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Résumé

Le tabagisme, gqu'il soit actif ou passif, ainsi que la consommation d'alcool souvent associée, sont
deux des facteurs qui contribuent le plus au développement du cancer. Comprendre les mécanismes
cellulaires et la séquence des événements neuronaux qui conduisent & I'addiction est un enjeu
majeur de santé publique. La recherche préclinique a permis de mettre en évidence que la mise en
place d'une dépendance est liee & I'action initiale des drogues sur les neurones libérant la dopamine,
un neurotransmetteur du systéme de la récompense. Les neurones produisant cette dopamine, situés
dans la région de laire tegmentale ventrale (VTA), sont notamment impliqués dans les processus de
renforcement, de motivation et de prise de décision. La nicotine, en se liant aux récepteurs
nicotiniques des neurones de la VTA, produit une augmentation de lactivité des neurones
dopaminergiques, entrainant une forte libération de dopamine dans les structures cibles. La répétition
des expositions va entralner un renforcement positif & la drogue. Outre ses propriétés gratifiantes, la
nicotine a également des effets négatifs. Les mécanismes sous-tendant ces effets sont, par contre,

mal connus.

La premiére partie de mes travaux de thése a montré I'hétérogénéité des réponses induites par la
nicotine. Par le biais d'enregistrements juxtacellulaires in vivo chez la souris anesthésiée, couplés a
des injections de traceurs rétrogrades, nous avons découvert que les neurones dopaminergiques
projetant vers le noyau accumbens sont actives par une injection de nicotine (comme
traditionnellement décrit auparavant) alors que ceux projetant vers I'amygdale sont inhibés par la
nicotine. Ces réponses électrophysiologiques opposées révelent deux circuits qui medient des effets
comportementaux fonctionnellement distincts. L’activation de la voie dopaminergique projetant vers
le noyau accumbens produit un renforcement alors que linhibition de la voie dopaminergique
projetant vers I'amygdale induit de I'anxiéte.

La seconde partie de mes travaux a cherché a déterminer quels mécanismes pourraient expliquer
I'inhibition des neurones dopaminergiques induite par la nicotine; et si cette hétérogénéite des
réponses pourrait s'étendre & une autre drogue comme l'alcool. Nous avons démontré gue, comme
la nicotine, I'alcool induit deux réponses opposées sur les mémes sous-populations de neurones
dopaminergiques. Connaissant la cible moléculaire de la nicotine, nous avons étudié le mécanisme
de l'inhibition induite par cette derniére. Les récepteurs nicotinigues étant des canaux cationiques,
deépolarisants, il ne peut s'agir d'un effet direct de la nicotine sur les neurones dopaminergiques.
Nous avons constaté que l'inhibition observée en réponse a la nicotine dépendait de I'activation de
la population dopaminergique projetant vers le noyau accumbens. Ce mecanisme d'inhibition repose
donc sur un fonctionnement de réseau mettant en jeu une boucle de rétroaction inhibitrice. Ce mode
d’action serait ainsi partagé par la nicotine et I'alcool. Ces résultats soulévent la question du réle de
I'inhibition dans I'équilibre entre les effets positifs et négatifs des drogues, un point essentiel qui
détermine le début de leur consommation et la transition vers une dépendance.






Abstract

Smoking and alcohol consumption are often associated, and their continued use is
associated with negative health outcomes such as the development of cancer. Understanding
the cellular mechanisms and sequence of neuronal events that lead to addiction is thus a major
public health challenge. Preclinical research has shown that the onset of addiction is linked to
the initial action of drugs on dopamine-releasing neurons, a neurotransmitter of the reward
system. These neurons, located in the ventral tegmental area (VTA), are notably involved in the
processes of reinforcement, motivation and decision-making. When nicotine binds to nicotinic
receptors on VTA neurons, it increases the activity of dopaminergic neurons, leading to a strong
release of dopamine in the target structures. Repeated exposure leads to positive reinforcement
of the drug. In addition to its rewarding properties, nicotine also has negative effects. The

mechanisms underlying the negative effects of nicotine are, however, poorly understood.

The first part of my thesis demonstrates the heterogeneity of nicotine-induced responses.
By coupling retrograde tracer injections with in vivo juxtacellular recordings in anesthetized mice,
we discovered that dopaminergic neurons projecting to the nucleus accumbens are activated
by nicotine injection (as traditionally described), however those projecting to the amygdala are
instead inhibited by nicotine. These opposite electrophysiological responses reveal two circuits
mediating the functionally distinct behavioral effects of nicotine: activation of the dopaminergic
pathway projecting to the nucleus accumbens produces reinforcement, while inhibition of the
dopaminergic pathway projecting to the amygdala induces anxiety.

