock, and 20 s after, animals were returned
to their home cage. Throughout the entire procedure, mice were subjected to either light stimulation or no
light stimulation. Specifically, abNs inhibition (Experiments 1) or activation (Experiments 3-4) was obtained
through continuous light delivery or pulse stimulation (20 Hz, 15 ms pulse duration), respectively. Light was
delivered through a LED system (PlexBright®, Plexon) that covers a large spectrum of wavelength to allow both
inhibition at 566nm and activation at 470nm. Power was adjusted individually for each mouse to ensure an
approximate delivery of ~5.5 mW in the brain. Immediately after conditioning, mice received a systemic
injection of either Corticosterone (Cort) to induce the formation of PTSD-like memory, or Vehicule (Veh)

solution to induce the formation of an adaptive, normal fear memory.

On day 2 (memory retention tests), 24 hours after conditioning, fear memory was evaluated in two different
tests, that both lasted for 6 minutes, during which animals were connected to the fibers without any light
stimulation, and continuously recorded for off-line scoring of freezing behavior. These tests were separated by
a 2 hours interval spent in the homecage. Freezing was used as a proxy for conditioned fear response and
defined as the absence of movement except for respiratory-related movements. Second-by-second scoring was
done in 3 blocks of 2 minutes for each test by an observer blind to the experimental groups. During the first
memory test (Tone Test), mice were re-exposed to the safe context for 6 minutes, comprising a 2-minute block
before tone presentation, a 2-minute block with tone presentation, and a final 2-minute block after tone
presentation. Conditioned response to the tone is expressed by the percentage of freezing during the tone
presentation compared to the levels of freezing expressed before and after tone presentation. The strength
and specificity of this conditioned fear are attested by a ratio that considers the percentage of freezing increase
in response to the tone with respect to a baseline freezing level (mean of pre- and post-tone periods). Indeed,
a strong and specific conditioned fear to the discrete tone CS implies a lower level of freezing when the shock
is not expected (i.e., 2min before and 2min after the tone presentation) compared to the freezing level
expressed during the tone presentation (high ratio value). The tone ratio is calculated as follows: [% freezing
during tone presentation- (% pre-tone period freezing+% post-tone period freezing)/2]/[% freezing during tone
presentation+ (% pre-tone period freezing+% post-tone period freezing)/2]. Two hours later, mice were re-

exposed to the conditioning context (Context Test) for 6 minutes. Percentage of freezing to the context was
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calculated for every block of 2 minutes. Only the first block is representative of difference between mice that
were conditioned to the context and mice that are not, and the following two blocks are presented to assess a

gradual extinction of the fear responses in the absence of shock.
Systemic injection of corticosterone

Immediately after fear conditioning, mice received intraperitoneal injection of either Corticosterone (Cort) (3.5
mg/kg in a volume of 0.1 ml/10g bodyweight) using a water-soluble complex of corticosterone and 2-
hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Sigma-Aldrich) diluted in 0.9% NaCl, or Vehicle (Veh) via 2-hydroxypropyl-B-
cyclodextrin (3.5 mg/kg in a volume of 0.1 ml/10g bodyweight) diluted in 0.9% NaCl. After the injection, animals

were returned to their home cage and left undisturbed until the following day.
PTSD score calculation

A Z-score representing the intensity of PTSD-like memory symptoms, and integrating both the contextual and
the cued responses, was calculated for each mouse. Z-scores indicate how many standard deviations (o) an
observation (X) is above or below the mean of a control group (u) and is calculated as follows: Z = (X-u)/ o where
X represents the individual data for the observed parameter, u and o represent the mean and the standard
deviation for the control group, respectively (Guilloux et al., 2011). Z scores values were calculated individually
for the tone test and the context test using the following parameters: for tone test, X = Freezing tone — Freezing
pre-tone; for context test, X = Freezing max 0-2 min — Freezing 0-2 min. PTSD score was calculated as (Z tone +

Z context)/2.
Sacrifice and tissue collection

One week after memory testing, animals were connected to the optic fibers in a new cage (Experiment 1) or in
their home cage (Experiment 3-4). Depending on their previously assigned group, they received light stimulation
or not. 90 minutes after, mice were perfused transcardially with a phosphate-buffered solution followed by a
4% buffered paraformaldehyde solution. Following decapitation, perfused heads were conserved in 4%
paraformaldehyde. After one week of fixation, brains were extracted from the preserved heads and sectioned

into 10 series of 40 um-thin coronal sections using a vibratome (Leica).
Immunohistochemistry
GFP labelling

Virally infected cells were labelled using free floating immunohistochemistry against GFP. Endogenous
peroxidase was blocked using H202 (1.2%) in methanol. After blocking in 3% normal goat serum, sections were
incubated with rabbit anti-GFP primary antibody (1:8000, Millipore, AB3080P) in PBS-Triton (0.3%) and normal

goat serum (1%) at 4° C for 48 hours. Tissues were then washed in PBS and incubated for 2 hours with goat anti-
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rabbit biotinylated secondary antibody (1:200, Vector) in PBS and normal goat serum (1%) for 1.5 hours at room
temperature. Following PBS washing, sections were incubated for 1.5 hours in a biotin-streptavidin kit (ABC kit,
Vector Labs) in PBS containing normal goat serum (1%). Next, sections were washed in PBS (2 times) and in Tris-
buffer (2 times) before revelation was carried out with 3,3'-diaminobenzidine as a chromogen. GFP-
immunoreactive cells were counted under a 40x brightfield optical microscope (Leica) in the granule cell layer
throughout the entire dorso-ventral axis of the dentate gyrus (DG) by an observer blind to the experimental

groups.
c-Fos / GFP labelling

To assess the efficacy of GFP+ cell activation, a double labelling approach was done by
immunohistofluorescence for GFP and c-Fos, the latter being used as a proxy for neuronal activity (Okuno,
2011). After blocking in 5% normal goat serum, sections were incubated with chicken anti-GFP (1:2000, Abcam
AB13970) and rabbit anti-c-Fos (1:5000, Synaptic System, 226 008) primary antibodies in PBS-Triton (0.3%) and
normal goat serum (5%) at 4° C for 48 hours. Sections were then washed in PBS and incubated with secondary
antibodies in PBS containing normal goat serum (5%) allowing visualization of GFP via an Alexa-488 goat anti-
chicken antibody (1:1000, Invitrogen) and c-Fos via an Alexa-568 goat anti-rabbit antibody (1:1000, Invitrogen).
Tissues were then rinsed in Tris-NaCl buffer and nuclei in the brain were revealed using DAPI (1:10000,
Invitrogen). Double labeling was determined throughout the entire dorso-ventral axis of the DG by using a SPE

confocal system with a plane apochromatic 63X oil lens (digital zoom of 2).
Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using GraphPad Prism 10 (GraphPad Software LLC). No statistical methods
were used to predetermine sample sizes, but our sample sizes are similar to those generally employed in the
field. All mice were assigned to different experimental conditions randomly and investigators were blind to
group allocation. The statistical test, sample size (n), and detailed results of each analysis are reported in
Supplementary Table 1. Briefly, one-way, two-way or three-way ANOVAs (repeated measures when necessary)
were used, and followed by Fisher’s LSD post-hoc test when appropriate. In the case of comparison of two
independent groups, Student t tests were used. Pearson correlations were performed to assess the relation
between PTSD scores and the number of infected cells. For all tests, significance was set at p=0.05. All data are

presented as mean xs.e.m.
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Results

Inhibiting abNs induces PTSD-like memory in Veh-injected mice

Considering the crucial involvement of adult-born neurons (abNs) in contextual memory processes and the
potential significance of these processes in the development of normal vs pathological fear memory, we first
determined whether abNs were necessary for the development of normal fear memory. Mice were bilaterally
injected with a retrovirus carrying the inhibitory optogene Archaerhodopsin-3 (rv-Arch-GFP) that specifically
incorporates dividing cells, and were implanted with optic fiber constructs to ensure light delivery. Following a
six weeks recovery period, mice were divided into two groups and subjected to fear conditioning employing the
unpaired tone-shock paradigm, as previously described. During the entire conditioning procedure, one group
(Veh-ON) received light exposure while the other group (Veh-OFF) did not. Immediately after conditioning, mice
were injected with a vehicle (Veh) solution, which, under basal conditions, doesn’t affect fear response
(Kaouane et al., 2012). Memory performances were assessed 24 hours later using two distinct tests. Each test
was subdivided in three blocks of two minutes, and served to evaluate both the response to the tone in a neutral

context and the response to the conditioning context (Fig. 1a). Freezing was used as a proxy for fear memory.

First, mice were exposed to a neutral safe context during which the tone present during the conditioning phase
was presented (Tone test). Veh-ON mice displayed an abnormal response to the tone, evidenced by an elevated
level of freezing during tone presentation (Fig. 1b, block X group interaction: F;ss = 3.75, p < 0.05; LSD post hoc
test p =0.059 Veh-ON vs. Veh-OFF during the tone block). This observation was further revealed by a significant
increase in their tone ratio (Fig. 1c, t;s = 2.056, p < 0.05) which represents the specific response to the tone
compared to pre- and post-tone periods (see materials and methods for details). Next, mice were tested in the
conditioning context (Context test), wherein Veh-ON mice exhibited diminished fear memory for the context,
particularly during the initial two blocks of the test (Fig. 1d, block X group interaction: F;ss=10.54, p = 0.0001;
LSD post hoc test p < 0.001 and p < 0.05 Veh-ON vs. Veh-OFF for the first and second block, respectively). The
first two-minute block is the most representative for evaluating contextual memory performances, since, in the
absence of shock, fear extinction occurs, potentially diminishing group differences later on. Specific analysis of
this first block hence revealed this decreased contextual fear memory for Veh-ON mice (Fig. 1e, to = 4.300, p <
0.001), a finding corroborated by an analysis over the entire test duration (Fig. S1a). To encapsulate the intensity
of PTSD-like memory symptoms, a z-score computation was performed, integrating both the response to the
tone and memory for the context. The Veh-OFF group, exhibiting normal fear memory (i.e., conditioned to the
context and not to the tone), served as the reference group. As hypothesized, Veh-ON mice demonstrated a
significantly heightened PTSD score in comparison to Veh-OFF ones (Fig. 1f, t2o=4.487, p < 0.001). All mice were
sacrificed one-week post-experimentation, and the number of GFP-labeled cells, i.e. viral infected cells, was

guantified. Both groups exhibited a comparable total count of GFP-labeled cells (Fig. 1h, t,o=0.501, p = 0.620).
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Labeling was observed in both dorsal and ventral abNs (Fig. 1i), with more infected cells in the ventral region of
the dentate gyrus for both groups (Fig. 1j, region effect F120=23.57, p < 0.0001). However, it is noteworthy that
the number of labeled cells did not correlate with PTSD scores, suggesting that neither the total number of
virus-expressing abNs nor their distribution across the dorso-ventral axis may directly influence the PTSD-like
memory phenotype observed (Fig. S1b). Overall, these results show that inhibiting abNs markedly redirects the

trajectory of fear memory formation towards a PTSD-like phenotype.

Activating abNs prevents PTSD-like memory in Cort-injected mice

Our next goal was to determine whether activating abNs was sufficient to prevent the formation of PTSD-like
memory. To do so, we first confirmed that PTSD-like memory impairments could be induced by intraperitoneal
corticosterone injection following conditioning (Fig.2a), as previously demonstrated (Kaouane et al., 2012).
Cort-injected mice exhibited an abnormal response to the tone, marked by a significant increase in freezing
during the tone presentation (Fig. 2b, block X cort interaction: F; 54 = 8.894, p < 0.001; LSD post hoc test p < 0.05
Cort vs. Veh during the tone block) and an elevated tone ratio (Fig. 2c t,7=5.053, p < 0.0001) compared to Veh-
injected mice. Furthermore, Cort-injected mice manifested significantly diminished freezing during the context
test relative to Veh-injected mice (Fig. 2d, cort effect F127=13.66, p = 0.01; block X cort interaction: F, 54 = 4.645,
p < 0.05; LSD post hoc test p < 0.01, < 0.05 and < 0.05 for Cort vs. Veh during the first, second and third block,
respectively). As expected, the PTSD score was significantly higher in Cort-injected mice (Fig. 2e t;7=4.348, p <
0.001), reaffirming the propensity of Cort injection to induce PTSD-like memory (Kaouane et al., 2012, 2020; Al
Abed et al., 2020).

We next proceeded to examine the consequences of abNs activation in Cort-injected mice. Mice were injected
with a retroviral vector expressing Channelrhodopsin 2 (rv-ChR2-eGFP) and were subjected to fear conditioning
six weeks later. Among the mice that received Cort post-conditioning, one group was exposed to light during
conditioning to activate 6-week-old abNs (Cort-ON), while the other was not (Cort-OFF). Additionally, to
establish a baseline for normal fear memory, a third group was included which received a Veh injection post-
conditioning (Veh-OFF) (Fig. 3a). Analysis of the tone test unveiled a significant block x group interaction, with
Cort-OFF mice manifesting augmented freezing during tone presentation relative to Cort-ON and Veh-OFF mice
(Fig. 3b, F480=7.869, p < 0.0001; LSD post hoc test p <0.01 and < 0.0001 vs Cort-ON and Veh-OFF, respectively).
Consequently, Cort-OFF mice exhibited a significantly higher tone ratio than Veh-OFF mice confirming the effect
of corticosterone in cue-induced hypermnesia, while this increase was prevented in Cort-ON mice (Fig. 3c,
group effect Fy40=13.49, p < 0.0001; LSD post hoc test p < 0.0001 and = 0.0001 for Cort-OFF vs. Cort-ON and
Veh-OFF, respectively; and p = 0.8604 for Cort-ON vs. Veh-OFF). During the context test, a discernible effect
was noted both across groups and blocks, although without a significant interaction, indicating reduced freezing

throughout the three blocks for CORT-off mice (Fig. S3b, group effect F.40= 4.428, p < 0.05; Fig. 3d, block x
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group interaction Fsg0 = 1.621, p = 0.1769). Further analysis of freezing during the first block confirmed a
reduced contextual memory for Cort-OFF compared to Veh-OFF, that was prevented by abNs stimulation in the
Cort-ON group (Fig. 3e, F240=5.565, p < 0.01; LSD post hoc test p < 0.05 and < 0.01 for Cort-OFF vs. Veh-OFF
and Cort-OFF vs. Veh-ON, respectively). PTSD score also differed significantly between the three groups, with
Cort-OFF mice displaying a higher score than both Veh-OFF and Cort-ON mice (Fig. 3f, F,.40=18.73, p < 0.0001;
LSD post hoc test p < 0.0001 for both comparisons). Post-mortem analysis corroborated again that the number
of infected cells did not differ between the experimental groups (Fig. 3h-j) and that light exposure resulted in
activation of abNs across both dorsal and ventral regions (Fig S2c). In a similar way than for our inhibition
experiment, the number of infected cells did not correlate with PTSD scores in any group (Fig. S2d). Overall,
these data show that both abnormal hypermnesia for the tone and amnesia for the context in Cort-injected

mice can be prevented, leading to normal fear memory, by activating abNs during conditioning.

Activating abNs has no effect on fear memory in Veh-injected mice

Given that activating abNs during conditioning has been reported to impair contextual memory after classical
contextual fear conditioning (Danielson et al., 2016), we next sought to control the effects of abNs’ activation
in Veh-injected mice, developing a normal fear memory. Concurrently, to control for any potential effects
attributable to light exposure per se, we also evaluated the effects of light exposure on fear memory
development. This experiment mirrored the previous setup, with the exception that mice were administered a
retroviral vector encoding either Channelrhodopsin-2 to allow activation of abNs (rv-ChR2-eGFP) or GFP only
(rv-CAG-GFP) as a control for light effects. Half of the mice received light stimulation during conditioning (CAG-
ON and ChR2-ON groups) while the other half did not (CAG-OFF and ChR2-OFF groups) (Fig. 4a). Our findings
revealed that neither stimulation of abNs, nor simple light exposure influenced fear response during the tone
test, with all groups exhibiting comparable freezing levels (Fig. 4b, virus effect F135=0.06573, p = 0.7992; light
effect F135=1.171, p = 0.2866; block X virus X light interaction: F,70 = 0.3946, p = 0.6754), and no specific
response to the tone as assessed by the tone ratio (Fig. 4c, virus X light interaction: F135= 0.3285, p = 0.5702).
Surprisingly, activating abNs did not have any effect in the context test, nor did light exposure (Fig. 4d, virus
effect F135=0.005, p = 0.9440; light effect F135=7.452e-006, p = 0.9978; block X virus X light interaction: F270=
1.438, p = 0.2442). Post-sacrifice counting of GFP-labeled cells unveiled a higher number of labeled neurons in
the CAG-GFP groups, likely attributable to variances in viral constructs without any differences between the
light-Off et light-ON groups (Fig. 4f, virus effect: F135 = 34.90, p < 0.0001; light effect F135=3.144, p = 0.0849).
Again, labeled cells were found throughout the whole dorso-ventral axis of the dentate gyrus (Fig. 4g).
Collectively, our data underscore that abNs’ activation does not perturb fear memory formation under basal

conditions in this paradigm.
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Discussion

Combining optogenetic approaches to manipulate the activity of adult-born neurons with a unique behavioral
model that recapitulates both facets of PTSD-like memory (i.e. hypermnesia for sensory or emotional cues that
do not predict the traumatic event and amnesia for the specific context of the traumatic event), we have shown
in this study that inhibiting abNs promotes the development of a traumatic, PTSD-like memory while activating

abNs prevents the development of this pathological memory and favors normal fear memory.
abNs’ inhibition promote vulnerability to PTSD-like memory

We first illustrated the necessary role of 6-weeks old abNs in the development of a normal fear memory. Our
results indeed showed that inhibiting abNs led to a switch from normal to pathological PTSD-like memory
manifested both by an abnormal fear response to a tone—presented during conditioning but not paired with
any shock—and a diminished fear response when re-exposed to the conditioning context, compared to non-
inhibited mice. The pivotal role of abNs in contextual memory has been well documented in prior studies.
Previous work has shown that suppression (Saxe et al., 2006; Wojtowicz et al., 2008; Herndndez-Rabaza et al.,
2009) or inhibition (Gu et al., 2012; Huckleberry et al., 2018) of abNs culminates in impaired contextual memory
and hampered contextual discrimination, an effect predominantly attributed to their role in pattern separation
(Tronel et al., 2012; Danielson et al., 2016). Our findings are in accordance with this literature and add to it by
presenting the first evidence that abNs are indispensable to avoid the selection of an unspecific cue to predict
the aversive unconditioned stimulus. It is probable though that this latter effect is directly due to the
involvement of abNs in contextual processing abilities, since recent insights have elucidated that the
contextualization of trauma is causally involved in mediating emotional hypermnesia using this paradigm (Al
Abed et al., 2020). Here, we therefore extend this narrative by pinpointing a specific population within the

dentate gyrus that could play a crucial role in this process.
abNs’ activation promote resilience to PTSD-like memory

Building upon these initial findings, we further explored the impact of abNs’ activation under traumatic-like
conditions known to foster PTSD-like memory formation. To do this, we administered corticosterone to mice
post-conditioning, a method previously established to induce PTSD-like memory in this paradigm (Kaouane et
al., 2012). Our data revealed that while non-activated mice indeed displayed PTSD-like memory, the activation
of abNs facilitated resilience to this behavioral profile, guiding fear memory back to a normal state. Interestingly,
in our study, the activation of abNs under basal conditions (in Veh injected mice) did not exhibit any discernible
impact on fear memory. This outcome seemingly contradicts a previous study which found impairments in
contextual memory following the activation of abNs during conditioning (Danielson et al., 2016). The divergence

in findings between this study and ours could potentially be ascribed to methodological variances in the
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targeting of abNs, or alternatively, to the differing conditioning paradigms employed. Notably, a pair of recent
studies have documented improvements in contextual memory when abNs were activated at the time of recall
(Li et al., 2022; Lods et al., 2022). The effect of abNs activation under normal fear conditions, especially at
varying phases of the memory process such as encoding, consolidation, and retrieval, thus warrants further
scrutiny to delineate the exact circumstances under which abNs modulation can influence memory outcomes.
Our study significantly broadens the understanding of the role of abNs in fear memory by demonstrating that
the activation of these neurons under traumatic-like conditions fosters resilience against PTSD-like memory
impairments. While this is likely due to improved contextual abilities following activation of abNs, a closer
examination of the potential mechanisms orchestrating these effects is needed, in particular in comparison with

normal fear condition.
Possible mechanisms

Contrary to classical fear conditioning setup, leading to standard fear memory development, our experiment
deviated by introducing a high concentration of corticosterone post-conditioning. This manipulation induces a
traumatic-like scenario that transcends the classical conditioning framework, reflecting in both behavioral
manifestations and altered hippocampo-amygdalar circuit activity (Kaouane et al.,, 2012; Ducourneau et al,,
2021). Interestingly, abNs have been implicated in orchestrating dentate gyrus activity, specifically by
modulating the behavior of mature dentate granule neurons (Johnston et al., 2016; Tuncdemir et al., 2019).
Notably, they are believed to promote sparse activity in the dentate gyrus, aiding in the formation of distinct
memory traces, predominantly through indirect feedback inhibition directed at mature granule neurons (Drew
et al., 2016). Recent insights also suggest that, in their immature state, abNs can directly activate or inhibit
mature granule neurons, depending on the nature of the input they receive (Luna et al., 2019). Hence, abNs
play a crucial role in finely tuning dentate gyrus activity, enabling precise contextual representations by
integrating various sensory inputs within a particular context, thereby promoting precision of these memories
and avoiding potential interferences. In addition, by influencing activity within the dentate gyrus, abNs can not
only modulate activity within the whole hippocampus, but also have a brain-wide influence on different
structures communicating directly and indirectly with the hippocampus, as already suggested by different
studies (Zhuo et al., 2016; Besnard and Sahay, 2021; Evans et al., 2022). Based on this established literature and
our own data, we therefore propose that under basal fear conditions, the hippocampal circuitry is optimally
calibrated for encoding contextual details, while under traumatic conditions, this calibration is disrupted, likely
due to an overdrive of amygdalar circuits and a corresponding suppression of hippocampal function. This
dissonance could impair the nuanced balance required for precise contextual memory encoding and retrieval
(Desmedt et al., 2015). Our findings suggest that activating abNs under traumatic conditions serves as a
corrective mechanism, re-establishing a conducive balance within the hippocampal circuitry and potentially

across the wider hippocampo-amygdalar network. This restoration helps revert the memory encoding process
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back to a 'normal' state, despite the traumatic conditions, thereby promoting resilience against PTSD-like
memory impairments. However, while our data shed light on the beneficial impact of abNs activation in
traumatic conditions, the precise extent to which abNs’ activation alters brain-wide activity during traumatic-
like conditions remains an open question. Further investigations are warranted to elucidate the broader
network dynamics and the interplay between abNs and other brain regions in mediating resilience or
vulnerability to traumatic memory under varying conditions, for instance by studying brain-wide modifications

in neural activity and functional connectivity following such manipulations.

Besides the aforementioned mechanism, an alternative, yet not mutually exclusive explanation might come
from the influence of traumatic-like conditions on abN activity. It is plausible that these conditions could
detrimentally affect the activity of abNs, thereby necessitating activation to restore a proper balance. In our
model, the injection of corticosterone post-conditioning is employed to mimic traumatic-like conditions.
Elevated levels of corticosterone have been shown to suppress the proliferation of neural progenitor cells,
impair the survival of new neurons, and hinder the maturation and integration of these neurons into the existing
neural circuitry (Schoenfeld and Gould, 2012; Lucassen et al., 2015). While the broad impacts of corticosterone
on neural activity and adult neurogenesis are also recognized, the specific effect of acute corticosterone
enhancement following conditioning on abNs’ activity in this specific paradigm is yet to be thoroughly explored.
Interestingly, a recent study has shown that corticosterone injection after a cued fear conditioning resulted in
an increased number of cells that were incorporated into the dentate gyrus memory engram, and that these
cells presented a persistent increase in their excitability compared to activated cells following a conditioning
that was associated with a vehicle injection (Lesuis et al., 2021). While this study did not investigate whether
these effects differed between adult-born and developmentally-born neurons, it highlightsthe potential
interplay between corticosterone administration post-conditioning, subsequent neural activity within the

dentate gyrus, and memory processing.

Overall, our findings provide the first evidence for a new role of abNs in resilience to pathological PTSD-like
memory, and identify a specific neuronal population involved in the pathophysiology of traumatic memory.
Future investigations delving into the mechanistic aspects will be instrumental in elucidating the precise manner
in which abNs contribute to this resilience under traumatic-like circumstances. Moreover, a nuanced
examination of the distinctive roles of dorsal versus ventral abNs is warranted, given that our current approach
modulated abNs’ activity across the entire dentate gyrus. The literature delineates a functional dichotomy with
dorsal abNs mainly engaged in memory and cognitive functions, while their ventral counterparts primarily
mediate mood regulation and stress responsiveness (Wu and Hen, 2014). Unveiling the nuanced interactions
and contributions of these neuronal subsets may pave the way for more targeted and effective preventive and

therapeutic interventions in ameliorating trauma-induced memory pathologies.

119



ACKNOWLEDGMENT

We thank Mr C. Dupuy for providing excellent animal care. This work was supported by the Fondation de France
(Neuromental to MK), the Fondation pour la recherche Médicale (FRM ENV202003011513 to MK and AD,
FRM Equipe to MK and DNA), the Agence National pour la Recherche (ANR 14-CE13-0026-02 to AD and MK).

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare no conflict of interest.

120



Figure 1

a I Day 1 | I Day 2
OPTOGENETIC SURGERY CONDITIONING MEMORY TESTS
virus injecion FV-Arch-GFP

Fibers implantation +Veh
N th 2—";\
5 N

N

T T T

OFF
on

b C —Veh - OFF d e
10 10, == Veh-ON 80
=0.059 : =
P —@— Veh-OFF * =
3 S * kK =
q @ Veh-ON = £
£ 304 . % 601 S
w o
3 o 05 s 2 =
= E=] oo Y % o
e 8 ) 133 s @
5 201 P € 40 * 3
S 5 . 8 £
g = 00 —2gse & o 5
o £ o
$ 10+ . ¢ 5 20F @ o
[ o e £
s & L b
. ° 2
I 05 . bt 1+ 0=
Pre-Tone Tone Post-Tone 0-2min  2-4min  4-6min
1500
.o
o £ 1000 L
S 3 g, o
i «
g
2 &
N 9 s00
0
i j %k k¥
—_——
1000
Dorsal Ventral
«w .
5 800
B ”
L]
& 3
600
? ; oo ° e O
= - e® L4 e e
S £ 400 M
= 6
&
o 200
I*

s1 s2 s3 s4 s5 s6 s7 s8

Dorso-ventral sections

Figure 1: Inhibiting adult-born neurons during conditioning leads to PTSD-like memory.

(a) Experimental design of the task. Mice underwent surgery and six-weeks later were fear conditioned to a context in presence of
tones that are not paired with electric footshocks. During conditioning, lights were turned ON or OFF to inhibit or not abNs,
respectively. Immediately after conditioning, mice were injected with a vehicle solution. Memory tests for fear response to the tone
in a neutral context (tone test), and to the conditioning context (context test) were conducted on day 2 with a 2-hours interval. (b)
Fear response during the tone test, expressed as percentage of time spent freezing. (c) Magnitude of tone response represented by a
normalized ratio: (tone-((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d) Fear response during the context test, expressed as percentage of
time spent freezing. (e) Fear response during the first 2-min block of the context test, expressed as percentage of time spent freezing.
(f) A PTSD score was calculated in order to integrate both tone and context fear responses normalized by control animals. (g) Example
of dentate gyrus section with GFP-immunoreactive cells using DAB staining. Bar scale is 50um. (h) Total number of GFP-immunoreactive
cells. (i) Dorso-ventral distribution of GFP-immunoreactive cells across all sections containing dentate gyrus. (j) Total number of dorsal
(left) and ventral (right) GFP-immunoreactive cells. Unpaired t-test and ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc multiple comparisons
when appropriate: *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.00001. Plotted values are mean * sem. Veh-OFF: vehicle-injected mice with lights
OFF during conditioning (n=15); Veh-ON: vehicle-injected mice with lights ON during conditioning (n=16); i.p.: intraperitoneal injection;
GCL: granule cell layer of the dentate gyrus.
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Figure 2: PTSD-like memory is induced by corticosterone injection post-conditioning.

(a) Experimental design of the task. On day 1, mice were fear conditioned to a context in presence of tones that are not paired with
electric footshocks. Immediately after conditioning, mice were injected with either a corticosterone or a vehicle solution. On day 2
memory tests for fear response to the tone in a neutral context (tone test), and to the conditioning context (context test) were
conducted with a 2-hours interval. (b) Fear response during the tone test, expressed as percentage of time spent freezing. (c)
Magnitude of tone response represented by a normalized ratio: (tone-((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d) Fear response during
the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (e) A PTSD score was calculated in order to integrate both tone and
context fear responses normalized by control animals. Unpaired t-test and ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc multiple
comparisons when appropriate: ¥*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.00001. Plotted values are mean + sem. Veh: vehicle-injected
mice (n=15); Cort: corticosterone-injected mice (n=14); i.p.: intraperitoneal injection.
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Figure 3
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Figure 3: Activating adult-born neurons during conditioning prevents PTSD-like memory under traumatic conditions.

(a) Experimental design of the task. Mice underwent surgery and six-weeks later were fear conditioned to a context in presence of
tones that are not paired with electricfootshocks. During conditioning, lights were turned ON or OFF to activate or not abNs,
respectively. Immediately after conditioning, mice were injected either with a vehicle solution to induce normal fear memory or with
a corticosterone solution to induce PTSD-like memory. On day 2 memory tests for fear response to the tone in a neutral context (tone
test), and to the conditioning context (context test) were conducted with a 2-hours interval. (b) Fear response during the tone test,
expressed as percentage of time spent freezing. (c) Magnitude of tone response represented by a normalized ratio: (tone-
((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d) Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (e)
Fear response during the first 2-min block of the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (f) A PTSD score was
calculated in order to integrate both tone and context fear responses normalized by control animals. (g) Total number of GFP-
immunoreactive cells. (h) Dorso-ventral distribution of GFP-immunoreactive cells across all sections containing dentate gyrus. (i) Total
number of dorsal (left) and ventral (right) GFP-immunoreactive cells. ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc multiple comparisons
when appropriate: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.00001 (vs. indicated group or vs. Cort-ON for tone test),; #p<0.05,
###p<0.001 vs. Veh-OFF. Plotted values are mean + sem. Veh-OFF: vehicle-injected mice with lights OFF during conditioning (n=12);
Cort-OFF: corticosterone-injected mice with lights OFF during conditioning (n=15); Cort-ON: corticosterone-injected mice with lights
ON during conditioning (n=16); i.p.: intraperitoneal injection.
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Figure 4
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Figure 4: Neither activating abNs nor simple light exposure during conditioning affect fear memory.

(a) Experimental design of the task. Mice underwent surgery and six-weeks later were fear conditioned to a context in presence of
tones that are not paired with electricfootshocks. During conditioning, lights were turned ON or OFF to activate or not abNs (ChR2
groups) or to test for the effect of light exposure (CAG groups), respectively. Immediately after conditioning, mice were injected either
with a vehicle solution. On Day 2, memory tests for fear response to the tone in a neutral context (tone test), and to the conditioning
context (context test) were conducted with a 2-hours interval. (b) Fear response during the tone test, expressed as percentage of time
spent freezing. (c) Magnitude of tone response represented by a normalized ratio: (tone-((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d)
Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (e) Total number of GFP-immunoreactive cells.
(f) Dorso-ventral distribution of GFP-immunoreactive cells across all sections containing dentate gyrus. ANOVA revealed a main effect
of virus injected for total number of GFP cells: ****p<0.00001. Plotted values are mean = sem. ChR2-OFF: mice expressing rv-ChR2-
eGFP with lights OFF during conditioning (n=8); ChR2-ON: mice expressing rv-ChR2-eGFP with lights ON during conditioning (n=9);
CAG-OFF mice expressing rv-CAG-GFP with lights OFF during conditioning (n=10); CAG-ON: mice expressing rv-CAG-GFP with lights ON
during conditioning (n=9); i.p.: intraperitoneal injection.
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Figure S1
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Figure S1 — Relative to Figure 1: Inhibiting adult-born neurons during conditioning leads to PTSD-like memory.

(a) Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (b) Neither the total (left) nor the dorsal or
ventral (right) number of GFP-immunoreactive cells correlated with PTSD Scores for any group. Unpaired t-test and Pearson’s
correlation: **p<0.01. Plotted values are mean * sem. Veh-OFF: vehicle-injected mice with lights OFF during conditioning (n=15); Veh-
ON: vehicle-injected mice with lights ON during conditioning (n=16).
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Figure S2
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Figure S2 — Relative to Figure 2: PTSD-like memory can be induced by corticosterone injection post-conditioning.

(a) Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (b) Fear response during the first block of
the context test, expressed as percentage of time spent freezing. Unpaired t-test: **p<0.01, ***p<0.001. Plotted values are mean +
sem. Veh: vehicle-injected mice (n=15); Cort: corticosterone-injected mice (n=14).
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Figure S3
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Figure S3 — Relative to Figure 3: Activating adult-born neurons during conditioning prevents PTSD-like memory under traumatic

conditions.

(a) Fear response during the tone test, expressed as percentage of time spent freezing. (b) Fear response during the context test,
expressed as percentage of time spent freezing. (c) Percentage of GFP cells coexpressing cFos across the dorso-ventral axis of the
dentate gyrus. (d) Neither the total (left) nor the dorsal or ventral (right) number of GFP-immunoreactive cells correlated with PTSD
Scores for any group. ANOVA and Pearson’s correlation: ¥*p<0.05, ****p<0.0001. Plotted values are mean * sem. Veh-OFF: vehicle-
injected mice with lights OFF during conditioning (n=12); Cort-OFF: corticosterone-injected mice with lights OFF during conditioning
(n=15); Cort-ON: corticosterone-injected mice with lights ON during conditioning (n=16).
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Supplementary Table 1: Statistical supplementary information