The second part of my work sought to determine what mechanisms might explain the
nicotine-induced inhibition of dopaminergic neurons; and whether this heterogeneity of
responses could extend to another drug such as alcohol. We have shown that, like nicotine,
alcohol induces two opposite responses on the same subpopulations of dopaminergic neurons.
We investigated the mechanism of nicotine-induced inhibition. Because nicotinic receptors are
cation channels, this cannot be a direct effect of the drug on dopaminergic neurons. We found
that nicotine-induced inhibition depends on activation of the dopaminergic population projecting
to the nucleus accumbens. This mechanism of inhibition thus relies on a network function
involving an inhibitory feedback loop. Furthermore, this mode of action is shared by nicotine
and alcohol. These results raise the question of the role of inhibition in balancing the positive
and negative effects of drugs, an essential point which determines the initiation of their use, and
the transition to addiction.
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Préface

La consommation de substances psychoactives conduit a des troubles de la dépendance,
caractériseés par un ensemble de symptoémes cognitifs, comportementaux et physiologiques
qui temoignent de la persistance de la consommation, malgre les effets indésirables qui en
découlent (DSM-5: manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux, 2015). Cette
dépendance a une substance va conduire a une recherche compulsive et un desir de
consommer des lors que I'individu est confronte a des stimuli en lien avec la substance.
Cette perte de contrdle sur la consommation va eégalement s'accompagner d’'un phénomene
de manque, c'est-a-dire en I'absence de la drogue, d'états émotionnels négatifs liés au
sevrage (dysphorie, anxiéte, irritabilite ; Koob, 2006). Ces symptdmes de sevrage peuvent
pousser l'individu a reprendre la consommation de la substance pour masquer les effets

indésirables du manque.

Une des theories de 'addiction est basée sur I'idee que les drogues d’'abus detournent le
systeme de la récompense. Ce dernier joue un rble essentiel dans la régulation de
comportements tels que le conditionnement, I'apprentissage par renforcement, la motivation
ou la prise de deécision. Il est admis qu'une augmentation d’activiteé des neurones
dopaminergiques, et donc une élévation de la libération de dopamine au niveau de
structures cibles comme le noyau accumbens, est impliguée dans l'encodage des
recompenses et I'évaluation de la valeur subjective des actions associees. Une
comprehension approfondie du fonctionnement physiologique de ce systeme, et de sa
modulation par son principal neurotransmetteur - la dopamine -, est essentielle pour
comprendre comment les drogues peuvent altérer nos comportements quotidiens liés a la
recherche de récompenses. En effet, les substances addictives sont capables de générer
un renforcement pathologique, induisant une quéte compulsive sans prise en compte des

effets negatifs associes et au détriment des recompenses naturelles.

Mon travail de these s’est concentré sur la compréhension des mecanismes d'action de
substances addictives comme la nicotine et l'alcool, deux drogues qui sont souvent
consommees en méme temps, et figurent parmi les trois principaux facteurs de risque
d’apparition de cancers (Tran et al., 2022). La nicotine agit au niveau du systeme nerveus,
central et périphérique, en se fixant sur les récepteurs nicotiniques de l'acétylcholine. I
existe une grande variété de ces récepteurs nicotiniques, chacun présentant des
caractéristigues biophysiques et pharmacologiques distinctes, ainsi que des fonctions
specifiques. Une fois consommee, la nicotine perturbe I'activité de nombreuses régions du
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cerveau, contribuant au développement d’'une dépendance. Mon attention s'est portée sur
son action au niveau de l'aire tegmentale ventrale (VTA), région centrale du systeme de la
recompense. La VTA est une région contenant une grande proportion de neurones
dopaminergiques et exprimant une forte densite de recepteurs nicotiniques. Elle a
notamment éte impliguée dans les mécanismes de renforcement a la nicotine, via une
action sur les récepteurs nicotiniques contenant specifiquement la sous-unite 2. Toutefois,
la VTA est également une region trés hétérogéne sur le plan moléculaire, anatomique et
fonctionnel. Elle est constituee de plusieurs sous-populations distinctes, notamment
dopaminergiques, présentant des afferences et efferences différentes. Aussi, I'étude des
mecanismes d’action des drogues au niveau des neurones dopaminergiques de la VTA

doit également prendre en compte cette diversiteé neuronale.

| 'objectif de ma these a éte de comprendre I'implication des neurones dopaminergiques
de la VTA dans les comportements renforgants a la nicotine (effets positifs), mais eégalement
dans la balance des effets negatifs. J'ai ainsi cherché a montrer que la nicotine et I'alcool
peuvent induire la méme hétérogénéite de réponses in vivo sur des sous-populations
dopaminergiques de la VTA. Ces deux drogues activent (comme traditionnellement décrit
auparavant) les neurones dopaminergiques projetant vers le noyau accumbens alors
gu’elles inhibent ceux projetant vers I'amygdale. J'ai donc tenté de i) déterminer les
meécanismes sous-tendant cette inhibition des neurones dopaminergiques aux drogues, et
i) de comprendre comment cette hétérogéneiteé des réponses électrophysiologiques
pourrait porter des messages antagonistes, positifs ou negatifs, influengant l'initiation ou non

d’'un renforcement.

L'introduction commencera par définir les théories régissant les comportements de
recherche de la recompense, comme le conditionnement, la motivation ou encore la prise
de décision, ainsi que le role de la dopamine (Chapitre 1). Cette premiére section abordera
egalement comment les drogues agissent et perturbent ce systéme. Ensuite, je fournirai une
explication détaillée de I'heterogeneité et des caracteristiques fonctionnelles du circuit
mesolimbique comprenant la VTA ; en me concentrant en particulier sur deux régions de
projection: le noyau accumbens et I'amygdale (Chapitre 2). La derniere partie de
I'introduction développera la spécificité du renforcement a la nicotine et les effets negatifs y
étant associés (Chapitre 3). La partie résultats de ce manuscrit s’organisera autour de deux
publications issues de mes travaux de thése: la premiere deéja publiée, en tant que co-
auteure (Chapitre 4), et la seconde en cours de preparation (Chapitre 5). En conclusion, je
discuterai mes résultats de these a la lumiere de données experimentales et des études de
la litterature (Chapitre 6).
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Chapitre 1: Systeme de la récompense & dopamine

L'obtention de récompenses et les conséquences associees sont au coeur de nos
comportements quotidiens et régissent bon nombre de nos decisions. Le neuroscientifique
Damasio a dit: « La recompense conduit les organismes a s’ouvrir et a se tourner vers leur
environnement, a I'approcher, a la rechercher, et ce faisant, a augmenter et leur chance de
survie et leur vulnérabilité. Au contraire, la punition conduit les organismes a se refermer
sur eux-meémes, a se figer et a se retirer de leur entourage. ». Dans ce chapitre, jexpliciterai
les comportements induits par les récompenses naturelles, tels que l'apprentissage, le
conditionnement, le renforcement, la motivation ou bien encore la prise de décision. Puis,
nous aborderons les bases neurales de ces différents comportements, encodés au sein de
ce que l'on appelle le systeme de la récompense. Nous verrons également comment la

dopamine regule ce systeme et constitue la cible des drogues d’abus.

|. Récompense & théories d’apprentissage

Il est tout d'abord intéressant de rappeler que les recompenses sont principalement definies
par leur effet sur le comportement et pas vraiment par leur qualite (la physique et la chimie
des stimuli), comme c’est le cas pour les entrées sensorielles (Schultz, 2006). Le concept
de récompense englobe des notions de désir, de quéte de plaisir et d'émotions positives.
Une récompense peut prendre la forme d’'un objet, d'une situation, d'un événement ou
encore d’'une activité sportive ou artistique. Il est généralement considéré qu’une grande
partie de nos comportements sont gouvernés par cette recherche de récompense, a
commencer par nos actions les plus élémentaires comme s’hydrater, se nourrir et se
reproduire. Une récompense peut donc étre vegetative (qui concerne les fonctions
physiologiques), indispensable pour la survie d'un individu ; comme la boisson, la nourriture
ou la reproduction. La composante hedonique associée a ces actions aurait ete selectionnee
au cours de I'évolution dans le but de répéter ces comportements nécessaires a la survie
de I'espece (Berridge, 2004; Keramati & Gutkin, 2014: Pessiglione, 2014). On distingue ces
recompenses dites primaires, des récompenses apprises par experience, nommees
recompenses secondaires. Celles-ci peuvent é&tre non végetatives; comme I'argent,
I'esthétique, le pouvoir ou la sécurité (Schultz, 2006). Dans un contexte d’éducation, une
récompense peut étre le moyen d’encourager l'apparition d’'un comportement souhaité.
Quand un individu réalise une bonne action, il peut obtenir comme récompense un aliment
qui lui confére I'envie et la motivation de répéter I'action pour en obtenir davantage. Une

récompense peut aussi étre un bien matériel que I'on peut donner ou recevoir en echange
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d’'une action realiseée ou d'un service rendu, ou, au contraire, étre immatérielle comme la
gratification par autrui. On peut donc recevoir une récompense — un bien tangible comme
une medaille ou intangible comme de la reconnaissance — dans le but de valoriser un
travail fourni, engendrant de la joie et de la satisfaction.

On comprend donc ici que le concept de récompense fait appel & des notions i)
d’hédonisme, composante affective, ii) d’apprentissage, composante cognitive, et iii) de
motivation. Elle a une retombée positive sur I'individu, qui aura alors tendance a reproduire

la situation pour pouvoir & nouveau obtenir cette récompense.

a. Récompense & conditionnement

En 1927, Yvan Paviov, un médecin et physiologiste russe, théorise un premier type de
renforcement, dans lequel un stimulus va, aprés apprentissage, conditionner une réaction
(Clark, 2004; Schultz, 2006; Watson, 2017). Dans cette premiére définition, l'individu n’a
pas besoin de fournir un effort particulier pour obtenir la récompense. Cette derniére est
recue passivement mais elle déclenche une réaction, un changement de comportement.
Dans ses experiences, Y. Pavlov étudie chez le chien le réflexe de salivation apres
présentation de boulettes de viande. Dés gu'il présente des boulettes de viande au chien,
celui-ci se met a saliver. C'est donc une réponse non conditionnée, que 'on pourrait
qualifier d’innée. Ensuite, il ajoute un son de cloche, le stimulus neutre, juste avant de
donner les boulettes de viande au chien. Apres répétition de I'expéerience, le chien finit par
saliver au moment du son de la cloche et non au moment de la présentation des boulettes
et ce, méme si les boulettes ne sont pas présentées. C'est ce que Pavlov appellera le
conditionnement classique répondant, que I'on appelle maintenant le conditionnement
pavilovien. |l dira: «on parle de conditionnement lorsque I'on observe l'apparition d'un
comportement nouveau declenché de maniere involontaire sous I'influence d’'un signal
provenant geénéralement de I'environnement ». Dans ce type d’apprentissage, on observe
la construction d’'une boucle quasi-réflexe, un comportement automatique declenche par la
présentation d’'un stimulus. On a ici deux événements, sans aucun rapport initial de
causalite : le réflexe, qui est la sécrétion du suc digestif par le biais de la salive —
biologiquement signifiant — et, le conditionnement, qui est le signal sensoriel initie par un
stimulus neutre au depart. Pavlov définit ainsi le réflexe conditionnel ou conditionné (Figure
1.1-A). Il décrit donc la récompense comme un objet qui produit un changement dans le
comportement, changement que I'on appelle apprentissage.