Figure Sample size Variable Measured effect F(DFn, DFd) P value
figure 1b Veh OFF=15 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Group effect F(2,58)=3,753 P=0,0293
Veh ON=16 Block effect F (1,881, 54,56) = 18,17 P<0,0001
Group effet F(1,29)=0,9647 P=0,3341
Fisher's LSD PRETONE Veh OFF vs. Veh ON 0,6225
Fisher's LSD TONE Veh OFF vs. Veh ON 0,0599
Fisher's LSD POSTTONE Veh OFF vs. Veh ON 0,4927
figure 1c Veh OFF=15 Tone Ratio Unpaired t-test Group effect t=2,056, df=29 0,0489
Veh ON=16
figure 1d Veh OFF=15 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Group effect F(2,58)=10,54 P=0,0001
Veh ON=16 Block effect F (1,806, 52,39) = 70,96 P<0,0001
Group effet F(1,29)=11,40 P=0,0021
Fisher's LSD 0-2m Veh OFF vs. Veh ON 0,0002
Fisher's LSD 2-4m Veh OFF vs. Veh ON 0,0469
Fisher's LSD 4-6m Veh OFF vs. Veh ON 0,0834
figure 1e Veh OFF=15 Freezing duration Unpaired t-test Group effect t=4,300, df=29 0,0002
Veh ON=16
figure 1f Veh OFF=15 PTSD score Unpaired t-test Group effect t=4,487, df=29 0,0001
Veh ON=16
figure 1h Veh OFF=15 # GFP-IR cells total Unpaired t-test Group effect t=0,5011, df=29 0,6201
Veh ON=16
figure 1i Veh OFF=15 # GFP-IR cells distribution 2-way ANOVA with rm Section x Group effect F(7,203)=1,024 P=0,4151
Veh ON=16 Section effect F (3,930, 114,0) = 57,02 P<0,0001
Group effect F(1,29)=0,06276 P=0,8040
figure 1j Veh OFF=15  # GFP-IR cells dorsal VS ventral 2-way ANOVA with rm Localization x Group effect F(1,29)=2,229 P=0,1462
Veh ON=16 Localization effect F(1,29)=23,57 P<0,0001
Group effect F(1,29)=0,06276 P=0,8040
figure 2b Veh=15 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Injection effect F(2,54)=8,894 P=0,0005
Cort=14 Block effect F (1,686, 45,53) = 39,46 P<0,0001
Injection effet F(1,27)=0,06544 P=0,8000
Fisher's LSD PRETONE Cort vs. Veh 0,1783
Fisher's LSD TONE Cort vs. Veh 0,0122
Fisher's LSD POSTTONE Cort vs. Veh 0,5322
figure 2c Veh=15 Tone Ratio Unpaired t-test Injection effect t=5,053, df=27 <0,0001
Cort=14
figure 2d Veh=15 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Injection effect F(2,54) = 4,645 P=0,0138
Cort=14 Block effect F (1,971, 53,20) = 217,6 P<0,0001
Injection effet F(1,27)=13,66 P=0,0010
Fisher's LSD 0-2m Cort vs. Veh 0,0011
Fisher's LSD 2-4m Cort vs. Veh 0,0151
Fisher's LSD 4-6m Cort vs. Veh 0,0203
figure 2e Veh=15 PTSD score Unpaired t-test Injection effect t=4,348, df=27 0,0002
Cort=14
figure 3b Veh OFF=12 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Group effect F (4, 80)=7,869 P<0,0001
Cort OFF=15 Block effect F (1,881, 75,24) = 37,86 P<0,0001
Cort ON=16 Group effet F(2,40)=3,130 P=0,0546
Fisher's LSD PRETONE Cort - ON vs. Cort - OFF 0,4448
Fisher's LSD PRETONE Cort - ON vs. Veh - OFF 0,2437
Fisher's LSD PRETONE Cort - OFF vs. Veh - OFF 0,7125
Fisher's LSD TONE Cort - ON vs. Cort - OFF 0,0058
Fisher's LSD TONE Cort - ON vs. Veh - OFF 0,1049
Fisher's LSD TONE Cort - OFF vs. Veh - OFF 0,0001
Fisher's LSD POSTTONE Cort - ON vs. Cort - OFF 0,9887
Fisher's LSD POSTTONE Cort - ON vs. Veh - OFF 0,0176
Fisher's LSD POSTTONE Cort - OFF vs. Veh - OFF 0,0417
figure 3¢ Veh OFF=12 Tone ratio 1-way ANOVA Group effect F(2,40)=13,49 P<0,0001
Cort OFF=15 Fisher's LSD Cort - ON vs. Cort - OFF <0,0001
Cort ON =16 Fisher's LSD Cort - ON vs. Veh - OFF 0,8604
Fisher's LSD Cort - OFF vs. Veh - OFF 0,0001
figure 3d Veh OFF=12 Freezing duration 2-way ANOVA with rm Block x Group effect F(4,80)=1,621 P=0,1769
Cort OFF=15 Block effect F (1,998, 79,91) = 92,84 P<0,0001
Cort ON=16 Group effet F(2,40) = 4,429 P=0,0183
figure 3e Veh OFF=12 Freezing duration 1-way ANOVA Group effect F (2, 40) = 5,565 P=0,0074
Cort OFF=15 Fisher's LSD Cort - ON vs. Cort - OFF 0,0029
Cort ON=16 Fisher's LSD Cort - ON vs. Veh - OFF 0,5932
Fisher's LSD Cort - OFF vs. Veh - OFF 0,0203
figure 3f Veh OFF=12 PTSD score 1-way ANOVA Group effect F(2,40)=18,73 P<0,0001
Cort OFF=15 Fisher's LSD Cort - ON vs. Cort - OFF <0,0001
Cort ON=16 Fisher's LSD Cort - ON vs. Veh - OFF 0,6904
Fisher's LSD Cort - OFF vs. Veh - OFF <0,0001
figure 3g Veh OFF=12 # GFP-IR cells total 1-way ANOVA Group effect F (2, 40) = 0,009704 P=0,9903
Cort OFF=15
Cort ON=16
figure 3h Veh OFF=12 # GFP-IR cells distribution 2-way ANOVA with rm Section x Group effect F (14, 280) = 0,5006 P=0,9320
Cort OFF=15 Section effect F(3,778,151,1)=52,53 P<0,0001
Cort ON =16 Group effect F(2,40)=0,03499 P=0,9656
figure 3i Veh OFF=12  # GFP-IR cells dorsal VS ventral 2-way ANOVA with rm localization x Group effect F (2, 40) = 0,07936 P=0,9239
Cort OFF=15 localization effect F (1, 40) = 0,002992 P=0,9566
Cort ON=16 Group effect F (2, 40) = 0,03499 P=0,9656
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Résumé Général

Points clés :
e Le stress prénatal entraine a 1’age adulte une altération de la capacité a reconnaitre la distance
séparant deux objets, indiquant un déficit de discrimination métrique.
e |l est également associé a une incapacité a reconnaitre les spécificités d’un contexte associé a
une expérience aversive, indiquant un déficit de discrimination contextuelle.
e Ces déficits comportementaux sont compatibles avec une altération du processus de séparation

de pattern chez les animaux stressés prénatalement.
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Abstract

Stress is an unavoidable condition in human life. Stressful events experienced during development, including in
utero, have been suggested as one major pathophysiological mechanism for developing vulnerability towards
neuropsychiatric and neurodevelopmental disorders in adulthood. One cardinal feature of such disorders is
impaired cognitive ability, which may in part rely on abnormal structure and function of the hippocampus. In
the hippocampus, the dentate gyrus is a site of continuous neurogenesis, a process that has been recently
implicated in spatial pattern separation, a cognitive phenomenon that serves to reduce the degree of overlap
in the incoming information to facilitate its storage with minimal interference. We previously reported that
adult neurogenesis is altered by prenatal stress allowing us to hypothesize that prenatal stress may possibly
lead to impairment in pattern separation. To test this hypothesis, both control (C) and prenatally stressed (PS)
adult mice were tested for metric and contextual discrimination abilities. We report for the first time that
prenatal stress impairs pattern separation process, a deficit that may underlie their cognitive alterations and

that may result in defective behaviors reminiscent of psychiatric illness such as post-traumatic stress disorder.

Key words: mice, prenatal stress, pattern separation, metric, context discrimination, contextual fear

conditioning
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Introduction

Early life adversity experienced as early as during the in utero development has repeatedly been associated
with a negative impact on offspring’s health and development (Glover, 2011; Van den Bergh et al., 2017; Glover
et al., 2018) and identified as a risk factor for a wide range of psychiatric disorders such as depression, anxiety,
post-traumatic stress disorder (PTSD) and stress-related or impulse control disorders (Lupien et al., 2009; Glover
et al., 2018). These abnormalities arise from numerous alterations in brain structures that preferentially target
stress/anxiety structures, among which the hippocampus. Indeed, the hippocampus is a key target of the stress
response; it expresses high levels of corticosteroid receptors in early development (Meaney et al., 1985) and is
thus predicted to be especially vulnerable to the effects of developmental stress. In support of this, meta-
analyses report significant associations between childhood adversity, reduced hippocampal volume and

impaired hippocampal function (Calem et al., 2017).

Although informative, studies in humans do not allow extensive investigation into the underlying mechanisms
of the impact of prenatal stress, and animal models have been developed. It was thus reported in rodents that
prenatal stress, which leads to increased anxiety, anhedonia and severe cognitive dysfunctions (Weinstock,
2008), can produce significant alterations in the adult hippocampus. In particular, we and others have reported
in rodent and non-human primate models that PS adversely affects cell proliferation and neurogenesis in the
adult brain (Lemaire et al., 2000; Coe et al., 2003; Mandyam et al., 2008; Zuena et al., 2008; Lucassen et al.,
2009; Belnoue et al., 2013; Ortega-Martinez, 2015). Because adult-born dentate granule neurons are essential
for dentate gyrus information processing and are implicated in emotional regulation and mental disorders
(Kheirbek et al., 2012a; Yun et al, 2016), prenatal stress-induced impairments in adult hippocampal
neurogenesis and dentate gyrus function are considered critical pathophysiological factors that negatively

affect behavior and leave individuals vulnerable to developing psychiatric ilinesses.

Adult neurogenesis is believed to play a crucial role in a number of hippocampal-dependent cognitive processes,
including spatial learning and behavioral pattern separation (Clelland et al., 2009; Creer et al., 2010; Sahay et
al., 2011a; Kheirbek et al., 2012a; Nakashiba et al., 2012; Tronel et al., 2012). Pattern separation is a process
that is commonly defined as the ability to form separate representations from highly similar, yet slightly
different, events or stimuli. It refers to the computational process that, after the integration of all sensory inputs
(visual, olfactory, vestibular, auditory somatosensory), separates similar events from each other via an
orthogonalization of sensory input information (Rolls and Kesner, 2006; Kesner, 2007). This orthogonalization
plays a key role in the match—mismatch process — more orthogonolized representation of the changed

environment is likely to facilitate detection of mismatch-, which should help the brain separate individual events
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that are part of incoming memories (McAvoy et al., 2015). This process is also believed to facilitate recall, by

preserving the uniqueness of a memory representation.

Alterations in spatial and contextual memory abilities (Lemaire et al., 2000; Lee et al., 2011) together with the
altered adult neurogenesis observed after prenatal stress thus led us to hypothesize that prenatal stress may
alter pattern separation abilities. To address this hypothesis, control and prenatally-stressed adult male mice
were challenged in 2 behavioral tasks allowing to assess these abilities: a metric processing task that analyzes
the ability to discriminate metric relationships between objects (Goodrich-Hunsaker et al., 2008; Chen et al.,
2012) and a contextual fear discrimination task that tests mice abilities to discriminate two similar contexts
(Tronel etal., 2012). We report that prenatally-stressed mice are impaired in both tasks, indicating that prenatal

stress certainly leads to a general alteration of pattern separation independently of the tested modality.
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Materials and methods

Animals

Eight weeks old female CD1 mice (Charles River, France) were collectively housed under a 12h light/12h dark
cycle (lights on from 8 am to 8 pm) in a temperature- (22+/-3°C) and humidity-controlled facility. Animals had
ad libitum access to food and water. After 10 days of habituation to the housing conditions, females were mated
with CD1 males (Charles River, France) following a 3 females/1 male breeding design. Pregnancy was
determined by the presence of a vaginal plug checked once a day at the beginning of the light phase. Each
female was removed from the breeding couple and individually housed upon plug detection (gestational day
GD 0). All procedures and experimental protocols were approved by the Animal Care Committee of Bordeaux
(CEEA50) and were conducted in accordance with the European community’s council directive of 24 November
1986 (86/609/ECC) that was in effect at the time of the experiments. All efforts were made to minimize animal

suffering, and reduce the number of animals used.

Gestational stress

Gestational stress was carried out from day 8.5 of gestation until parturition (~GD18-GD19). Females were
restrained in plastic transparent cylinders (in 50 mL centrifuge tubes 3 cm diameter, 11 cm long from GD8.5
until GD15; in vials 5.3 cm diameter, 10.5 cm long from GD15 on) for 45 min three times per day under bright
light during the light cycle (9am, 1pm, 5pm). Control mothers were left undisturbed throughout gestation. After
delivery, dams and pups were left undisturbed, except for cage change, until weaning (21st day post-partum).
At weaning, only males originating from litters containing between 9 and 15 pups (mean pups per litter=12)
with a nearly equal distribution between males and females were kept and group housed with cagemates
originating from different mothers. Two groups were thus constituted: a Prenatally-Stressed group (PS) and a

Control group (C).

Behavioral assessment

Two different batches of mice were used. The first one was tested in a metric pattern separation test at 4
months of age; the second one was tested in a contextual discrimination task at 5 months of age. In each case,
mice were individually housed at least 2 weeks before testing, and in order to avoid “litter effect”, a maximum
of 2 mice from the same litter was included into each batch. All the studies were performed during the first half

of the light period.
Metric separation

Behavioral pattern separation was measured in a variation of the metric processing task (Goodrich-Hunsaker et
al.,, 2008) in which the ability of mice to discriminate the metric relationship between two objects under

challenging conditions is tested (Chen et al., 2012). The test took place in an open-field (L=100 cm; W=50 cm;
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walls H = 30 cm) containing two distinct objects (10-15 cm high, 5-8 cm wide). Objects composing each pair
were selected so as to induce similar exploration times in preliminary studies. In the sample trial, mice were
placed in the center of the open-field that contained the two objects placed 20 cm apart, and they were allowed
20 min of free exploration of the objects (Figure 1A). During a 5 min inter-trial interval they were returned to
their homecage and the objects were repositioned at 55 cm (low separation load, easy condition), 45 cm
(medium separation load), or 35 cm (high separation load, difficult condition) apart. After the intertrial interval,
mice were returned to the open field for a 5 min test trial, during which they were able to reinvestigate the
objects in their new arrangement. The time that each mouse spent exploring the two objects was recorded
during both the sample and test trials. An investigation ratio was calculated as: (exploration during the 5 min
test trial) / (exploration during the 5 min test trial + exploration during the last 5 min of the sample trial). Each
mouse was tested on each of the object separations, in a counter-balanced design, during different sessions

over the course of three consecutive days.
Contextual discrimination

The ability to differentiate two similar environments or contexts based on previously acquired memory for one
of the contexts using contextual discrimination fear conditioning tests has been extensively used as a proxy for
contextual pattern separation (McHugh et al., 2007; Sahay et al., 2011a; Kheirbek et al., 2012b; Nakashiba et
al., 2012; Tronel et al., 2012). Overall, in our paradigm adapted from previous studies (Lee et al., 2011; Kheirbek
et al.,, 2012b; Tronel et al., 2012), mice were exposed to contextual fear conditioning in a specific context (A)
and we tested their ability to discriminate this context from a very similar one that shared multiples features
(context B) or from a dissimilar one (context C) (Figure 2A). In context A, the test room was lit with a neon light
(600 lux) and the conditioning chamber (30 x 24 x 22 cm) was lit with an overhead white light; its walls were
made of clear Plexiglas; the floor of the chamber consisted of 42 stainless steel rods, separated by 3 mm, which
were wired to a shock generator and scrambler (Imetronic, Pessac, France). The chamber was thoroughly
cleaned with a 1% acetic acid solution between each mouse. For context B (similar context), the test room was
still lit with the neon light (600 lux), the chamber (30 x 24 x 22 cm) was not lit, and the two sidewalls were
covered with black panels cued with black and white patterns; the front and rear walls as well as the floor
remained the same as in context A and a 1% acetic acid solution was also used to clean the chamber between
each mouse. For context C (dissimilar context), the test room was lit with a fluorescent light (40 lux), the
chamber (30 x 24 x 22 cm) was not lit, the side walls were made of dark grey Plexiglas, and the grid floor was
covered with a plastic laminated sheet. A 5% NaOH solution was used to clean the chamber between each

mouse.

On day 1 mice were pre-exposed to context A for 10 min, and their baseline freezing behavior measured over

the entire session. On day 2, they were allowed to freely explore context A again for 5 min upon which five foot
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shocks (1 mA, 1 s) were delivered at 90 s intervals. Freezing behavior was measured in the 90 s intervals after
every consecutive foot shock. On day 3, the conditioned mice were tested in the same context for 5 min without
any foot shock and their freezing behavior recorded. The next day, animals were assessed for their
discrimination abilities. Mice were placed in context A and were delivered a single foot shock (1 mA, 1 s) after
a 3 min exploration period. Fifteen seconds later, they were returned to their home cage for a 2 hours rest
period upon which half the mice of each experimental group (C vs PS) were exposed to context B for 3 min and
the other half to context C. Freezing behavior in both context A and context B/C was recorded for the first 3
min. of exposure. Freezing levels are expressed as % of the time period or as Discrimination ratios calculated as
follows: Ratio = (freezing percentage in chamber A/(freezing percentage in chamber A + B or C) in which values

higher than 0.5 indicate that mice are able to discriminate the 2 contexts.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed with Statistica 12.0 software (Statsoft). A two-way repeated-measures
Anova with group (C v sPS) and separation load (low, medium, high) was performed on data collected during
the metric separation task. A combination of Student t-tests with group as main factor, of two-way repeated
measures Anova with (group x shock) or (group x context) as main factors were used for comparing freezing
levels in Cand PS mice. LSD post-hoc analysis was performed when appropriate. All data are presented as mean

+ SEM.
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Results
Metric separation is altered in PS mice

Behavioral pattern separation was first measured with a variation of a metric spatial-processing task (Goodrich-
Hunsaker et al., 2008) in which animals are exposed to changes in the metric relationships between 2 objects.
Three conditions with different levels of difficulty were tested (Figure 1A): an easy condition where objects
relocation (55 cm) is very different from their initial position (20 cm) (pattern separation load is low), a medium
condition, and a difficult one where the change in objects metric configuration (35 cm) is subtle compared to
the initial position (20 cm) (pattern separation load is high). All mice displayed habituation to the objects during
the sample phase of the trial as demonstrated by a decrease in investigation duration during the 20 min interval
(data not shown). Analysis of the investigation ratio indicated that mice from both groups showed a decreased
performance when task difficulty was increased from low to high pattern separation load (Figure 1B; load effect
F.256=5.924, p=0.004). Although this decrease was similar for both group (group x load interaction F;56=0.098,
p=0.9), PS mice showed an overall lower ability to detect changes in objects’ positions compared to C mice

(F1,28=4.639, p=0.03), thereby indicating a deficit in metric separation abilities.
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Figure 1: Prenatal stress alters mice abilities to perform metric separation. A) Experimental design of the task.
All mice were tested in the three objects arrangements according to a counter-balanced design over 3
consecutive days. B) Investigation ratio calculated as time investigating the 2 objects during the test phase /
(time investigating the 2 objects during the test phase + during the last 5 min). Control group (C, n=15);
Prenatally-stressed group (PS, n=15); *p<0.05.

Contextual discrimination is altered in PS mice

To test contextual discrimination, mice of C and PS groups were divided into two subgroups (Figure 2A): a similar
context one (tested in similar contexts A and B; Figures 2B to 2F) allowing to measure behavioral pattern
separation abilities and a different context one (tested in contexts A and C; Figures 2G to 2K) allowing to control

for coarse discrimination abilities. On the first day, during context A pre-exposure, both C and PS mice freely
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explored the fear arena without any significant difference in their baseline freezing levels, which remained very

low (similar contexts group: Figure 2B, t,0=0.730, p=0.47; different context group: Figure 2G, t10=0.948, p=0.36).
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Figure 2: Prenatal stress alters mice abilities to discriminate similar contexts. A) Experimental design of the task.
B) to F) freezing responses of mice exposed to the similar contexts A and B; G) to K) freezing responses of mice
exposed to the different contexts A and C. B) G) baseline freezing levels of C and PS mice during pre-exposure to
a neutral A context. C) H) freezing response to the conditioning footshocks. D) I) freezing behavior recorded upon
re-exposure of mice to the conditioning context A. E) freezing levels of C and PS mice exposed to the conditioning
context A (ctx A) and to a similar context B (ctx B). J) freezing levels of C and PS mice exposed to the conditioning
context A (ctx A) and to a different context C (ctx C). F) Comparison of discrimination ratios calculated as freezing
in ctxA / freezing in ctx A + ctx B between C and PS mice. K) Comparison of discrimination ratios calculated as
freezing in ctxA / freezing in ctx A + ctx C between C and PS mice. Similar contexts groups (C n=9; PS n=13);
Different contexts groups (C n=6; PS n=6); * different from control at p<0.05; # different from 0.5 at p<0.05.