Les travaux de Pavlov sont précurseurs du mouvement béhavioriste du début du XXe siécle,
qui est la premiére formalisation d'une théorie d’apprentissage. Ce courant se base
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principalement sur lidée que I'apprentissage repose sur l'acquisition de nouveaux
comportements par conditionnement, c'est-a-dire le changement dans la reponse
comportementale suite a la présentation d’'un stimulus. La doctrine behavioriste consiste a
dire que si I'on renforce de maniere positive la réponse comportementale a un stimulus,

alors on augmente la probabilité d’apparition de cette réponse.

Toujours dans ce méme courant béhavioriste, Edward Thorndike déemontre que
I'apprentissage est une réponse motrice a une perception. Il va définir ce qu’on appelle le
conditionnement opérant (Pessiglione, 2014: Schultz, 2006; Watson, 2017). Le psychologue
americain realise des experiences de comportement chez le chat. Dans I'une d’entre elles,
un chat est enfermé dans une cage avec un loquet et doit trouver, en explorant au hasard,
le mécanisme lui permettant d’en sortir et ainsi d’accéder a la nourriture se situant en
dehors. Thorndike a noté qu’apres plusieurs essais, les chats comprennent comment obtenir
la nourriture et sortent plus rapidement de la cage; le temps pour chaque essai diminuant
jusqu’a un certain seuil plancher. Dans les expériences de Thorndike, I'apprentissage est
une réponse a une situation donneée, qui reflete I'établissement d’un lien entre une
perception (un stimulus) et une réaction motrice (la réponse conditionnée). Le psychologue
etablit alors deux lois d'apprentissage : 1) la loi de I'exercice, ou chaque fois qu’une reponse
conditionnée est eémise en présence d'un stimulus, cela augmente la probabilité que ce
stimulus provoque cette réponse conditionnee (la probabilite d’apparition de la reponse
augmente avec le nombre d’'essais) ; et 2) la loi de I'effet, oU une action est plus susceptible
d’étre repétee si elle entraine une récompense et une satisfaction. La répétition d’'une action
est donc soit renforcee, soit affaiblie, en fonction de ses consequences positives ou non
sur un sujet. L'individu peut choisir de répéter une action ou un evénement car la premiere
expéerience a eté plaisante. Il obtient donc une récompense car il a fait la bonne action

associee. Thorndike va ainsi introduire cette notion de renforcement positif.

John Broadus Watson, psychologue ameéricain, est le premier a expérimenter le
conditionnement classique sur un modele humain en étudiant les comportements de peur
chez un enfant de 9 mois (Clark, 2004; Watson, 2017), au cours d’expériences ethiguement
critiquables. Comme Pavlov, il s'appuie sur l'association stimulus extérieur / réaction
comportementale. Le but de son expérience sur le « petit Albert» est d’essayer de creer
une reaction de peur associée a un stimulus neutre. On présente au petit Albert un stimulus
neutre, un rat blanc, de fagon répetée. Ce dernier n'en a pas peur et joue méme avec. Au
bout de deux mois, Watson va associer la présentation du rat & un stimulus sonore, un
grand coup donné sur une barre métallique. Ce bruit violent va provoguer une réaction de

peur chez I'enfant qui va se mettre a pleurer. Le chercheur va répéter I'experience jusqu’a
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ce que le stimulus neutre (le rat) entraine une réponse conditionnée. L'enfant finit par faire
I'association entre le bruit qui lui fait peur et le rat, et il se mettra & pleurer des qu’un rat lui

sera présente. Ce mecanisme sera également géneralise a d’autres animaux. Cette

expéerience montre que le conditionnement classique est donc aussi applicable & 'numain.

A.

Avant conditionnement

2 G & —

Stimulus
Stimulus neutre Pas de réponse  inconditionné (US) Reponse inconditionnée
Conditionnement Aprés conditionnement
& — G & — G
= q‘//) N =
- Réponse Stimulus Réponse
Association inconditionnée conditionné conditionnée

B.

Indices auditifs

Indices lumineux

Plancher Nourriture

électrifiable

Figure 1.1. Conditionnement pavlovien & conditionnement opérant | A. Principe du conditionnement
classique de Pavlov. Avant conditionnement, la présentation d'un stimulus neutre (son d'une cloche)
n'évoque pas de réponse comportementale alors que celle d'un stimulus inconditionné (comme de
la nourriture) évoque une salivation (réponse inconditionnée). Durant le conditionnement, le stimulus
neutre est associé au stimulus inconditionné. Aprés conditionnement, la présentation du stimulus
conditionné (maintenant le son de la cloche) suffit & évoquer une salivation (réponse conditionnée).
B. Schéma d’'une cage opérante de Skinner. Plusieurs variantes sont possibles avec i) des indices
qui peuvent étre auditifs ou lumineux, i) la récompense qui peut étre de type nourriture solide ou
liquide (jus sucré), des stimulations électriques ou optogénétiques, l'injection de drogue, ou iii) la
délivrance de chocs électriques (plancher électrifié). L’animal apprend ainsi & faire I'association entre
un stimulus et une action (le levier) pour obtenir la récompense.
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Dans la continuitt de Thorndike, Burrhus Frederic Skinner deéfend la théorie du
conditionnement opérant ou instrumental. Ce psychologue et éthologue américain met au
point une experience d’obtention de nourriture chez le rat (Pessiglione, 2014; Schultz, 2006;
Skinner, 2011). Dans la boite opérante de Skinner, on retrouve un levier permettant de
delivrer de la nourriture, des indices visuels et sonores ainsi qu’'un plancher électrifie (Figure
1.1-B). Grace a cette expérience, Skinner va montrer que toute action aboutissant a une
récompense induit un apprentissage. Les rats vont apprendre a appuyer sur le levier pour
obtenir de la nourriture. Par le biais de cette boite opeérante, Skinner montre qu’il est possible
de conditionner un animal en fonction de différents stimuli sonores ou visuels. Le rat peut
alors apprendre qu'il doit appuyer sur le levier seulement si 'indice lumineux est présente.
Il étudie alors Il'apprentissage par essai-erreur en présence soit d'un renforcement
(nourriture) soit d'une punition (plancher électrifie). Pour Skinner, les travaux de Paviov sont
incomplets et il fait apparaitre la notion de « contingence de renforcement» ; en d’autres
termes, I'importance de I'obtention d’une récompense dans un court délai apres un stimulus.
Ainsi, pour gu’une action soit renforcée, la réponse comportementale (appui sur un levier)
doit étre immediatement recompensee (obtention de nourriture) ou punie (choc électrique).
Ces expéeriences de comportement opérant ont permis d’introduire la notion de valeur