When their contextual fear memory was tested in the conditioning context A twenty-four hours later, both C
and PS mice showed an increase freezing response compared to baseline but they did not significantly differ
from each other suggesting that PS does not affect formation of fear memory related to contextual information

(similar context group: Figure 2D, t,0=0.90, p=0.37; different context group: Figure 2I, t10=-0.01, p=0.99).
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Subsequently on the next day, mice from the similar context subgroups were tested in a new context B which
was highly similar to A. As shown in Figure 2E, only C mice exhibited a significant discrimination across the two
contexts with a higher freezing in A than in B, whereas PS mice were generalizing the two contexts (group effect:
F120=0.05, p=0.81; context effect: F1,0=2.52, p=0.12; group x context interaction: F120=6.16, p<0.01; LSD post
hoc test: freezing in A # B in control mice (p=0.015) and not in PS mice (p=0.49)). As a consequence, C and PS
mice differed in their discrimination ratio (Figure 2F, t20=1.95, p=0.05), which was different from 0.5 (the 0.5
value reflects the absence of discrimination) in C mice only (ts=4.62, p=0.001 for C, t13=-0.12, p=0.90 for PS). To
determine whether the deficit in PS mice was specific to the discrimination of closely related contexts or
extended to that of different contexts, which does not require pattern separation, discrimination between
different contexts A and C was also tested. Whatever their life history, mice showed no deficit in distinguishing
A from C (Figure 2J; group effect: F110=0.94, p=0.35; context effect: F110=28.85, p<0.001; group X context
interaction: F1,10=3.54, p=0.08). Consequently, discrimination ratios did not differ between Cand PS mice (Figure
2K, t10=-1.31, p=0.21), and were different from 0.5 for both groups (t¢=2.92, p=0.03 for C, ts=14.12, p<0.001 for
PS).
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Discussion

The present study demonstrates that prenatal stress has a profound negative impact on pattern separation

abilities tested in adult male CD1 mice in two tasks requiring different modalities.

Indeed, in our metric separation test that require animals to process metric spatial information in order to
detect changes in the arrangements of objects (Goodrich-Hunsaker et al., 2008; Chen et al., 2012), PS mice
were impaired compared to control mice at all discrimination distances tested, whether the pattern separation
load was high (task is more difficult) or low (task is easier). As expected, performances of both control and PS

mice decreased with increased complexity.

We confirmed this deficit in a contextual discrimination task based on fear conditioning in which the capacity
of mice to recognize two similar contexts is tested. Results from this study indicate that whereas control mice
are capable of dissociating the context in which they have received foot-shocks from a very similar one, showing
less freezing in the latest, PS mice showed the same level of response in the 2 contexts, indicating their
incapacity to detect the subtle changes that differentiate the conditioning context from a similar one. On the
opposite, both C and PS mice showed good performances at dissociating the conditioning context from a quite
different one, indicating that the deficit observed in PS mice is restricted to similarity detection. This study also
revealed that PS mice were not impaired in contextual fear memory, which is in accordance with previous
studies performed in prenatally-stressed rats (Markham et al., 2010; Wilson et al., 2013). There is however a
strong discrepancy in studies analyzing fear conditioning after prenatal stress, as some studies also reported
specific impairments in contextual fear memory in rats and mice (Griffin et al., 2003; Lee et al., 2011; Chavez et
al., 2021). It is likely that species/strain differences, variations in prenatal stress protocols and contextual fear

memory-testing paradigms, can partly explain these discrepancies.

Behavioral pattern separation has been consistently shown to rely on adult hippocampal neurogenesis, whether
it was tested through spatial discrimination abilities using a delayed-non-matching-to-place task in an eight-arm
radial maze or a touchscreen-based task (Clelland et al., 2009; Creer et al., 2010; Nakashiba et al., 2012), or
through contextual discrimination abilities using a fear-conditioning based task (Sahay et al., 2011a; Nakashiba
et al., 2012; Tronel et al,, 2012). As we and others have previously reported, prenatal stress is associated with
a sharp decrease in cell proliferation over the course of life, leading to deficits in adult neurogenesis (Lemaire
et al.,, 2000; Mandyam et al., 2008; Zuena et al., 2008; Lucassen et al., 2009; Belnoue et al., 2013; Ortega-
Martinez, 2015). It is thus very likely that alteration in adult neurogenesis represents a core mechanism of PS-
induced deficits in pattern separation. Interestingly, pre-pubertal stress, which decreases adult neurogenesis
as well, was also found to disrupt spatial discrimination tested in an object location recognition paradigm slightly
different from ours (Brydges et al., 2018). Taken together with our results, this observation reinforces the

hypothesis that altered hippocampal neurogenesis may be at the core of early life stress-induced disruptions in
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pattern separation. As to the best of our knowledge this study is the only one with ours testing the impact of

early life stress on behavioral pattern separation, this hypothesis awaits further consideration.

Although studies on pattern separation after early life adversity are sparse, prenatal stress has been shown to
impair several other hippocampus-dependent functions such as spatial learning and memory or object location
memory (Lemaire et al., 2000; Ishiwata et al., 2005; Lee et al., 2011; Schulz et al., 2011), all abnormalities that
could actually stem from the deficits in pattern separation that we observed. Indeed, learning and recalling
spatial knowledge was shown to depend upon proper topological and metric spatial information processing,
the latest relying on pattern separation (Goodrich-Hunsaker et al., 2008). Furthermore, the ability to
disentangle incoming information by separating events based on their spatiotemporal similarities, as is
performed in behavioral pattern separation, was proposed to serve as decreasing interference (Marr, 1971;
McClelland et al., 1995; Rolls, 1996), and alteration in the sensitivity to memory interference could explain the
deficits in spatial relational memory that are observed after prenatal stress in the water maze procedure
(Lemaire et al., 2000). In this task, animals released from different starting points need to acquire different
spatial representations of the environment in order to locate the hidden platform. Memory impairment could

thus result from an increase in interference between these different representations that are juxtaposed.

In addition to explain some learning and memory dysfunctions, the altered pattern separation observed in
prenatally-stressed mice bears significant relevance for psychiatricillness. Indeed, in utero stress in humans has
been suggested to be a major risk factor for developing post-traumatic stress disorder (PTSD) in adulthood
(Heim et al.,, 1997; Schwabe et al., 2012); one prominent feature of PTSD patients is their specific and
paradoxical memory alteration in which co-exist recurrent emotional hypermnesia for salient trauma-related
cues, and amnesia for the surrounding traumatic context (Brewin et al., 1996), ultimately impairing their ability
to differentiate the correct predictors of threat from the false predictors in order to restrict their fear response
only to the correct place and cues. As a result, these patients show excessive generalization of fear to
“innocuous” environments that share some aspects of the previously confronted aversive event, provoking
them to initiate inappropriate fear responses (Sahay et al., 2011b). This feature of PTSD is highly reminiscent of
the behavioral profile exhibited by prenatally-stressed mice and suggests a core involvement of pattern
separation deficits, and by extension of adult hippocampal neurogenesis deficits. Although such hypothesis is
currently not possible to test in humans due to the lack of appropriate tools, we hope that further analysis of
these processes and links in our mice model may shed light on some of the pathophysiological mechanisms

involved in the development of PTSD.
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. La Stimulation Optogénétique Des Neurones
Hippocampiques Nés A L’age Adulte Prévient
Le Développement D’une Mémoire De Type

PTSD Induite Par Le Stress Prénatal
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Résumé Général

Points clés :

e Le stress prénatal représente un facteur de risque au développement d’une mémoire de peur
traumatique mesurée dans une tache de conditionnement de peur.

e Au niveau neurobiologique, cette vulnérabilit¢ comportementale s’accompagne d’une
altération de la neurogénese hippocampique adulte se manifestant par une diminution du
nombre de neurones néo-formés.

e La stimulation de ’activité des neurones résiduels lors du conditionnement de peur prévient la

formation de la mémoire traumatique et favorise 1’expression d’une mémoire de peur normale.
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Abstract

Posttraumatic Stress Disorder (PTSD) is a complex neuropsychiatric condition resulting from exposure to
traumatic events that is characterized by disturbances in memory processing and alterations in hippocampal
functioning. PTSD develops in only a subset of individuals who experience triggering stressors or trauma, and
early life insults have been proposed as precipitating factors for PTSD development. Among them prenatal (or
in utero) stress has gained a lot of attention as it is associated with behavioral disturbances reminiscent of PTSD,
it alters hippocampal functioning, and reduces adult neurogenesis in the hippocampus, a process that has been

proposed to control the switch from adaptive fear memory to maladaptive PTSD-like fear memory.

This led us to test the hypothesis that prenatal stress could constitute a risk factor for the development of an
abnormal PTSD-like memory, and that adult-born neurons (abNs) could be involved in this phenotype. By using
optogenetic approaches to stimulate the activity of adult-born neurons combined with a unique behavioral
model that recapitulates both the sensory hypermnesia and contextual amnesia that characterize PTSD-like
memory, we have shown that (1) prenatal stress is a risk factor for increased vulnerability to develop PTSD-like
memory deficits after trauma exposure in adulthood, and (2) that stimulating the activity of 6-week old neurons
prevents this pathological memory profile and favors the development of a normal adaptive memory. This
research sheds light on the connection between early life stress and PTSD vulnerability, emphasizing the
significance of abNs in mitigating the impact of prenatal stressors. Further understanding of the mechanisms

involved could pave the way for potential prevention or treatment of PTSD.

Key words: mice, prenatal stress, PTSD, neurogenesis, optogenetics
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Introduction

Posttraumatic Stress Disorder (PTSD) is a complex neuropsychiatric disorder that may arise in the aftermath of
traumatic event exposure (American Psychiatric Association, 2013). A hallmark feature of PTSD is perturbation
in memory processing, with individuals often exhibiting both an involuntary emotional hypermnesia for some
salient cues, and a declarative amnesia for the surrounding context of the trauma (Brewin and Holmes, 2003;
Ehlers et al., 2004; Desmedt et al., 2015; Brewin, 2016). These memory disturbances often lead to persistent
and distressing intrusive symptoms, significantly impacting the quality of life of affected individuals. The core of
memory impairments in PTSD largely revolves around the deficient contextual integration of traumatic
memories, which exacerbates the intrusive symptoms as these memories are easily triggered by unrelated
internal or external cues (Brewin and Burgess, 2014; Garfinkel et al., 2014; Desmedt et al., 2015; Liberzon and
Abelson, 2016; Al Abed et al., 2020). Therefore, the hippocampus, central to contextual memory encoding and
retrieval, has received substantial attention in PTSD research due to its potential involvement in the disorder's
pathophysiology. Numerous studies have documented reduced volume (Bremner et al., 1995; Apfel et al., 2011;
Zhang et al.,, 2011; Logue et al., 2018) and functional (Bremner et al., 2003; Astur et al., 2006; Milad et al., 2009;
Hayes et al., 2011) alterations within the hippocampus in individuals with PTSD. Interestingly, the hippocampus
isamong the rare brain regions that exhibit plasticity throughout adulthood via adult hippocampal neurogenesis
(Abrous et al., 2005, 2021; Toni and Schinder, 2015). Adult-born neurons (abNs) generated in the dentate gyrus
are implicated in various hippocampal-dependent functions, including contextual memory (Drew et al., 2010;
Huckleberry et al., 2018), pattern separation (Clelland et al., 2009; Tronel et al., 2012), and cognitive flexibility
(Dupret et al., 2008; Burghardt et al., 2012). Recent findings from our team also suggested that abNs could
serve as a protective factor against the development of PTSD-like memory features in a mouse model of this

condition (Kaci et al., in prep).

Despite the commonality of traumatic event exposure, with around 70% of individuals experiencing such events
during their lifetime, only a subset will develop PTSD (Kilpatrick et al., 2013; Kessler et al., 2017). Research for
identifying risk or vulnerability factors has led to the recognition of both genetic and environmental contributors
(Bomyea et al., 2012; Mehta and Binder, 2012). Interestingly, the Developmental Origins of Health and Disease
hypothesis emphasizes the significant role of early life environmental factors in shaping an individual's
susceptibility to various health conditions (Gillman, 2005; Gluckman et al., 2007, 2010; Wadhwa et al., 2009).
In this context, prenatal stress (PS), has garnered substantial attention due to its programing effect on the
developing brain, associated with detrimental offspring health and developmental outcomes (Beydoun and
Saftlas, 2008; Charil et al., 2010; Glover et al., 2018). While PS correlates with an increased risk for
psychopathologies in adulthood, including PTSD (Heim et al., 1997; Yehuda et al., 2010; Huizink and de Rooij,
2018), the precise mechanisms underlying this vulnerability remain elusive. Animal models of PS have provided

invaluable insights, highlighting its long-term deleterious impact on the hippocampus, and notably on adult
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hippocampal neurogenesis. Studies in non-human primates and rodents have consistently shown a decrease in
cell proliferation and adult neurogenesis following PS exposure (Lemaire et al., 2000; Zuena et al., 2008; Koehl
et al.,, 2009; Lucassen et al., 2009; Belnoue et al., 2013; Ortega-Martinez, 2015), raising the possibility for these
alterations to be causally involved in behavioral vulnerability of PS-exposed individuals. Supporting this
hypothesis, recent evidence points to impaired pattern separation abilities in PS-exposed mice, a function
sustained by abNs, hinting at a significant involvement of these abNs in the behavioral deficits induced by PS

(Rajendran et al., 2022).

Altogether, in light of the perturbations in adult neurogenesis observed in PS, and of the crucial role abNs play
in mediating the memory disturbances characteristic of PTSD, we hypothesized that PS could lead to increased
vulnerability to develop PTSD-like memory impairments, and that abNs might be central in this vulnerability. To
address this hypothesis, control and prenatally-stressed mice were exposed to a fear conditioning paradigm
that allows to test both aspects of PTSD-like memory (Kaouane et al., 2012). Involvement of abNs was then
tested using optogenetic stimulation of this neuronal population. Our results indicate that PS promotes the
formation of PTSD-like memory following mild stressor exposure during adulthood, along with decreased

neurogenesis, and that restoration of normal activity of abNs prevents this PS-induced vulnerability.
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Materials and methods
Animals

Six weeks old female C57BI/6J mice (Charles River or Janvier, France) were collectively housed under an inverted
12h light/12h dark cycle (lights on from 8 pm to 8 am) in a temperature- (22+/-3°C) and humidity-controlled
facility. Animals had ad libitum access to food and water. After a 1-week habituation to the housing conditions,
females were mated with 7 weeks old C57BI/6) males (Charles River or Janvier, France) according to a 3
females/1 male breeding design. Pregnancy was determined by the presence of a vaginal plug checked once a
day under red light at the beginning of the dark phase. Upon plug detection (gestation day GD 0), each female
was removed from the breeding couple and individually housed. All experiments were performed in accordance
with the recommendations of the European Union (2010/63/UE) and were approved by the ethical committee
of the University of Bordeaux (#12873, #21726). All efforts were made to minimize animal suffering, and reduce

the number of animals used.

Gestational stress

Gestational stress was carried out from day 12 of gestation until parturition (~GD18) according to a procedure
set up in our lab (Belnoue et al.,, 2013, 2016). Briefly, females were restrained in plastic transparent cylinders
(50 mL Falcon tubes, 3 cm diameter, 11 cm long) for 45 min three times per day under bright light during the
dark phase (9am, 1pm, 5pm). Stress sessions took place in a room adjacent to the housing room, and females
were maintained in the stress room for at least 1h after each stress session. Except for cage changes and body
weight check performed on the same gestation day for stressed and control mice, control mothers were left
undisturbed throughout gestation and were housed in the same room as stressed mothers. After delivery, dams
and pups were left undisturbed, except for cage change until weaning (22nd day post-partum). At weaning,
animals were switched to a normal light/dark cycle (lights on from 8am to 8pm) and only males originating from
litters containing between 4 and 8 pups with a nearly equal distribution between males and females were kept
and group-housed with cagemates originating from different mothers. Two groups were thus constituted: a

Prenatally-Stressed group (PS) and a Control group (C).

Three independent experiments were conducted to generate animals included into the study: experiment 1
aimed at exploring the influence of prenatal stress on the development of a PTSD-like memory; experiment 2
aimed at linking the behavioral results with adult neurogenesis; experiment 3 was designed to test whether
manipulating adult-born neurons activity was sufficient to prevent the development of a PTSD-like memory. For
the 3 experiments, stress induced a decrease in body weight gain of pregnant females during gestation (Figure
S1, and was associated with a shortening of gestation length with no overall effect on mean number of pups

per litter (which was different only in experiment 3) or sex ratio (Supplementary Table 2).

Behavioral assessment: vulnerability to PTSD-like memory
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To assess the impact of prenatal stress on mice propensity to develop abnormal fear memory, we used the only
model currently available that allows the assessment of both memory components of PTSD in mice (i.e.,
emotional hypermnesia and contextual amnesia) (Kaouane et al., 2012). All experiments (Figure 1A, 2A, 3A)
were performed during the light phase, and before each set of experiment, mice underwent a 3-day daily
handling session (~4-5 minutes / day) during which they were gently used to being handled for experiment 1
and 2, and habituated to being attached to the optic fiber patch cords (diameter 200um, Thorlabs) for the

experiment involving optogenetic manipulation of abN’s activity (experiment 3).

Pre-exposure (Day 0): mice were individually placed for 4 min into an opaque PVC box (30 x 24 x 22 cm) with an
opaque PVC floor, serving as the safe context (10 lux, wiped with 1% acetic acid between each session). Mice
used in experiment 3 were individually attached to the optic fibers connected to a rotary joint to allow free
moving exploration during the entire session. This pre-exposure phase allows mice to acclimate and become

familiar with the chamber later used for the tone re-exposure test.

Acute mild stress (Day1): In the original protocol developed by Kaouane et al. (Kaouane et al., 2012), a 20-min
restraint stress or a corticosterone injection was performed immediately after conditioning. In the modified
protocol that we used, we performed a 30-min restraint stress under bright light (100 Lux) in the second half of
the light phase (~4pm) on the day preceding conditioning. All mice from C and PS groups were taken to a neutral

room and placed into a perforated 50 mL Falcon® tube allowing air circulation.