(positive ou négative) d’'un stimulus.

Le courant beéhavioriste se concentre donc sur I'étude des changements observables et
quantifiables sur le comportement d'un individu aprés obtention d’'une récompense. L'idée
d'un apprentissage associatif entre un stimulus et une récompense a permis une analyse
approfondie  des comportements animaux. Cela inclut le  conditionnement
classique/pavlovien, qui lie deux événements indépendants, ainsi que le conditionnement
opérant, qui associe une action a son résultat. Malgré ces avancées dans la compréhension
et la conceptualisation des comportements animaux, il convient de noter que les
behavioristes ne prennent pas en compte des processus mentaux tels que l'intention, la
représentation d'un but ou la conscience lors de la formation de ces comportements
(Schultz, 2006).

b. Récompense & motivation vers un but

Dans la partie précedente, la notion de renforcement a été explicitée dans le cadre de
théories d’apprentissage appartenant au courant behavioriste. Nous allons aborder ici la
motivation — ou lincitation — qui arrive en amont de la récompense et qui pousse a agir,

menant éventuellement par la suite au renforcement. On peut promettre une récompense a
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qguelgu’un qui va alors travailler pour I'obtenir. La motivation est donc la composante qui va
permettre de transformer une récompense anticipée en action comportementale. C'est un
état psychologique qui pousse a agir dans le sens du but désiré, permettant ainsi de
générer, de s'engager et de maintenir un certain nombre de comportements permettant
d’atteindre une récompense. Deux aspects de la motivation ont tres tot été distingués : un
effet "directeur”, qui détermine le(s) but(s) actuel(s) du comportement (par exemple la
nourriture ou I'eau), et un effet "énergisant”, qui determine la force ou la vigueur qui sous-
tend ces actions (Niv et al., 2006).

A la base des comportements animaux, se trouve la nécessité de combler les besoins
vitaux comme la nourriture, la reproduction ou sa protection, en évitant tout danger pour
I'integrité physique. Decoulant de cela, la définition de la motivation s’est longtemps basee
sur le principe de régulation homeostatique (Pessiglione, 2014), un concept développée par
le physiologiste Claude Bernard. Selon ce principe, «tout systeme laisse a lui-méme en
I'absence de perturbations, revient spontanement a un état d'équilibre au travers d'une seérie
de processus régulateurs ». Ainsi, tout écart par rapport @ un "point de référence" va
provoquer des ajustements comportementaux visant a reguler et retablir cet equilibre. Par
exemple, en cas d'hypoglycemie, le mécanisme de recherche alimentaire est enclenche
pour rétablir le niveau de glucose (Pessiglione, 2014). La détection d’'un déficit va donc
engendrer des mecanismes de correction par le biais d’un moteur motivationnel permettant
ainsi la mise en place de réponses appropriées pour stabiliser 'organisme au point de
réference (Berridge, 2004). Cette explication de la motivation s’applique a des récompenses
dites primaires mais elle ne peut expliquer tous les autres types de récompense. Les notions
de désir et d’'hedonisme permettent d’expliquer la recherche de récompenses qualifiees de
secondaires, qui ne répondent pas a une régulation homeostasique. Un individu est ainsi
capable de se représenter le plaisir d’'une récompense, méme si les besoins vitaux sont
assouvis. Cela peut suffire a s'engager dans un comportement, manger des crépes ou des
bonbons, méme si I'organisme a déja eu une quantité suffisante de nourriture lors du repas

précedent et n’en a pas besoin pour sa survie.

Au cours du XXe siécle, plusieurs définitions de la motivation incitatrice se sont succedees
parmi les neuroscientifigues speécialistes du comportement. A partir de travaux
precedemment realisés par Sherrington, Wallace Craig a propose que tout comportement
motivé pouvait étre divisé en deux phases: initialement une phase appétitive — I'approche
flexible avant d’arriver au but —, qui précéde une phase de consommation — déclenchee
par l'atteinte du but — (Berridge, 2004). Vers les années 1970, Teitelbaum a ensuite propose

que la motivation serait capable d’induire un comportement opérant flexible. Il suggére que,
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lorsqu'un individu apprend une nouvelle stratégie pour atteindre un objectif, ce n'est pas
seulement réflexe ou instinctif, mais cela déemontre une réelle motivation pour y parvenir : il
y a alors mise en place d'un effort spécifique pour arriver a obtenir la récompense (Berridge,
2004). Dans ce contexte, le comportement instrumental peut étre assimile a cette phase
appétitive, qui précéde I'accomplissement de I'objectif, i.e. la recompense. Pour Teitelbaum,
cette phase appétitive est essentielle dans la définition de motivation. En effet, la modulation
de la phase de consommation seule n'est pas suffisante pour parler de motivation. En 1980,
Epstein ajoute trois nouveaux criteres pour etoffer la définition de ce qu’est la motivation : i)
I'orientation flexible des objectifs vers un but, ii) la prévision d'un obijectif, et iii) I'affect
(Berridge, 2004).

La flexibilité peut se définir par la mise en place d'une nouvelle stratégie cognitive ou
spatiale pour atteindre un objectif, malgré un changement de contexte ou de régle. La
flexibilite affine ainsi la définition de motivation, qui est bien plus qu'une simple orientation
vers un but.

Un second critere important est la capacité a anticiper un objectif et a former une
représentation de ce que peut constituer une récompense. Par exemple, Crespi a montré
qu’'un rat était capable d'ajuster sa vitesse de déplacement en fonction de la quantité de
nourriture qu'il pouvait obtenir (Crespi, 1942). Ce comportement montre que le rat adapte
progressivement sa vitesse d’atteinte de la récompense proportionnellement a la taille de
cette derniere. En d’autres termes, quand la récompense est soudainement augmentee, le
rat est susceptible de se diriger plus rapidement vers la recompense a 'essai suivant. Il est
donc capable de se représenter la quantite et la valeur de la recompense qu'il peut obtenir,
base sur les essais antécedents (Crespi, 1942). La vitesse de deplacement de I'animal, ou
la vigueur de I'action vers le but, reflete la motivation a se diriger vers la nourriture.

Enfin, le troisieme crittre de Epstein suggére que la motivation est teintée de reéactions
affectives envers I'objectif. Ainsi, la motivation est orientée vers des buts hedoniques et
declenche donc une réaction émotionnelle. Selon lui, la présence de reéactions affectives

prouve que le comportement est réellement motive.

c. Récompense & prise de décision

Precedemment, nous avons abordeé les theories et mecanismes de 'apprentissage, en
mettant I'accent sur le conditionnement et I'apprentissage par renforcement, dans le cadre
de taches dites opérantes. Toutefois, dans un environnement naturel et non contraint, un
individu est confronté & des choix pour obtenir des récompenses. La prise de décision est

une action cognitive qui va sélectionner une action ou des options parmi plusieurs
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alternatives, en se représentant les différentes conséquences que cela pourrait engendrer.
Il est genéralement consideré que cette construction de préférence est basée sur un
meécanisme d’évaluation des options disponibles au moment du choix (Glimcher &
Rustichini, 2004; Kable & Glimcher, 2009; Rangel et al., 2008). Plusieurs étapes peuvent
étre distinguées dans un processus de prise de décision basé sur la valeur. Cela implique
la construction d'une représentation de la situation, I'évaluation de la valeur des options, la
sélection de l'action et enfin l'ajustement des comportements futurs en fonction de ces
informations, c’est-a-dire I'apprentissage (Ernst & Paulus, 2005; Rangel et al., 2008). Ce
processus est influence par une gamme de facteurs cognitifs, émotionnels et biologiques,

et il joue un réle crucial dans l'apprentissage et I'adaptation des comportements individuels.

Le processus commence par la construction d'une représentation mentale de la situation
qui nécessite une decision. Cette représentation integre des informations a propos de I'état
interne de l'individu (comme la faim, la soif, etc.), d'informations externes (comme la
disponibilité de la nourriture, le niveau de danger, etc.), ainsi que sur les differentes options
qui s'offrent a lui. La construction de la préférence d’'une option consiste a jauger a quel
point 'option est plaisante, & évaluer la valeur attendue des options disponibles au moment
du choix (Rangel et al., 2008). Un animal peut ainsi évaluer si une option A présente un
intérét (valeur positive) ou plutdt une menace (valeur negative) par rapport a une option B
(Pessiglione, 2014). Le choix est connoté d’une valeur subjective puisqu’il va s’agir de se
représenter les consequences de la décision en question. Chaque action va pouvoir étre
sélectionnée en fonction de la valeur subjective qu’elle represente (Pessiglione & Lebreton,
2015). En effet, le choix est influence par une composante émotionnelle, dont le vecu de
I'individu (ses expéeriences passees), mais egalement par les parameétres externes de son
environnement et ses parameétres corporels (informations intéro et extéroceptives) au
moment du choix. Si I'individu a faim ou soif, cela influencera forcément son choix entre,
par exemple, de la nourriture ou de la boisson. On peut également se retrouver confronté
a devoir choisir entre une crépe ou un gateau, les deux étant de la nourriture, le choix se
fera en faveur de l'objet présentent la valeur subjective la plus importante. Une fois la
situation représentée, l'individu associe une valeur a chaque option en fonction de ces
paramétres. L'objectif est de prédire de la maniére la plus précise possible les
conséquences probables de chague option. Cette évaluation peut étre influencée par des
facteurs tels que la probabilité d'obtenir une récompense, la saillance de la récompense
(son intensite ou son contraste par rapport a I'environnement), ou encore le délai avant de