Conditioning (Day 2): During the first half of the light phase, mice were placed into a transparent Plexiglas
conditioning chamber (30 x 24 x 22 cm) in a brightly lit environment (110 lux) that gave them access to different
visual / spatial cues of the experimental room. The floor of the chamber consisted of 30 stainless-steel rods (5
mm diameter), spaced 5 mm apart and connected to a shock generator. The box was wiped with 70% ethanol
before each trial. All animals were trained with a tone-shock unpairing procedure in which the tone was non-
predictive of the footshock occurrence. Briefly, each mouse was placed in the conditioning chamber for a 3.52
min session during which it received two foot-shocks (squared signal: 0.4 mA, 50 Hz, 1 s) and was presented
with 2 tone deliveries (70 dB, 1 kHz, 15 s) following a pseudorandom distribution. Precisely, 100 s after being
placed in the box, mice received a shock, followed by a 20 s interval before the first tone presentation. Then,
after a 30 s interval the same tone was presented again. A 30 s delay preceded the second shock, and 20 s after,
mice were returned to their home cage. This training procedure promotes the processing of contextual cues in
the foreground and thus the selection of the conditioning context (i.e., a set of static background contextual

cues and odor that constitutes the environment in which conditioning takes place) as the predictor of the shock.

This conditioning chamber is equipped with a LED (Plexon®) set up at 470nm to allow the activation of ChR2;
the LED is connected to a rotatory joint to avoid tangling of the patch cords connected to the intra-dentate

optic fibers, and throughout the entire conditioning session, mice from experiment 3 were subjected to light
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stimulation (20 Hz, 15 ms pulse duration) in order to activate abNs. Light power was adjusted individually for

each mouse to ensure an approximate delivery of ~¥5.5 mW in the brain.

Memory Tests (Day 3): 24 hours after conditioning, fear memory was evaluated in two different tests, which
both lasted 6 min and were separated by a 2h interval, during which mice were recorded for off-line scoring of
behavior. Freezing behavior, defined as the absence of movement except for respiratory-related ones, was used
as an index of conditioned fear response: second-by-second scoring was done in 3 blocks of 2 minutes for each
test by an observer blind to the experimental groups. During the first memory test (Tone Test), mice were re-
exposed to the safe context for 6 minutes, including a 2-minute block before tone presentation, a 2-minute
block with tone presentation, and a final 2-minute block after tone presentation. Conditioned response to the
tone is expressed by the percentage of freezing during the tone presentation compared to the levels of freezing
expressed before and after tone presentation (repeated measures on three blocks of freezing). The strength
and specificity of this conditioned fear are attested by a ratio that considers the percentage of freezing increase
to the tone with respect to a baseline freezing level (i.e., pre- and post-tone periods mean). Indeed, a strong
and specific conditioned fear to the discrete tone CS implies a lower level of freezing when the shock is not
expected (i.e., 2min before and 2min after the tone presentation) compared to the freezing level expressed
during the tone presentation (high ratio value). The tone ratio is calculated as follows: [% freezing during tone
presentation—- (% pre-tone period freezing + % post-tone period freezing) / 2] / [% freezing during tone
presentation + (% pre-tone period freezing + % post-tone period freezing) / 2]. Two hours later, mice were re-
exposed to the conditioning context (Context Test) for 6 minutes. Percentage of freezing to the context was
calculated as the percentage of total time spent freezing during the successive three blocks of 2 minutes. While
the first block is the critical block attesting of difference between mice that were conditioned to the context
and mice that were not or less conditioned, the following two blocks are presented to assess a gradual

extinction of the fear responses in the absence of shock.
During both test sessions, mice from experiment 3 were connected to the optic fibers without any light.

PTSD score calculation

A Z-score representing the intensity of PTSD-like memory symptoms, and integrating both the contextual and
the cued responses, was calculated for each mouse. Z-scores indicate how many standard deviations (o) an
observation (X) is above or below the mean of a control group (1) and is calculated as follows: Z = (X-u)/ o where
X represents the individual data for the observed parameter, u and o represent the mean and the standard
deviation for the control group, respectively (Guilloux et al., 2011). Z scores values were calculated individually
for the tone test and the context test using the following parameters: for tone test, X = Freezing tone — Freezing
pre-tone; for context test, X = Freezing max 0-2 min — Freezing 0-2 min. PTSD score was calculated as (Z tone +

Z context)/2.
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BrdU injections

At 15wks of age, mice from experiment 2 (Figure 2A) were injected with Bromo-deoxyuridine (BrdU, 100 mg/kg

dissolved in 0.9% NaCl, 1 daily injection during 5 days) six weeks before undergoing fear conditioning.

Virus production

The murine Moloney leukaemia virus-based retroviral vector expressing the excitatory optogene
ChanelRhodopsine (ChR2-eGFP) was generated by Dr S. Ge (Gu et al., 2012). High titers of retroviruses (~1.85 x
108) were prepared with a human 293-derived retroviral packaging cell line (293GPG) kindly provided by Dr
Dieter Chichung Lie (Friedrich-Alexander Universitat Erlangen-Nirnberg, Erlangen, Germany). Virus-containing
supernatant was harvested three days after transfection with Lipofectamine 2000 (Thermofisher). This
supernatant was then cleared from cell debris by centrifugation at 3500 rpm for 15 min and filtered through a
0.45 um filter (Millipore). Viruses were concentrated by two rounds of centrifugation (19,500 rpm 2 h) and

resuspended in PBS.

Stereotaxic injection of virus and optic fibers implantation

At 15wks of age, mice from experiment 3 (Figure 3A) were anesthetized using a mix of air and 5% isoflurane in
induction boxes and then maintained under 2% isoflurane for the duration of surgery in the stereotaxic frame.
Subcutaneous injections of Metacam (5mg/kg) and a mixture (0.1mL per mouse) of Lidor (7mg/kg, dilution 1:2),
Bupivacaine (8mg/kg, dilution 1:4) and NaCl (0.9%, dilution 1:4) were administered for analgesia and local
anesthesia, respectively. In a first step, bilateral injections of rv-ChR2-eGFP were made into the dentate gyrus
(coordinates from bregma: -2.0 mm posterior, 1.8 mm lateral, -2.2 mm ventral). Injections were carried out
using a glass micropipette connected to a Nanoliter 2020 injector (WPI) (1.5 pL per injection at a flow rate 0.25
uL/min). Micropipettes were maintained in position for an additional 5 minutes at the end of the injections to
allow for proper diffusion of the virus. In a second step, optic fibers were implanted. Two anchor screws were
fixed (one in the anterior area and one in the posterior area). Two home-made optic fibers implants (length:
3mm, diameter: 200um, numerical aperture: 0.39, flat tip, Thorlabs) were then lowered above the injection
sites (coordinates from bregma: -2.0 mm posterior, +1.8 mm lateral, -1.8 mm ventral). Super-Bond dental
cement was applied to secure the implants to the skull, and additional stitches were made, if necessary, when
the cement dried. Mice were placed in a recovery chamber (34°C) until awakening and then returned to their
home cage. For 3 days after surgery, mice received post-operative care and were closely monitored daily. After
post-mortem controls, only mice with proper viral infection and correct placement of fibers were included in

the study.

Immunohistochemistry and stereological analysis

Ninety minutes (experiment 2) or one week (experiment 3) after fear conditioning, mice were anesthetized and

perfused transcardially with 0.1M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4), followed by 4% buffered
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paraformaldehyde (PFA). Brains were collected and post-fixed in PFA at 4 °C for a week. Subsequently, 40 pm-
thick coronal serial sections (10 series for experiment 2, 6 series for experiment 3) were cut using a vibratome
(Leica) and stored in cryoprotectant medium (30% ethylene glycol, 30% glycerol in KPBS) at —20 °C before
staining. Free-floating sections were processed in a standard immunohistochemical procedure in order to
visualize BrdU (1/1000, Accurate OBT0030) or GFP (1/8000, Millipore AB3080P)-labeled cells. Briefly, after
washing in PBS, sections were treated with methanol and 0.5% H202 for 30 min. Sections for BrdU labeling
were washed again in PBS before incubation in a 2 N HCl solution (30 min at 37 °C). All sections were then
washed in PBS and incubated in a blocking solution containing 3% normal serum and 0.3% Triton X100 in PBS
for 45 min at room temperature. They were then incubated for 48 h at 4 °C with the primary antibodies diluted
in the blocking buffer. Two days later, sections were incubated with biotin-labeled secondary antibodies diluted
in PBS—0.3% Triton X100—1% normal serum, and immunoreactivities were visualized by the biotin—
streptavidin technique (ABC kit; Dako) with 3,3'-diaminobenzidine (DAB) as chromogen. The number of
immunoreactive (IR) cells throughout the entire granular and subgranular layers of both the left and right DG

was estimated using the optical fractionator method.

To analyze the number of BrdU-IR cells also expressing the immediate early gene cFos (experiment 2), double
immunofluorescent BrdU-cFos labeling was performed; floating sections were first treated with 2 N HCI (30 min
at 37 °C), incubated for 45 min in PBS containing 5% goat normal serum and 0.3% triton-X-100, followed by 72
h of incubation with a mixture of rat anti-BrdU (1/1000; Accurate OBT0030) and rabbit anti-cFos (1/1000, Cell
Signaling Technology) antibodies in PBS-Triton-X-100. Immunoreactivities were revealed with Alexa 488 goat
anti-rat (1/1000, Invitrogen A11001) and Cy3 goat anti-rabbit (1/1000, Jackson 112-165-062) secondary
antibodies. Sections were mounted on glass slides and coverslipped with polyvinyl alcohol mounting medium
with 1,4-diazabicyclo[2.2.2] octane (PVA-DABCO). The percentage of BrdU labeled cells co-expressing cFos was
determined throughout the DG. For each animal, BrdU-positive cells were randomly selected and analyzed for
coexpression with cFos using a confocal microscope (DMR TCS SP2; Leica Microsystems) and 1 um interval steps

of analysis.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 10 software (GraphPad v10.0.3; GraphPad Software
LLC). No statistical methods were used to predetermine sample sizes, but our sample sizes are similar to those
generally employed in the field. All mice were assigned to different experimental conditions randomly.
Investigators were blind to group allocation in behavioral experiments. The statistical test, sample size (n), and
detailed results of each analysis are indicated in the supplementary table 2. Graphs represent mean values *

SEM. A 95% confidence interval was used for statistical comparisons.
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Results

Prenatal stress increases vulnerability to PTSD-like memory

To first determine whether prenatal stress (PS) was associated with PTSD-like memory impairments, we tested
PS and control (C) mice in a modified version of a fear conditioning paradigm that allows to qualitatively
discriminate between normal and pathological PTSD-like fear memory (Kaouane et al., 2012; Al Abed et al.,
2020). Briefly, this paradigm relies on a contextual fear conditioning wherein two auditory tones are also
presented but unpaired to two mild electric foot-shocks (Fig. 1a, Day 2). As such, the environment or “context”
of the conditioning session becomes the only relevant predictor of the threat. In the original paradigm, the
combination of conditioning and corticosterone injection leads to the development, 24h later, of a maladaptive
memory characterized by a strong fear of the tone and marginal fear of the conditioning context compared to
Vehicle injected mice who display a normal adaptive fear memory with a strong response to the conditioning
context and no specific response to the tone presentation. In order to analyze whether prenatal stress increases
vulnerability to develop an abnormal fear profile, we reasoned that because PS mice exhibit difficulties coping
with stress (Weinstock, 2008; Green et al., 2011), PTSD-like memory could be triggered in them with a low level
of stress that would not affect control mice. We thus modified the original paradigm and submitted control and
PS mice to a short 30 min restraint stress session the day before conditioning (Fig. 1a, Day 1). Memory
performance assessments were conducted 24 hours after conditioning using two distinct tests. The structure
of each test comprised three blocks of two minutes, and served to evaluate both the response to the tone in a
familiar context (tone test) and the response to the conditioning context (context test) (Fig. 1a, Day 3). Freezing

was used as a proxy for fear memory.

During the tone test, PS mice exhibited higher fear response during tone presentation than C mice, while they
did not differ during pre- and post-tone blocks (Fig. 1b, block X stress interaction: F2,40 = 7.214, p < 0.01; LSD
post hoc test p =0.0243 during the tone block). This exacerbated response was further confirmed by an analysis
of the tone ratio (Fig. 1c, t20 = 2.918, p < 0.01) which represent the specific response to the tone compared to
pre-and post-tone periods. Two hours later, mice were re-exposed to the conditioning context to evaluate their
contextual memory. A significant block X stress interaction was revealed, with a decreased fear response during
the first block of the test for PS mice compared to C mice (Fig. 1d, block X stress interaction: F2,40 = 6.683, p <
0.01; LSD post hoc test p = 0.0125 during the first block). This first two-minutes block is the most representative
for evaluating contextual memory performances, since, in the absence of shock, fear extinction occurs,
potentially diminishing group differences after that. Specific analysis of this first block hence revealed this
decreased contextual fear memory for PS mice (Fig. 1e, t20 = 2.809, p < 0.01). To note, a strong trend was also
observed when analysis was done over the entire test duration (Fig. S2, t20 = 2.030, p = 0.058). To encapsulate

the intensity of PTSD-like memory symptoms, a z-score computation was performed, integrating both the
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response to the tone and memory for the context. This PTSD score was significantly higher in PS mice (Fig. 1f,
t20=3.677, p < 0.01). Overall, these results show that PS induces the formation of a PTSD-like memory profile

after exposition to light stress during adulthood, while this is not the case for control mice.
Prenatal stress is associated with a decrease of adult hippocampal neurogenesis

Stress, and particularly PS, have been shown to reduce adult hippocampal neurogenesis (Lemaire et al., 2000;
Belnoue et al., 2013). Our next goal was thus to determine to which extent PS affect abNs number and activity
during our fear conditioning paradigm. PS and control mice were injected with 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU)
to label newborn cells and six weeks later were exposed to the same paradigm as for experiment 1, but
sacrificed 90 minutes after conditioning (Fig. 2a). The number of 6-week-old BrdU immunoreactive cells was
significantly decreased by 22% in PS mice (Fig. 2c, t24 = 2.100, p < 0.05). Analysis of abNs activity during fear
conditioning was performed using BrdU-cFos labeling. The percentage of BrdU-cfos positive cells did not differ
between PS and control groups, with a relatively low number (~1%) of double-labeled neurons (Fig. 2d,

preliminary data t6 = 0.5041, p = 0.6322).
Activating adult-born neurons prevents PTSD-like memory in prenatally-stressed mice

We recently reported that abNs are necessary for normal fear memory formation, and that abNs’ activation
under traumatic conditions promotes resilience towards PTSD-like memory (Kaci et al., in prep). Because adult
hippocampal neurogenesis was impaired in PS mice, we next investigated whether activating abNs could also
prevent PS-induced vulnerability to PTSD-like memory. PS and control mice were injected with a retroviral
vector expressing the activating optogene Channelrhodopsin 2 (rv-ChR2-eGFP) and after a six-week interval,
were subjected to the same fear conditioning paradigm as in Experiment 1 (Fig. 3a). During conditioning, half
of the mice were illuminated to selectively activate abNs (groups On), while the others were not (groups Off).
In the tone test, we replicated findings from Experiment 1 with PS-Off seemingly showing increased fear
response during tone presentation compared to C-Off mice, while this increase was not present in neither PS-
On nor C-On mice (Fig. 3b, block X stress X light interaction: F2,72 = 5.802, p < 0.01). Analysis of the tone ratio
confirmed an increased tone conditioned response in PS-Off group compared to the three other groups (Fig.
3¢, stress X light interaction: F1,36 = 8.753, p < 0.01; LSD post hoc test p < 0.001 for PS-Off vs. other groups). In
asimilar manner, a significant interaction was found in the context test (Fig. 3d, block X stress X light interaction:
F2,72 =3.448, p < 0.05), with PS-Off mice showing decreased fear response compared to other groups. Specific
analysis of the first block indeed revealed a significant decrease in the percentage of time freezing in PS-Off
mice, thus revealing an impaired contextual memory compared to the other groups (Fig. 3e, stress X light
interaction: F1,36 = 5.696, p < 0.05; LSD post hoc test p < 0.01, < 0.05 and < 0.05 for PS-Off vs. C-Off, C-On and
PS-On, respectively). It is to note however that this effect did not reach significance when freezing during the

whole session was analyzed (Fig. S3a, stress X light interaction: F1,36 = 3.137, p = 0.0850; main effect of stress
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was significant at p < 0.01). Again, to compare PTSD-like memory impairments between groups, a PTSD score
was calculated, using C-Off mice as the reference group. PS-Off mice exhibited a significantly higher score,
compared to C-Off mice, while this increase was not observed in neither C-On nor PS-On groups (Fig. 3f, stress
X light interaction: F1,36 = 11.00, p < 0.01; LSD post hoc test p < 0.0001, < 0.01 and < 0.01 for PS-Off vs. C-Off,
C-On and PS-On, respectively). In a follow-up, mice were sacrificed one-week post-experimentation, and GFP
was labeled to quantify the number of abNs expressing the virus and exclude non-labeled animals. Given the
established notion that abNs may exert differential impacts based on their dorso-ventral localization, we
examined the distribution of labeled cells. All groups displayed similar distribution of GFP-labeled cells across
the dorso-ventral axis of the dentate gyrus (Fig. 3h), with a higher number of cells labeled in the ventral dentate
gyrus relative to its dorsal part for all groups (Fig. S3b). Consequently, the total number of GFP-labeled cells did
not differ between our groups (Fig. 3i). Overall, these results confirm that PS-mice are more prone to develop
PTSD-like memory following adult stress, compared to C-mice. Activating abNs in PS-mice prevents the

apparition of such phenotype, while it as no effect on C-mice.
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Discussion

This study unveils for the first time the significant association between prenatal stress and vulnerability to PTSD-
like memory during adulthood. Furthermore, the results presented here delineate a notable influence of adult
hippocampal neurogenesis in mediating this association, as optogenetically activating adult-born neurons
shifted this pathological memory towards a normal adaptive memory framework. This dual discovery not only
underscores the profound long-term impact of prenatal stress on stress susceptibility during adulthood, but

also identify adult hippocampal neurogenesis as a potential prevention target.