recevoir la recompense (Ernst & Paulus, 2005).
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Apres avoir evalué la valeur de chaque option, I'individu sélectionne une action en fonction
de la valeur subjective attribuée a chaque option. I choisira généralement I'option qui
présente la valeur la plus élevée mais d'autres facteurs, telles que les émotions et les
experiences passees, peuvent egalement influencer ce choix. Pour réaliser cette étape, les
actions concurrentes doivent étre inhibées pour mettre en ceuvre la sequence d’action
adéquate (Ernst & Paulus, 2005). Dans le processus de décision, on peut distinguer deux
stratégies importantes (J. D. Cohen et al., 2007; Spence, 1964). D'une part il y a
I'exploitation, qui consiste a continuer d’effectuer les actions que I'on sait deja réaliser et
qui ont la plus forte valeur. Cette stratégie permet d’optimiser les recompenses sur du court
terme. Un animal sait qu’a un endroit specifique de son environnement il va trouver de la
nourriture qui lui permet de subsister donc il va y retourner chaque jour. D’autre part il y a
I'exploration, qui consiste cette fois a s’éloigner de ce que I'on connait déja. Cela implique
de s'éloigner d'un quotidien predéfini et de se diriger vers une zone inconnue afin de
trouver de nouvelles informations. C'est une strategie plus a risque que I'exploitation mais
qui permet de maximiser les recompenses sur le long-terme. Si un animal vient a explorer
un nouveau territoire dans un environnement naturel, il peut alors: soit ne pas trouver de
nourriture et donc le choix de I'exploitation aurait peut-&tre éte plus bénéfique sur le
moment, soit au contraire trouver un nouveau point de nourriture ou celle-ci s'avére plus
nourrissante et plaisante que celle dont il était coutumier. Dans cette stratégie, la notion
d’incertitude rentre en compte du fait que l'individu ne sait pas toujours quand se produira

la recompense ni de quelle nature elle sera.

Une fois que I'action est faite, I'individu évalue les consequences de cette action par rapport
a ce qu'il avait initialement anticipé. Cette évaluation des résultats obtenus par rapport aux
attentes initiales est essentielle pour ajuster les processus de prise de décision a venir.
Cette comparaison génere l'erreur de prédiction de la récompense (RPE). Bien souvent, une
différence est observée entre la valeur attendue et celle obtenue. Une RPE positive indique
que la recompense obtenue est meilleure que prevue, tandis qu'une RPE negative indique
le contraire. Cette erreur de prédiction de la récompense, conceptualisee dans le cadre des
théories de I'apprentissage, jouerait un role crucial dans l'apprentissage et I'ajustement des
comportements futurs (voir partie Il.b. pour le role de la dopamine dans la RPE). Elle permet
de mettre a jour les valeurs attribuées a différentes options et ainsi d’adapter les choix futurs
(Ernst & Paulus, 2005; Pessiglione, 2014; Pessiglione & Lebreton, 2015).

La prise de décision est donc un ensemble de processus faisant intervenir des parameétres

cognitifs, moteurs et émotionnels: i) qui vont tout d’abord reposer sur la construction de

valeurs des options disponibles dans I'environnement d’un individu, permettant la formation
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d’'une préference pour une des options, ii) l'initiation et la réalisation d’'une action appropriee
en lien avec loption préeféree, et iii) l'obtention du résultat (ou récompense) avec
I'actualisation de la valeur réelle de ce dernier influengant les comportements futurs

(exploration/exploitation).

Il. Le systéme de la récompense

Les processus comme I'apprentissage, la motivation ou encore la prise de décision sont
essentiels a la recherche et l'acquisition de réecompenses. Cette section explorera les
différentes régions et circuits qui composent le systeme de récompense, ainsi que la
maniere dont la dopamine (DA) modifie son fonctionnement. Ce neurotransmetteur joue un
role essentiel dans I'encodage de la réecompense, et nous verrons par quel biais il régule

des fonctions d'apprentissage, de motivation ou encore de prise de decision.

a. « Centres » de la récompense & dopamine

La découverte et compréhension du systeme de la recompense ainsi que son mode de
fonctionnement se sont réalisées en plusieurs étapes. Les travaux pionniers de Olds et
Milner ont, en 1954, permis de cartographier plusieurs zones du cerveau impliguees dans
le renforcement positif (Olds & Milner, 1954). Pour ce faire, ils ont procede a l'implantation
d’électrodes de stimulation dans différentes régions de cerveaux de rats. Les animaux étaient
ensuite placés dans des boites opérantes de Skinner, 1a ou ils pouvaient appuyer sur un
levier pour s'auto-administrer des stimulations électrigues dans les zones ceérébrales
implantées. Les rats appuyaient alors pour s'auto-stimuler, de maniere frequente et aussi
longtemps qu'il leur était permis d’étre dans la boite (Olds & Milner, 1954). Cette tache
d’auto-stimulation déclenchait donc un systtme d’association entre un levier et une
récompense. Suite a ces experiences, plusieurs regions ont alors eté decrites comme « les
zones du plaisir », compte tenu des propriétés renforgantes provoquees par les stimulations
induites dans ce conditionnement opérant (Milner, 1991; Olds & Milner, 1954). Ce
paradigme d’auto-administration a ainsi pour consequence de « creer » une valeur associee
a la stimulation électrigue, mettant en évidence une stimulation directe des régions
cérébrales liges au systtme de la récompense, et ce, sans passer par les stimulations
sensorielles ou externes a I'animal comme dans le cas des conditionnements classiques.