Prenatal stress is a risk factor for PTSD-like memory

In our initial experiment, we subjected both prenatally stressed (PS) and control mice to a regimen of mild acute
stress during adulthood, followed by a fear conditioning paradigm designed to assess PTSD-like memory
symptoms. Our findings reveal a pronounced impairment in fear memory among the PS mice who exhibit all
characteristics of a PTSD-like memory. In contrast, control mice exhibited a normal adaptive memory response,
where the context is chosen as the only predictor of threat, thereby triggering a fear response exclusively in
response to context re-exposure and not to the unpaired tone. This result is in line with the abundant data in
the human literature establishing a link between early adversity (loss of a parent, maltreatment, sexual abuse)
and the development of psychiatric illnesses (Clark et al., 2010; Green et al., 2010; MclLaughlin et al., 2012), and
more specifically with data indicating that in utero stress represents a major risk factor for developing post-
traumatic stress disorder following exposure to trauma in adulthood (Heim et al., 1997; Schwabe et al., 2012),
However, the exploration of prenatal stress exposure and its implications for PTSD vulnerability in animal
models has been relatively limited. This gap primarily arises from challenges in developing an appropriate
experimental framework. Indeed, studies in rodents have generally inferred this vulnerability based on the
behavioral abnormalities seen in prenatally-stressed animals, such as heightened anxiety and depression-like
behavior (Valle et al., 1997; Koehl et al., 2001; Morley-Fletcher et al., 2003), or impaired fear extinction (Green
et al., 2011; Wilson et al., 2013) which are reminiscent of PTSD symptoms (American Psychiatric Association,
2013). Although these symptoms are indeed exhibited by PTSD patients, they can also be expressed
independently of trauma exposure, and are thus not representative of PTSD (Brady et al., 2000). Our novel
approach to assessing PTSD-like memory illuminates that beyond these non-specific behavioral abnormalities,

prenatal stress also triggers an abnormal memory profile, a distinct hallmark of PTSD.

Interestingly, in this study, we used a modified version of a paradigm in which PTSD-like memory can be induced
by corticosterone injection post-conditioning (Kaouane et al., 2012). Instead, we posited that exposing mice to
a mild acute stressor before conditioning would trigger a susceptible state only in PS mice, leading to the
formation of PTSD-like memory exclusively in this group. Our data substantiated this hypothesis, as control mice

manifested a normal adaptive fear memory despite stress pre-exposure. This finding aligns well with the 2-hit
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hypothesis model of stress, whereby an initial 'hit' during a critical developmental period, like prenatal stress,
primes the individual, and a second 'hit' later in life, such as adult stress exposure, manifests the susceptibility
to psychiatric disorders (Daskalakis et al., 2013). However, future investigation of the effect of PS without
subsequent exposure to stress in adulthood are needed to confirm this interaction. It is noteworthy that
contextual memory impairments have been posited and evidenced to be at the origin of PTSD-like memory
(Desmedtetal., 2015; Al Abed et al., 2020). The literature regarding the effects of PS on contextual fear memory
under basal condition (i.e. without additional stress during adulthood) is scarce and often report contrasting
results, ranging from heightened (Griffin et al., 2003) to unaffected (Wilson et al., 2013) contextual fear memory
in PS animals. In a prior study, where the same prenatal stress protocol was applied, we did not discern any
significant impact of prenatal stress on contextual memory acquisition, although impaired contextual
discrimination abilities were distinctly observed in PS mice (Rajendran et al., 2022). Collectively, these findings
hint at the possibility that contextual memory may remain unscathed by PS under basal conditions, suggesting
that vulnerability to PTSD-like memory may not be impacted in the presence of prenatal stress alone, although

this hypothesis necessitates verification within our specific model.

Prenatal stress is associated with altered neurogenesis capacities

Having established a robust model to delineate the vulnerability to PTSD-like memory arising from prenatal
stress, our investigative lens then shifted toward unveiling the neurobiological underpinnings of this
vulnerability. Adult-born neurons (abNs) emerged as a prime focus of our inquiry due to (1) existing evidence
of their impairment by prenatal stress (Lemaire et al., 2000) and (2) recent evidence of their role in PTSD-like
memory formation (Kaci et al., in prep). In particular immature (6-weeks old) abNs have been shown to be both
necessary and sufficient for the formation of normal adaptive fear memory following conditioning. We
therefore directed our focus toward this specific neuronal population, and in an initial set of experiments, we

examined the effect of prenatal stress on adult neurogenesis.

Consistent with our previous studies performed in rats (Lemaire et al.,, 2000; Koehl et al., 2009) and mice
(Belnoue et al., 2013) and with studies from the literature (Mandyam et al., 2008; Zuena et al., 2008; Lucassen
et al., 2009; Ortega-Martinez, 2015), we report here that prenatal stress is associated with a decreased number
of newborn cells in adulthood. However, using c-Fos as a proxy for neuronal activity, we did not find any
difference between control and PS mice in the proportion of activated 6-week-old abNs. Despite the preliminary
nature of these data (small number of animals analyzed), it is noteworthy to mention the markedly low
percentage of activated newborn cells, potentially indicating a lack of engagement of this cell population in our
task. This assertion would stand in line with several studies form the literature proposing that abNs may not be
indispensable for contextual fear conditioning (Shors et al., 2002; Dupret et al., 2008; Tronel et al., 2012). This
conclusion has however been challenged by other studies indicating an involvement of abNs in contextual

memory. Notably, diminished fear responses have been documented following the attenuation of adult
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hippocampal neurogenesis (AHN) through irradiation (Saxe et al., 2006; Winocur et al., 2006; Wojtowicz et al.,
2008) or transgenic interventions (Saxe et al., 2006; Imayoshi et al., 2008) prior to contextual conditioning.
Various elements, such as the method of AHN manipulation, the age of the manipulated abNs, the interval
between encoding and testing, along with the intensity of the administered shock have been pinpointed as
potential confounding factors that could elucidate these discrepancies (Drew et al., 2010; Gu et al., 2012; Denny
et al,, 2014; Kumar et al., 2020; Hernandez-Mercado and Zepeda, 2022). Although a thorough examination of
abNs activity amid PTSD-like memory formation remains pending, we recently established that abNs inhibition
fosters PTSD-like memory, thereby implying the requisite of this population's activity for normal fear memory

formation (Kaci et al., in prep).

A more plausible explanation for our findings might stem from methodological challenges. Specifically, c-Fos
expression may not directly reflect neuronal activity, especially within this immature abN population. This
cohort of immature neurons displays distinctive attributes, notably an augmented excitability. A recent study
delineates that even when active, these immature neurons are less prone to express immediate-early genes
such as c-Fos (Parylak et al., 2023). Moreover, while immediate-early genes (IEGs) are frequently used
interchangeably as indicators of neuronal activation, inconsistencies between cFos and Zif268 expression have
been reported in the context of spatial reference memory (Farina and Commins, 2016), as well as after training
in a spatial working memory task (Shires and Aggleton, 2008). A comparable analysis within our fear
conditioning paradigm, or alternatively, conducting direct in vivo electrophysiological recordings, could
elucidate whether this task is associated with a specific activation of abNs and whether PS alters this activity.
Finally, it is pivotal to consider that abNs receive diverse inputs depending on their localization along the dorso-
ventral axis and between the supra- and infrapyramidal blades of the dentate gyrus (Wu et al,, 2015; Luna et
al., 2019). Such differential inputs could potentially obscure specific effects of PS on different subpopulation of
abNs when the entire dentate gyrus is analyzed as a singular entity. A more nuanced analysis that delineates
the sub-regions and blades of the dentate gyrus is therefore also needed. Despite this inconclusive result
regarding abNs activity and in light of our demonstration of their role in controlling the switch from normal to
pathological fear memory, we next investigated whether acting on adult-born neurons could prevent this
vulnerability.

Activating abNs prevents the development of a PTSD-like memory in prenatally-stressed
mice

Importantly, we report that stimulating the activity of immature 6-week-old abNs is sufficient to counteract the
establishment of a maladaptive memory for both the contextual and sensory/emotional elements of the trauma
in prenatally-stressed animals, suggesting that alteration of AHN may contribute to early-life induced

vulnerability to PTSD.
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As highlighted in the preceding section, should future investigations unveil that PS attenuates abNs activity,
then the optogenetic activation of abNs could potentially counteract this PS-induced decrease therefore
restoring normal processing within the hippocampus. Nonetheless, even if that was not the case, the specific
role of this neuronal population in orchestrating dentate gyrus activity might explain the observed effects.
Particularly, immature abNs have been documented to promote sparse activity within the broader hippocampal
network, thereby facilitating efficient mnemonic information representation (Niibori et al., 2012; Drew et al.,
2016). A recent innovative investigation employing both optogenetics and in vivo electrophysiological
recordings assessed the impact of abNs activation and inhibition on hippocampal firing dynamics and provided
evidence for this (McHugh et al., 2022). This study indeed showed that activation of immature abNs fostered
sparse activity not only in the dentate gyrus but also throughout the hippocampus. It has been proposed that
this modulation is facilitated through both direct transient interactions with other granule cells within the
dentate gyrus (Luna et al., 2019) and indirect feedback inhibition (Drew et al., 2016). Given our findings that PS
reduces the number of abNs, it is plausible that it may attenuate the role of abNs in sparse representation,
consequently impairing memory accuracy. In line with this, studies have pointed to a general increased activity
within the dentate gyrus when adult neurogenesis is suppressed (Burghardt et al., 2012; lkrar et al., 2013).
Furthermore, the modulation of hippocampal activity through abNs manipulation could also conceivably
influence other brain regions, as corroborated by some studies (Zhuo et al., 2016; Besnard and Sahay, 2021).
Intriguingly, PS has been reported to modify functional activity during the recall of contextual fear memory with
elevated activity within limbic regions, notably the amygdala and ventral hippocampus, along with decreased
activity in the prefrontal cortex and dorsal hippocampus (Sadler et al., 2011). PS thus seems to alter brain
activity, especially in the context of fear processing. It remains a subject of future investigation to determine 1)
whether comparable alterations in functional activity manifest within our model and 2) whether activating abNs

prevents these effects.

Overall, our findings elucidate a compelling link between prenatal stress, altered adult hippocampal
neurogenesis, and the formation of PTSD-like memories, paving the way for further investigations into the

neurobiological mechanisms underpinning early-life stress-induced vulnerability to PTSD.
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Figure 1: Prenatal stress increases vulnerability to PTSD-like memory.

(a) Experimental design of the task. Mice were pre-exposed to a safe context on day 0. The next day, mice were exposed
to a short 30 min restraint stress under bright light. On day 2, mice were fear conditioned to a context in presence of
tones that are not paired with electric footshocks. Memory tests for fear response to the tone -that was not predictive
of the threat- in the familiar context (tone test), and to the conditioning context (context test) were conducted on day 3
with a 2-hours interval. (b) Fear response during the tone test, expressed as percentage of time spent freezing. (c)
Magnitude of tone response represented by a normalized ratio: (tone-((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d) Fear
response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (e) Fear response during the first 2-
min block of the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (f) A PTSD score was calculated in order to
integrate both tone and context fear responses normalized by control animals. Unpaired t-test and ANOVA followed by

Fisher’s LSD post hoc multiple comparisons when appropriate: *p<0.05, **p<0.01. Plotted values are mean * sem. C:
control mice (n=12); PS: prenatally stressed mice (n=10).
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Figure 2
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Figure 2: Prenatal stress is associated with a decrease of adult hippocampal neurogenesis, while it has no effect on
adult-born neurons’ activity during conditioning.

(a) Experimental design of the task. Mice were injected daily with -bromo-2’-deoxyuridine (BrdU) to label newborn cells
for 5 days. Six weeks later, mice were pre-exposed to a safe context on day 0. The next day, mice were exposed to a short
30 min restraint stress under bright light. On day 2, mice were fear conditioned to a context in presence of tones that are
not paired with electric footshocks and sacrificed 90 minutes after. (b) Representative pictures of BrdU labeled cells in C
(left) and PS (right) mice, using DAB staining. Bar scale represent 50um. Granule cell layer of the dentate gyrusis delimited
by the dotted lines. (c) Total number of BrdU-labeled cells in C (grey bar) and PS (orange bar) mice (d) Preliminary data
showing the percentage of DAB-positive cells coexpressing cFos. Unpaired t-test: *p<0.05. Plotted values are mean *
sem. C: control mice (n=14 for (c) and 4 for (d)); PS: prenatally stressed mice (n=12 for (c) and 4 for (d)).
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Figure 3: Activating adult-born neurons prevents PTSD-like memory in prenatally stressed mice.

(a) Experimental design of the task. Mice underwent surgery and six-weeks later were pre-exposed to a safe context on
day 0. The next day, mice were exposed to a short 30 min restraint stress under bright light. On day 2, mice were fear
conditioned to a context in presence of tones that are not paired with electric footshocks. During conditioning, lights
were turned ON or OFF to activate or not abNs, respectively. Memory tests for fear response to the tone -that was not
predictive of the threat- in the familiar context (tone test), and to the conditioning context (context test) were conducted
on day 3 with a 2-hours interval. (b) Fear response during the tone test, expressed as percentage of time spent freezing.
(c) Magnitude of tone response represented by a normalized ratio: (tone-((pre+post)/2))/(tone+((pre+post)/2)). (d) Fear
response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (e) Fear response during the first 2-
min block of the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (f) A PTSD score was calculated in order to
integrate both tone and context fear responses normalized by control animals. (g) Example of dentate gyrus section with
GFP-immunoreactive cells using DAB staining. Bar scale represent 50um. Granule cell layer of the dentate gyrus is
delimited by the dotted lines (h) Dorso-ventral distribution of GFP-immunoreactive cells across all sections containing
dentate gyrus. (i) Total number of GFP-immunoreactive cells. ANOVA followed by Fisher's LSD post hoc multiple
comparisons when appropriate: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.00001. Plotted values are mean + sem. C-Off:
control mice with lights OFF during conditioning (n=12); C-ON: control mice with lights ON during conditioning (n=10);
PS-Off: prenatally stressed mice with lights OFF during conditioning (n=9); PS-ON: prenatally stressed mice with lights ON
during conditioning (n=9).
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Figure S1
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Figure S1: Body weight evolution during gestation
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For the three experiments, body weight increased in all females during gestation, but this increase was reduced during
stress period in stressed females. ANOVA followed by Fisher's LSD post hoc multiple comparison: **p<0.01,

*#x%<0,0001
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Figure S2 — Relative to Figurel: Prenatal stress increases vulnerability to PTSD-like memory.

Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing.
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Figure S3
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Figure S3 — Relative to Figure2: Activating adult-born neurons prevents PTSD-like memory in prenatally stressed
mice.

(a) Fear response during the context test, expressed as percentage of time spent freezing. (b) Total number of dorsal

(left) and ventral (right) GFP-immunoreactive cells. ANOVA followed by Fisher’s LSD post hoc multiple comparison:
****¥p<0.0001
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Supplementary Table 1: Statistical supplementary information

Figure Sample size Variable Statistical test Measured effect F(DFn, DFd) P value
Figure 1B C=12 Freezing duration 2-way ANOVA with rm block x stress effect F(2,40)=7,214 0,0021
PS=10 block effect F (1,902, 38,05) = 15,19 <0,0001
stress effect F(1,20)=1,295 0,2686
Fisher's LSD pre-tone C vs PS 0,6493
Fisher's LSD tone Cvs PS 0,0243
Fisher's LSD post-tone C vs PS 0,489
Figure 1C C=12 freezing ratio Unpaired t-test stress effect 1=2,918, df=20 0,0085
PS=10
Figure 1D C=12 Freezing duration 2-way ANOVA with rm block x stress effect F (2, 40) = 6,683 0,0031
PS=10 block effect F (1,449, 28,99) = 64,41 0,0001
stress effect F(1,20)=4,123 0,0558
Fisher's LSD 0-2 CvsPS 0,0125
Fisher's LSD 2-4 CvsPS 0,93
Fisher's LSD 4-6 CvsPS 0,3583
Figure 1E C=12 freezing duration Unpaired t-test stress effect 1=2,809, df=20 0,0108
PS=10
Figure 1F Cc=12 PTSD score Unpaired t-test stress effect t=3,677, df=20 0,0015
PS=10
Figure 2C C=14 BrdU-IR cell nb Unpaired t-test stress effect t=2,100, df=24 0,0465
PS=12
Figure 2D C=4 BrdU-cFos-IR cell (%) Unpaired t-test stress effect t=0,5041, df=6 0,6322
PS=4
Figure 3B C-off =12 Freezing duration 3-way ANOVA with rm block effect F (1,638, 58,98) = 18,87 <0,0001
C-on=10 stress effect F (1, 36) =0,8420 0,3649
PS-off=9 light effect F(1,36)=1,877 0,1791
PS-on=9 block x stress F(2,72)=3,223 0,0456
block x light F(2,72)=2,501 0,0891
stress x light F(1,36)=0,02343 0,8792
block x stress x light F(2,72)=5,802 0,0046
Figure 3C C-off =12 freezing ratio 2-way ANOVA stress effect F(1,36)=9,182 0,0045
C-on=10 light effect F (1, 36) = 6,809 0,0131
PS-off=9 stress x light F(1,36)=8,753 0,0054
PS-on=9 Fisher's LSD C-off vs PS-off 0,0001
Fisher's LSD C-off vs C-on 0,7966
Fisher's LSD C-off vs PS-on 0,763
Fisher's LSD PS-off vs PS-on 0,0004
Fisher's LSD PS-off vs C-on 0,0006
Fisher's LSD C-on vs PS-on 0,9607
Figure 3D C-off =12 Freezing duration 3-way ANOVA with rm block effect F (1,490, 53,62) = 62,50 <0,0001
C-on=10 stress effect F(1,36)=28,628 0,0057
PS-off=9 light effect F(1,36)=1,211 0,2784
PS-on=9 block x stress F(2,72)=1,729 0,1848
block x light F(2,72)=1,287 0,2823
stress x light F(1,36)=3,137 0,085
block x stress x light F(2,72)=3,448 0,0371
Figure 3E C-off =12 freezing duration 2-way ANOVA stress effect F(1,36)=5,941 0,0199
C-on=10 light effect F (1, 36)=0,4575 0,5031
PS-off=9 stress x light F (1, 36) =5,696 0,0224
PS-on=9 Fisher's LSD C-off vs PS-off 0,0013
Fisher's LSD C-off vs C-on 0,2116
Fisher's LSD C-off vs PS-on 0,2117
Fisher's LSD PS-off vs PS-on 0,0377
Fisher's LSD PS-off vs C-on 0,0458
Fisher's LSD C-on vs PS-on 0,9722
Figure 3F C-off =12 PTSD score 2-way ANOVA stress effect F(1,36)=8,458 0,0062
C-on=10 light effect F(1,36)=1,602 0,2137
PS-off=9 stress x light F(1,36)=11,00 0,0021
PS-on=9 Fisher's LSD C-off vs PS-off <0,0001
Fisher's LSD C-off vs C-on 0,1361
Fisher's LSD C-off vs PS-on 0,2434
Fisher's LSD PS-off vs PS-on 0,0064
Fisher's LSD PS-off vs C-on 0,0038
Fisher's LSD C-on vs PS-on 0,7791
Figure 3H C-off=12 GFP-IR cell nb 3-way ANOVA with rm section effect F (4,757,161,7) = 19,33 <0,0001
C-on=10 stress effect F(1,36)=0,3181 0,5762
PS-off=9 light effect F(1,36)=0,1449 0,7057
PS-on=9 section x stress F(11,374)=1,293 0,2262
section x light F (11, 374)=0,9693 0,474
stress x light F (1, 36) = 0,004149 0,949
section x stress x light F(11,374)=0,7097 0,7295
Figure 31 C-off =12 GFP-IR cell nb 2-way ANOVA stress effect F(1,36)=1,023 0,3185
C-on=10 light effect F (1, 36) = 0,5020 0,4832
PS-off=9 stress x light F (1, 36) =0,009697 0,9221
PS-on=9
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Supplementary Table 2: Statistical supplementary information

Experiment 1

Experiment 2

Experiment 3

C 16
PS 21
unpaired
t-test
p value

Gestation
length (days)

18,50 + 0,08
18,10 +0,06
t=4,160, df=35

0,0002

mean pup M/M+F
/litter (nb) ratio
4,75+0,46  0,59+0,07
529+0,46 0,57 +0,06

t=0,8035, df=35 t=0,2773, df=35

0,4271 0,7832

20

22

Gestation
length (days)

18,79+0,03
18,24 +0,09
t=5,747 df=40

<0,0001

mean pup
/litter (nb)

7,05 +0,38
6,77 +0,35
t=0,5344 df=40

0,596

M/M+F
ratio

0,42+0,03
0,48 +0,06
t=0,8999 df=40

0,3735

Gestation
length (days)

24 1823+0,07
25 1768+0,13
t=3,595 df=47

0,0008

mean pup
/litter (nb)

7,16 +0,25
5,28 +0,32
t=4,430 df=47

<0,0001

M/M+F
ratio

0,45+0,03
0,50 +0,05
t=0,9280 df=47

0,3581
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DISCUSSION
GENERALE



Résultats principaux

Dans le contexte de cette these, nous avons sondé la dynamique complexe reliant le stress prénatal
(SP), les neurones nouvellement générés a I'age adulte (N-adu) dans I'hippocampe, et la formation
d'une mémoire traumatique pathologique, analogue a celle observée chez les patients atteints de PTSD,
en employant un modéle murin simulant cette condition. Nos recherches ont mené a trois révélations
majeures qui élargissent notre compréhension des mécanismes neurobiologiques qui sous-tendent la
mémoire traumatique et le PTSD. En premier lieu, nos données démontrent que les N-adu, en raison
de leur plasticité unique, contribuent a I'élaboration de réponses émotionnelles et cognitives
appropriées face a des expériences traumatiques, mettant en lumiére leur réle potentiel dans le
développement ou la modulation d’une forme de mémoire pathologique associée au PTSD. Dans un
second temps, nous avons observé que le stress prénatal entraine une diminution des compétences en
matiere de séparation de pattern, une fonction cognitivement exigeante largement influencée par les
N-adu. Cette altération pourrait contribuer a la genése de réponses maladaptatives en cas de stress ou
de trauma ultérieur, un mecanisme également pertinent dans le cadre du PTSD. Enfin, les résultats
obtenus lors de ces deux premiers axes nous ont incités a examiner I'effet du SP sur la vulnérabilité a
développer une mémoire de type PTSD, ce qui nous a permis de mettre en évidence que le SP est a
I’origine d’une vulnérabilité a développer une mémoire traumatique a la suite d’un événement stressant
subi a I’age adulte. Les N-adu pourraient jouer un réle dans cette vulnérabilité puisque leur stimulation
prévient 1’apparition d’une mémoire pathologique au profit d’une mémoire adaptative chez les souris

ayant été exposées a un SP, méme si un lien causal reste encore a démontrer.

Le role des N-adu dans la mémoire traumatique

Le résultat le plus marquant de notre étude est probablement la mise en évidence de I’implication
des N-adu dans la formation d’une mémoire de peur adaptative ou pathologique. Comme évoqué au
sein de l'introduction, lors d'un épisode fortement chargé émotionnellement, certains individus
établissent une mémoire atypique, caractérisée par une hypermnésie pour certains stimuli sensoriels
ou émotionnels de I'événement aversif et une amnésie relative au contexte global entourant cet
événement. Le souvenir traumatique se retrouve alors décontextualisé et ne peut s'intégrer
correctement a la mémoire autobiographique de l'individu, menant au rappel et a la reviviscence
involontaire de I’événement, notamment au travers de flashbacks, dans des contextes désormais
sécurisés. Cette mémoire inadaptée est typiquement identifiée chez les patients souffrant de PTSD,
bien que ses fondements neurobiologiques demeurent peu explorés. Plus spécifiquement, bien que

cette défaillance de contextualisation ait été suggérée par plusieurs auteurs comme étant centrale a la
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pathologie (Brewin and Burgess, 2014; Desmedt et al., 2015a; Liberzon and Abelson, 2016), les
données de la littérature tendent souvent a se focaliser sur I'aspect hypermneésique.

Ici, en utilisant un modéle permettant de simuler et d'évaluer directement les deux facettes de cette
mémoire traumatique, nous avons analysé I'impact d’une inhibition et d’une activation des N-adu
immatures (6 semaines) par optogénétique. Nos données révelent d’une part que ces neurones sont
nécessaires pour la formation d’une mémoire de peur adaptée, puisque leur inhibition entraine
I’apparition d’une mémoire de peur de type PTSD dans des conditions basales qui, sans cette
manipulation, n’entrainent pas un tel profil. D’autre part, leur activation dans des conditions
« traumatiques » permet de prévenir I’apparition de cette mémoire pathologique, au profit d’une
mémoire de peur adaptée, tandis que cette méme manipulation n'a aucun effet dans des conditions
basales. Notre étude est pionniére dans I'évaluation de I'implication des N-adu dans un tel modele de
mémoire de peur, bien que nos découvertes s'alignent en partie avec de nombreuses études antérieures
ayant examiné le r6le de ces neurones dans la mémoire contextuelle en utilisant des taches de
conditionnement classique (Hernandez-Mercado and Zepeda, 2021). Bien que I’implication des N-adu
dans la séparation de pattern et la discrimination contextuelle soit largement reconnue, leur role
spécifique dans I'encodage, la consolidation et/ou le rappel des éléments contextuels présente des
nuances, comme discuté dans l'introduction. Géneralement, deux interrogations sont explorées dans
diverses études : les N-adu sont-ils nécessaires pour la formation d'un souvenir contextuel précis, et
sont-ils suffisants pour améliorer la précision de cette mémoire contextuelle ? 1l est important de
souligner que nous parlons ici de précision, car méme en l'absence de neurogenese adulte, le
conditionnement contextuel demeure possible. La nécessité est en général évaluée par la mesure des
conséquences d’une diminution, suppression ou inhibition de ces neurones sur la mémoire
contextuelle. Alors que certaines recherches ont rapporté une diminution de la mémoire de peur (Saxe
et al., 2006; Imayoshi et al., 2008), d’autres n’ont pas pu mettre en évidence un effet significatif sur
cette mémoire (Dupret et al., 2008; Tronel et al., 2012), soulignant I’importance de conditions
spécifiques pour lesquelles le conditionnement contextuel reposerait sur les N-adu. Une implication
spécifique des N-adu lorsque I’intervalle entre le début du conditionnement et le premier choc est court
(Denny et al., 2012) ou encore lorsque le conditionnement se fait avec un seul mais pas plusieurs chocs
(Drew et al., 2010) ont pu étre mis en avant. Concernant ce dernier point, notre étude était basée sur
un conditionnement impliquant deux chocs mais nous avons tout de méme constaté la nécessité des
N-adu pour la formation adéquate d'une mémoire contextuelle. De maniere similaire, d'autres
recherches ont également observé un effet néfaste de la réduction de la neurogenese adulte avant un

conditionnement avec plusieurs chocs (Saxe et al., 2006; Imayoshi et al., 2008). Pour expliquer ces
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potentielles différences, Drew et al., ont proposé que lorsque la difficulté s'intensifie, par exemple
lorsque le contexte a encoder est saturé d'indices, I'acquisition ne se ferait correctement qu'avec une
durée d'exposition suffisamment longue ou avec un nombre de chocs important (Drew et al., 2010).
La suppression ou l'inhibition des N-adu dans ces conditions entraverait la formation d'un souvenir
précis de ce contexte. De maniére intéressante, notre étude, a I’instar de celles ayant montré un rdle
des N-adu apres un conditionnement avec plusieurs chocs (Saxe et al., 2006; Imayoshi et al., 2008),
repose sur 1’utilisation d’une cage de conditionnement transparente, donnant accés aux nombreux
indices présents dans la piéce expérimentale, expliquant I’implication des N-adu méme avec plusieurs
chocs. En somme, nos découvertes dans ce paradigme concordent avec une majorité de données de la
littérature, suggérant I'importance des N-adu pour la formation d'une mémaoire contextuelle précise et

adaptée.

Nos données suggerent des résultats différents pour I’effet de ’activation des N-adu sur la meémoire
contextuelle. Plus précisément, elles indiquent que cette activation améliore la meémoire contextuelle
en situation traumatique, sans toutefois exercer une influence significative en condition basale. Ce
dernier résultat contraste avec une étude antérieure dans laquelle une réduction de la mémoire
contextuelle a été observée aprés stimulation des N-adu (agés de 6 semaines également) pendant le
conditionnement (Danielson et al., 2016). Il va également a 1’encontre d’une étude dans laquelle la
stimulation des neurones granulaires du gyrus dorsal, indépendamment de leur origine ontogénétique,
entraine une altération de la mémoire contextuelle (Kheirbek et al., 2013). C Cette observation n'est
pas dénuée de sens, dans la mesure ou I'activation d'une population de neurones dans un circuit déja
« calibré » pour répondre adéquatement pourrait perturber le réseau. Néanmoins, dans notre étude, a
deux reprises (étude 1 et étude 3), la stimulation de ces N-adu n'a pas altéré la mémoire contextuelle
dans des conditions basales (injection d'une solution véhicule dans I'étude 1 et souris non stressees
pour I'étude 3). Outre les différences liées au protocole de conditionnement, et notamment le nombre
de chocs employés lors du conditionnement (deux dans notre étude et un dans les études citées), une
explication plus plausible réside dans le nombre de neurones stimulés. En effet, dans ces études
antérieures, des souris transgéniques sont employées, permettant I'expression des opsines dans un plus
grand nombre de neurones que dans notre étude reposant sur I’utilisation de rétrovirus. Dans ces
conditions, il est probable que I'activation d'une portion plus restreinte de N-adu n'ait pas un impact
significatif sur la mémoire contextuelle testée dans nos conditions. Par conséquent, il serait d'un grand
intérét de poursuivre nos investigations en ciblant une population de N-adu plus étendue, afin d'évaluer

si une altération de la mémoire contextuelle serait alors observée dans notre paradigme expérimental.
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De maniére remarquable, ’activation des N-adu améliore non seulement la memoire contextuelle
dans ces conditions traumatiques, mais modifie également la réponse a un élément saillant, prévenant
ainsi le profil mnésique de type PTSD. Ces découvertes s'inscrivent dans la continuité d'une étude
récente utilisant le méme paradigme, qui a démontré le role causal de I'amnésie contextuelle dans
I'apparition de I'nypermnésie sensorielle/émotionnelle (Al Abed et al., 2020). Plus précisément,
I’activation du CA1 dorsal ou la réexposition a tous les éléments du contexte de conditionnement,
excepté les chocs, permettent également de prévenir I’apparition de profil de mémoire pathologique
dans des conditions traumatiques. Cette preuve de concept tire en réalité ses bases dans de nombreuses
¢tudes montrant un role de I’hippocampe non seulement dans la mémoire contextuelle, mais également
dans la sélection du stimulus prédictif lors d’un conditionnement (Desmedt et al., 2015b). Plus
particulierement, lors d'un conditionnement, a neurotransmission entre I'hippocampe et le septum
latéral, d'une part, et entre I'hippocampe et I'amygdale, d'autre part, joue un role crucial dans la
modulation de la sélection du contexte ou d'un stimulus saillant en tant que prédicteur du stimulus
aversif (Calandreau et al., 2005, 2006, 2010). Ainsi, I'hnippocampe ne se limite pas a la création d'une
représentation mnésique du contexte, mais semble également exercer un réle modulateur dans ce
processus, participant ainsi a la régulation des réponses mnésiques par une influence directe sur
I’amygdale. Des ¢études supplémentaires seront nécessaires pour comprendre 1’influence de

I’activation des N-adu sur cette interaction entre hippocampe et amygdale.

En résumé, ces travaux de these offrent une preuve comportementale solide de I'implication des
N-adu dans la résilience a développer une mémoire de type PTSD a la suite d'un évenement
traumatique. Notamment, cette preuve a été observée dans deux modeles distincts : I'un caractérisé par
une induction « expérimentale » de la mémoire traumatique par une injection de corticostérone, et
l'autre par une vulnérabilité « intrinseque » déclenchée par un stress prénatal. Ces résultats soulignent
la robustesse de nos conclusions et ouvrent de nouvelles perspectives pour la compréhension des

mécanismes sous-jacents de la mémoire traumatique.
Moduler artificiellement I'activité des néo-neurones

Nos résultats comportementaux suggerent un potentiel effet de la manipulation des N-adu sur
’activité du gyrus denté et de I’hippocampe en premier lieu, mais également d’autres structures comme
I’amygdale. Afin de comprendre plus précisément les mécanismes mis en jeu lors de I’activation ou
I’inhibition des N-adu, il apparait important de comprendre comment ces neurones interagissent
fonctionnellement. Pour rappel, nous avons ciblé une population de N-adu immatures (6 semaines),

puisqu’ils présentent, durant cette période critique, des propriétés remarquables, avec notamment une
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augmentation de la plasticité synaptique et de I’excitabilité intrinséque comparé aux neurones matures
du gyrus denté (Snyder et al., 2001; Ge et al., 2007; Marin-Burgin et al., 2012). Comme décrit dans
I’introduction, il est aujourd’hui établi que le role des N-adu passe essentiellement par la modulation
de D’activité des neurones granulaires matures du gyrus denté. Ces N-adu auraient notamment une
influence inhibitrice sur les neurones matures, par des contacts directs et indirects (Figure 15a). A
mesure que leur axone se développe, ces neurones établissent en effet des contacts synaptiques avec
les interneurones du hile et du gyrus, afin d’inhiber indirectement les neurones granulaires matures
(feedback inhibition) (Faulkner et al., 2008; Toni et al., 2008; Drew et al., 2016). De maniére
remarquable, ces N-adu forment également des connexions directes et transitoires avec les neurones
granulaires matures (Vivar et al., 2012; Luna et al., 2019). Ces connexions glutamatergiques semblent
capables de moduler I’activité des neurones matures de manicre bidirectionnelle (Luna et al., 2019).
Plus précisement, ces connexions sont inhibitrices en réponses a des inputs en provenance du cortex
entorhinal latéral (via un effet passant par les récepteurs glutamatergiques métabotropique de type I,
mGIuR-II) alors qu’elles sont excitatrices en reponse a des inputs en provenance du cortex entorhinal
médian (via une action directe sur les récepteurs NMDA). Méme si la nature exacte des informations
transmises par le cortex entorhinal médian (CEM) et latéral (CEL) fait encore débat, il est généralement
admis que le CEM transmet les informations spatiales, relative a une position dans I’espace tandis que
le CEL transmet principalement des informations relatives aux indices sensoriels et aux objets/items,
le tout contribuant a une représentation contextuelle globale (Nilssen et al., 2019). A cette complexité
s’ajoute une nouvelle étude trés récente soulignant la contribution des N-adu aux changements de
fréquences de décharge (remapping) des neurones granulaires matures (Tuncdemir et al., 2023). En
particulier, il a été observé que certains neurones du gyrus répondent plus particulierement aux
changements de localisation spatiale - ces neurones correspondent donc aux cellules de lieu (place
cells) retrouvées dans tout I’hippocampe -, tandis que d’autres répondent préférentiellement aux
indices sensoriels - ces neurones correspondent a des cellules-indices (cue cells) (Tuncdemir et al.,
2022). D’un coté les cellules de lieu sont responsable d’encoder les informations spatiales par un
changement complet de leur champ de lieu (place field) lorsqu’un nouvel environnement est exploré
(i.e. une cellule active pour une localisation dans un environnement A peut étre inactive pour cette
localisation dans un environnement B, et I’ensemble de ces phénomeénes se traduit donc par une
modification globale des décharges de ces cellules de lieu, ou global remapping). De I’autre c6té, les
changements d’indices sont encodés au niveau des cellules-indices par un changement de la fréquence
de décharge (i.e. en réponse a deux indices différents, une méme cellule va avoir une fréquence de
décharge différente ou rate remapping). Il a ainsi été observé que les N-adu permettaient de faciliter

ces phénomenes de global remapping et de rate remapping via les contacts directs qu’ils établissent
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respectivement avec les cellules de lieu et les cellules indices, le tout permettant d’établir une
représentation contextuelle précise et d’éviter les phénoménes de généralisation (Tuncdemir et al.,
2023). En somme, les relations complexes qui unissent N-adu et neurones granulaires matures
commencent a peine a étre démélées. Dans le cadre d’études comme la nétre ou 1’activité des N-adu
est modifiée artificiellement, une exploration plus poussée de I’impact fonctionnel de ces

modifications sur le réseau local sera nécessaire.
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Figure 15 Modulation de I'activité des régions locales et étendues par les neurones granulaires nés
al'age adulte

(a) Modulation de I'activité hippocampique locale par les N-adu (DG ABNs). Les N-adu forment des connexions
synaptiques directes et indirectes (via les interneurones du gyrus et du hile) afin de moduler I'activité des neurones
granulaires matures (DG GCs). En parallele a cela, ces N-adu forment également des connexions avec les
interneurones et les cellules pyramidales du CA3, permettant respectivement d’inhiber (feedforward inhibition) ou
d’activer cette structure. (b) Exemple des régions sur lesquelles les N-adu peuvent avoir une influence fonctionnelle
indirecte, via un recrutement des interneurones du gyrus et du hile d’'une part, et via le recrutement du CA3 et du
CA1 d’autre part. Ces régions sont données a titre d’exemple et il n’est pas exclu que d’autre structures soient
également concernées. DG: dentate gyrus, LS: lateral septum, LEC: lateral entorhinal cortex, MEC: medial entorhinal
cortex, EC: entorhinal cortex, MSDB: medial septum/diagonal band of Broca, AHT: anterior hypothalamus, AMY:
amygdala, PFC: prefrontal cortex, BNST: bed nucleus of the stria terminalis, IC: insular cortex, ABNs: adult-born
neurons, GCs: granule cells, IN: interneurons, PCs: pyramidal cells, PV: parvalbumin, SST: somatostatin. Extrait de
(Li et al., 2023)

192



Par ailleurs, et de maniére tout aussi intéressante, moduler 1’activité de ces N-adu a également un
impact fonctionnel plus large, au niveau de I’hippocampe dans un premier temps, mais également au
niveau de régions plus étendues (Figure 15b). En effet, comme détaillé dans I’introduction, s’il est
parfaitement établi qu’une modification de I’activité (ou du nombre) des N-adu a un impact sur
I’activité du CA3 et du CA1 (Niibori et al., 2012; Berdugo-Vega et al., 2020; Evans et al., 2022), de
plus en plus d’études mettent en avant une modification de 1’activité de certaines régions connectées a
I’hippocampe suite a ces manipulations (Zhuo et al., 2016; Martinez-Canabal et al., 2019; Besnard
and Sahay, 2021). De maniére remarquable, cet effet ne s’arréte pas aux régions directement
connectées a I’hippocampe, puisqu’une étude récente suggere qu’une réduction d’un relativement petit
nombre de N-adu entraine une diminution de la connectivité fonctionnelle entre 1’hippocampe et

I’insula, deux régions qui ne sont a priori pas anatomiquement connectées (Bao et al., 2020).

Ces découvertes fascinantes confirment la nécessité dans nos études d’explorer plus en détail
I’impact de nos manipulations optogénétiques sur ’activité du réseau cérébral dans notre paradigme
expérimental. En ce sens, une cartographie de 1’activité cérébrale compléte ainsi qu’une analyse de la
connectivité fonctionnelle est en cours et devrait nous permettre d’affiner notre compréhension des

effets comportementaux observes.

Le stress prénatal comme facteur de vulnérabilité a la mémoire

traumatique

Le stress prénatal (SP) est associé a une réduction de la neurogenése hippocampique tout au long
de la vie (Lemaire et al., 2000; Belnoue et al., 2013). En paralléle, de nombreuses altérations
comportementales ont été recensées, dont certaines ont été reliées a ce déficit de neurogénése (Lemaire
et al., 2000). Néanmoins I’effet de ce stress sur la séparation de pattern a 1’age adulte n’avait, de
maniere surprenante, jamais été évaluée. La deuxieme étude de cette these a ainsi permis de mettre en
évidence une réduction de la discrimination dans deux taches comportementales reflétant les capacités
de séparation de pattern. Cette altération est probablement liée a la réduction du nombre de néo-
neurones observée dans le cadre du SP, méme si notre étude ne permet pas de mettre en évidence un
lien causal. De maniére intéressante, augmenter artificiellement la neurogenése hippocampique suffit
a améliorer les capacités de séparation de pattern chez des souris non stressees (Sahay et al., 2011;
Besnard and Sahay, 2021). Une approche future pourrait donc consister, dans notre cas, a évaluer si
I'altération de la séparation de pattern persiste chez les souris stressées aprés une augmentation
artificielle de la neurogenése a un niveau comparable a celui des souris contrdles, ce qui permettrait

de souligner cette interdépendance entre séparation de pattern et neurogenése adulte dans le cadre du
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SP. La séparation de pattern reflétant la capacité a encoder des expériences similaires de fagon
distincte, un déficit de ce mécanisme pourrait conduire a la surgénéralisation de la peur observée dans
le PTSD mais également dans de nombreux troubles anxieux (Kheirbek et al., 2012; Besnard and
Sahay, 2016). Cela nous a tout naturellement amené a évaluer I’impact du SP sur le développement
d’une mémoire traumatique en utilisant le méme paradigme que précédemment et I’implication que

pouvaient avoir ces N-adu dans le phénotype observé.

L'effet du stress prénatal sur la programmation psychopathologique est bien établi chez I’humain,
ou un faible poids a la naissance, souvent utilisé comme indicateur d'un environnement utérin
défavorable, a été associé a une augmentation des troubles de I'attention, de la schizophrénie, des
troubles anxieux et dépressifs, ainsi qu'a une vulnérabilité accrue au PTSD (Famularo and Fenton,
1994; Cannon et al., 2002; Raikkdnen et al., 2008; Lahti et al., 2009). Néanmoins, notre étude est la
premiére a proposer un modeéle animal de vulnérabilité a la mémoire traumatique, permettant ainsi
d'explorer ses bases neurobiologiques, ce qui est difficile a réaliser chez I'hnumain. Chez les souris
exposées au SP, nous avons observé un profil de mémoire typique du PTSD post-conditionnement
apres exposition préalable a un stress d'intensité modeérée. Cette approche visant a augmenter la charge
allostatique a I'age adulte place les souris SP dans une situation de stress cumulatif permettant de
réveler une vulnérabilité latente (McEwen, 2003). Le choix de ce protocole s'inspire d’observations
réalisées lors de notre etude sur la séparation de pattern (étude 2). Au cours de la tache de
discrimination contextuelle, les souris étaient soumises a un protocole de conditionnement contextuel,
et leur mémoire testée par la suite dans ce contexte, dans un contexte similaire et dans un contexte
différent. Dans ce modeéle, bien que le SP induise une altération de la discrimination des contextes
similaires, leur réponse de peur au contexte d’origine était inaltérée, suggérant que les souris SP ne
présentent pas de déficit de mémoire contextuelle en conditions basales. Par conséquent, afin de révéler
une susceptibilité/vulnérabilité latente, nous avons introduit un « challenge » pré-conditionnement.
Cette approche s'inscrit ainsi dans le cadre du modele de stress cumulatif, aussi nommé « diathese-
stress » ou « multi-hit hypothesis », qui repose sur I'idée que si une accumulation d'événements
stressants survenant au cours de la vie (de la période prénatale jusqu’a 1’age adulte) dépasse un certain
seuil, le risque de développer différentes pathologies psychiatriques est augmenté (McEwen, 2003;
Daskalakis et al., 2013a; Slopen et al., 2018). En plus de l'interaction entre les événements de vie
précoce et adulte, d’autres facteurs, notamment génétiques, jouent un réle dans I'explication de
I’émergence de ces pathologies lorsque le stress s’accumule (Belsky and Pluess, 2009; Daskalakis et
al., 2013a). Notons cependant que dans le cadre de notre étude, nous ne pouvons pas tirer de

conclusions définitives concernant une éventuelle interaction entre le stress prénatal (SP) et le stress a
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I'dge adulte. Pour évaluer pleinement cette interaction, il serait nécessaire de déterminer I'effet du SP
seul sur I'émergence d'un phénotype de type PTSD. Néanmoins, nos données permettent de conclure
que le stress léger seul avant conditionnement n'a pas d'effet sur le développement de la mémoire de
peur puisque les souris du groupe témoin, exposées également a cet événement stressant, développent
une mémoire de peur normale. Ainsi, I'exposition de souris SP a ce paradigme sans stress préalable
nous permettra de déterminer si le SP seul est suffisant pour induire cette vulnérabilité ou si cette
prédisposition résulte d'une surcharge allostatique. De la méme maniére, 1’exposition a un protocole
de conditionnement contextuel « classique » avec I’introduction d’un événement stressant au préalable
nous permettra éventuellement de souligner ’importance de cette « accumulation » d’événements
stressants dans 1’apparition de comportements pathologiques. En résumé et malgré ces incertitudes qui
devront étre résolues par de nouvelles études, nos résultats montrent que le SP induit une prédisposition

au developpement de troubles mnésiques similaires a ceux observés dans le PTSD.

Dans notre premiére étude, nous avons démontré que l'activation des N-adu lors du
conditionnement favorisait la résilience a la formation d’une mémoire de type PTSD lorsque des
conditions traumatiques étaient induites par injection de corticostérone. Par conséquent, nous avons
poursuivi notre projet en examinant lI'impact de cette activation dans le contexte de la vulnérabilité
associée au stress prénatal. De maniere intéressante, cette activation a de nouveau rétabli une mémoire
de peur normale chez les souris exposées au SP, tandis qu'elle n'a eu aucun effet sur les souris témoins,
confirmant ainsi nos premicres observations. A nouveau, il reste a démontrer qu’une altération de
I’activité des N-adu durant le conditionnement est causalement impliquée dans 1’apparition de la
mémoire pathologique dans ce modeéle. Actuellement, nos resultats préliminaires ne suggérent pas de
différences d'activité des N-adu entre les souris exposees au SP et les souris témoins au moment du
conditionnement. Cette observation est discutée plus en détail dans le chapitre 3 mais pourrait reposer
1) sur le fait que les N-adu présentent de base une activité éparse (~1% de N-adu marqués activeés),
dure a capturer par nos méthodes de marquage immunohistochimique, et/ou 2) sur le fait que les N-
adu immatures présentent une réduction de la réponse transcriptionnelle des génes d’expression
précoce, comme le c-Fos, qui sont souvent utilisés comme proxy pour la réactivité neuronale (Parylak
et al.,, 2023). Par ailleurs, une analyse plus détaillée de 1’activité de ces N-adu en fonction des
différentes régions du gyrus denté (dorsal vs. ventral ; lame suprapyramidale vs. lame infrapyramidale)
pourrait potentiellement révéler des différences qui ne sont pas apparentes lorsque I'ensemble des N-
adu est analysé de maniére agrégée. Il est a noter qu’en dépit de cette absence potentielle d’effet du SP
sur I’activité des N-adu au moment du conditionnement, une réduction du nombre de N-adu est tout

de méme observée. Cette réduction suggere donc une perturbation de la régulation de I’activité¢ du
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gyrus denté par les N-adu lors de taches dépendantes de la neurogenese. Ainsi, agir sur 1’activité des
neurones qui sont présents pourraient rétablir I’activité du réseau, expliquant potentiellement que cette
manipulation prévienne l’apparition de la mémoire de type PTSD. Cela reste bien évidemment
hypothétique, et, comme pour la premiére étude, une analyse approfondie de I'activité cérébrale et de
la connectivité fonctionnelle, a la fois lors du conditionnement avec ou sans stimulation, ainsi qu'en
conditions basales, est en cours pour fournir une compréhension plus compléte des mécanismes

cérébraux sous-jacents a ces différentes conditions.

Par ailleurs, laréduction du nombre de N-adu induite par le SP offre une autre opportunité d'étudier
la causalité de I'implication des N-adu dans la vulnérabilité comportementale observée chez les souris
SP, en ciblant non pas I'activité, mais plutdt le nombre de ces neurones. Plus précisément, il serait
intéressant de déterminer si une augmentation (artificielle ou naturelle) de ce nombre permet de
prévenir I’apparition la vulnérabilité comportementale des souris SP. En ce sens, une étude récente a
caractérisé les effets d’une augmentation artificielle du nombre de néo-neurones dans une autre
condition naturelle connue pour induire une réduction de la neurogenese, a savoir le vieillissement.
Cette ¢tude a mis en avant que 1’augmentation du nombre de néo-neurones s’est non seulement
accompagnée d’une amélioration de différentes fonctions sous-tendues par les N-adu et altérées au
cours du vieillissement, mais également d’une modification de 1’activité au niveau du CA1 et du CA3
(Berdugo-Vega et al., 2020). Des effets similaires pourraient donc étre attendus dans nos conditions

experimentales.

Limites, Perspectives et Conclusions

Nous avons évoqué dans les différentes sections de cette discussion plusieurs limites et points a
explorer dans le futur. Dans cette dernicre section, nous reviendrons sur quelques points qui n’ont pas

pu étre abordés précédemment, avant de conclure (enfin !) cette thése.

Tout d’abord, il convient de souligner un aspect qui ne peut étre considéré strictement comme une
limite, mais qui néanmoins constitue un manque significatif dans cette série de travaux de these :
I'absence des femelles. L'inclusion du sexe biologique en tant que variable dans les recherches
expéerimentales revét une importance cruciale, notamment lorsqu'il s'agit d'explorer les mécanismes de
vulnérabilité ou de résilience face a diverses psychopathologies, qui sont souvent marquées par une
dichotomie sexuelle (Bale and Epperson, 2017). Dans le cadre plus particulier de ces travaux, le SP
est connu pour avoir des effets différents selon le sexe, et le PTSD lui-méme montre des variations de
prévalence et de présentation clinique entre les hommes et les femmes. A titre d'exemple, le SP est

généralement associé chez les femelles a une augmentation de la réponse au stress et a I’expression de
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comportements de type anxieux et dépressif, et chez les méles a des déficits de mémoire et
d'apprentissage (Garcia-Céceres et al., 2010; Glover and Hill, 2012). De maniere intéressante, le déclin
de la neurogenese hippocampique adulte suite a un SP est plus fréqguemment observé chez les males,
tandis que chez les femelles, il est généralement révélé a des ages avancés (Koehl et al., 2009). La
prévalence du PTSD est quant a elle deux a trois fois plus élevée chez les femmes que les hommes
(Ditlevsen and Elklit, 2010; Christiansen and Hansen, 2015). Les raisons de ces différences ne sont
pas complétement élucidées. 1l est vrai que les femmes sont souvent exposées a un plus grand nombre
d'événements traumatiques, notamment des abus sexuels, et ce, le plus souvent pendant I'enfance, des
facteurs reconnus pour augmenter le risque de développer un PTSD. En prenant en considération
certains de ces facteurs, des études épidémiologiques montrent une absence de différence de
prévalence entre femmes et hommes (Cortina and Kubiak, 2006), quand d’autres continuent de
rapporter une disparité (Breslau and Anthony, 2007). Il est donc plus délicat qu’il n’y parait de dresser
un tableau quant a un potentiel effet sexe dans cette pathologie, et la réalité réside probablement dans
un mélange d’une vulnérabilité accrue et d’une surexposition a ces différents facteurs de risque chez
les femmes (Yehuda et al., 2015). Néanmoins, ces différentes observations soulignent clairement la
nécessité d’étudier les différences comportementales et neurobiologiques potentielles entre males et

femelles dans le cadre de notre étude.

Un autre point a soulever concerne les limites de ’utilisation de 1’optogénétique lors de notre
paradigme d’induction de la mémoire traumatique. En particulier, cette technique requiert
I’implantation d’une fibre optique au-dessus du gyrus denté afin d’apporter la source lumineuse au site
d’intérét. Dans ce processus, le CA1 est donc partiellement endommagé. Des mécanismes de plasticité
pourraient alors se mettre en place, influencant potentiellement le réseau hippocampique. Bien que
cela n‘ait a priori pas d'incidence sur la conclusion concernant le réle des N-adu dans la modulation
de la mémoire traumatique, car les souris témoins qui sont également implantées ne présentent pas de
déficits particuliers avec ou sans stimulation lumineuse, cela pourrait introduire des nuances lors des
futures études visant a évaluer I'impact fonctionnel de I'inhibition ou de l'activation de ces N-adu au
cours de cette tdche. Dans cette optique, l'utilisation de techniques moins invasives, telles que la
chemogénétique, pourrait étre préférable. Dans un scénario idéal, il serait souhaitable de pouvoir
comparer ces manipulations avec l'effet d'une augmentation du nombre de néo-neurones, comme

suggeré précédemment dans la discussion.

Enfin, le modele comportemental que nous avons utilisé au cours de cette thése se place dans le
cadre précis de I’induction et de I’évaluation d’une mémoire de peur adaptative ou pathologique, de

type PTSD. Comme suggéré dans 1’introduction, les troubles mnésiques sont centraux a la
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physiopathologie du PTSD, et pourraient expliquer de nombreux symptémes cognitifs et émotionnels
associés a cette pathologie. Cependant, il est important de noter que d'autres modeles animaux du
PTSD existent (Bienvenu et al., 2021). Bien que chaque modéle présente ses avantages et ses limites,
il serait intéressant de mener des études visant a déterminer si la vulnérabilité induite par le SP
s'observe également dans ces différents modeles et, dans un tel cas, si moduler I’activité des N-adu
permet de prévenir cette vulnérabilité. De telles études pourraient contribuer & appuyer nos

conclusions, et renforcer notre compréhension des mécanismes sous-jacents a 1’apparition du PTSD.

Depuis leur découverte il y a plus de 60 ans, les nouveaux neurones générés a l’dage adulte dans
["hippocampe ont suscité un grand nombre d’interrogations. Pourquoi ces neurones se forment-ils
spécifiquement a I'age adulte et quel est leur réle dans la mémoire et la cognition ? Comment un si
petit nombre de ces nouveaux neurones peut-il avoir un impact significatif sur les fonctions cérébrales
? Quels sont les mécanismes moléculaires et les signaux qui régulent leur intégration dans le circuit
neuronal ? Si des recherches passionnantes ont contribué a élargir nos connaissances sur ce sujet, il
reste encore un vaste territoire a explorer. La neurogenese adulte, en tant que mécanisme de plasticité
cérebrale, joue un role essentiel dans I'adaptation du cerveau en fonction de I'expérience passee et de
I'environnement présent. Bien que les néo-neurones ne soient pas responsables de toutes les fonctions
cérebrales, ils peuvent offrir un avantage significatif dans des situations complexes. Au cours de cette
these, nous avons mis en lumiére I'implication fascinante de ces neurones générés a I'age adulte dans
I'adaptation comportementale a des situations traumatiques, qui peuvent étre a la fois
émotionnellement et cognitivement éprouvantes. Nos résultats ont démontré I'importance cruciale de
ces neurones dans la prédiction de la qualité de la mémoire associée a ces souvenirs traumatiques.
Une altération de cette qualité peut entrainer une réponse inadaptée ultérieurement, potentiellement
a l'origine du développement du Trouble de Stress Post-Traumatique chez certaines personnes. Des
facteurs tels que le stress prénatal, qui provoquent une réduction durable de la neurogenese adulte,
semblent entraver la capacité des individus a s'adapter efficacement a ces situations éprouvantes,
expliquant ainsi la prédisposition accrue a ce trouble chez certaines personnes. Il est important de
noter que cette these jette les bases comportementales de la contribution des neurones adultes, ouvrant
ainsi la voie a une vaste exploration des mécanismes par lesquels [ effet de cette population neuronale
se manifeste, ce qui pourrait potentiellement déboucher sur des avancées majeures dans la

compréhension et le traitement du Trouble de Stress Post-Traumatique.
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