Grace a ces experiences, Olds identifie en 1956 le « medial forebrain bundle » (MFB)
comme un élément central du systeme de la recompense (Olds, 1956). Suite a cela,
Marianne et Jim Olds démontrent, en 1963, un renforcement positif plus important lors de
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la stimulation du MFB au niveau de I'hypothalamus latéral et du tegmentum ventromedial.
Ces experiences de stimulation électrigue du MFB ont permis de mettre en évidence
plusieurs régions innerveées par ce dernier dont: I'hypothalamus, le mésencephale, le
striatum, les cortex frontaux (préfrontal ou prélimbique, PFC ; orbitrofrontal, OFC), I'amygdale
et le septum (Wise, 2005; Wise & Rompre, 1989: Figure 1.2). A noter que, dans ces
expéeriences de stimulations électriques intra-cérébrales, certaines régions stimulées ont
egalement pu provoquer des effets aversifs ou encore ne pas provoquer d’effets (neutre ;
Olds et al, 1960). Additonné a ces découvertes, le recours a des techniques
d'immunohistochimie et d’imagerie par rayons X a permis de valider la localisation des
électrodes de stimulation et ainsi de cartographier les différentes zones cerebrales

impliquées dans le renforcement positif.

Par ailleurs, les interconnexions spécifiques entre ces différentes régions ont été mises en
evidence au moyen de lésions effectuées chez le rat mais aussi chez d’autres modeles
animaux comme le chat ou le singe (Milner, 1991). Ces régions identifieces comme des
« centres » du plaisir ont donc rapidement été considérees comme un ensemble de sous-
circuits et non comme des régions isolées, formant ainsi le « systtme de la récompense »
(Figure 1.2).

dorsal view ventral view

PFC

saggital view

DA fibers

DA fibers

MFB

DA fibers

Figure 1.2. Systéme de la récompense | Visualisation en 3D d'aprés le « Allen Brain Explorer» du
circuit mésocorticolimbique ou systtme de la récompense chez la souris. Représentation de coté
(gauche), vu du dessus (milieu) ou vue du dessous (droite). Les fibres dopaminergiques sont
représentées en orange. HPC: hippocampe; PFC: cortex préfontal et prélimbique; NAc: noyau
accumbens ; MFB: medial forebrain bundle; VTA : aire tegmentale ventrale; Amg: amygdale ; HT :
hypothalamus.

L'émergence d'études pharmacologiques a permis de mieux comprendre la régulation du
systeme de la recompense. Une grande partie de ces decouvertes est due a [I'utilisation
d’antagonistes spéecifiques des monoamines. Les monoamines sont des neurotransmetteurs
dérivés d'acides aminés dont les catécholamines, dérivées de la tyrosine, et les tryptamines,
dérivées du tryptophane. En 1956, il a eté montré que l'utilisation de bloguants des
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catécholamines induisait une diminution de l'auto-stimulation chez des rats ou des
electrodes de stimulation intracranienne étaient implantées au niveau de I'hypothalamus ou
du septum (Olds et al., 1956). Par la suite, la présence de fibres monoaminergiques a éte
identifiece au sein du MFB (Dahlstrom & Fuxe, 1964: Hillarp et al., 1966). Les techniques
d'immunohistochimie ont mis en evidence la présence de deux neurotransmetteurs
catecholaminergiques, la noradrénaline (ou norepinéphrine) et la DA, ainsi qu'un
neurotransmetteur tryptamine, la sérotonine. Bien que la théorie de la norépinéphrine ait éte
soutenue comme substrat neurophysiologique de la réecompense (David Wise & Stein,
1969), elle a été remise en cause au profit d’'une théorie dopaminergique. En effet, Carlsson
et Hilllarp ont montré en 1958 que la DA et la norépinéphrine étaient présentes en proportion
similaire dans le cerveau, et donc que la DA n’était pas seulement un précurseur dans la
synthese de la norépinephrine (comme alors considére), mais bien un neurotransmetteur a
part entiere. De plus, un cluster impliqué dans les comportements d’auto-administration a
ensuite été identifie au niveau du tegmentum ventral contenant les noyaux dopaminergiques
(Crow, 1972). Additionnée a cela, I'utilisation de pimozide, antagoniste specifique de la DA,
a montré une suppression des comportements d’auto-administration (Phillips et al., 1989).
En conclusion, ces études ont montré que la stimulation des fibres du MFB active les
axones en provenance des neurones dopaminergiques de l'aire tegmentale ventrale (VTA)
et de la substance noire, aboutissant a la modulation des structures en aval (Wise, 2005).
Ainsi, la DA a été identifiece comme le neurotransmetteur principal du systtme de la
récompense, permettant la transmission d’informations entre les régions impliquées (Milner,
1991).

Les experiences de stimulation électrique du MFB ont permis de cartographier les regions
cérébrales constituant ce circuit, mais également de montrer que la stimulation directe du
MFB est capable de «simuler» une recompense. En effet, la stimulation électrique ne
declenche pas directement de mouvement ou de comportement specifique mais cree une
valeur et une représentation de la réecompense via la stimulation directe des fibres
dopaminergiques. Ces experiences d'auto-stimulation ont donc ouvert le champ aux

recherches sur le rle de la dopamine au sein du systeme de la récompense.

b. Récompense & signal dopaminergique

Le rble des neurones dopaminergiques dans I'évaluation des récompenses a eté mis en
evidence par des series d’expériences électrophysiologiques qui ont demontré le lien entre

I'activité du systeme dopaminergique et les differentes composantes du processus
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d’évaluation. Le systtme dopaminergique s’active a la présentation d'une récompense et
permet la transmission d’'informations entre régions impliquées. Les différentes études ont
permis de montrer que cette activation ne signale pas le plaisir mais code un signal
d’apprentissage qui peut étre utilisé pour apprendre la valeur subjective des actions : I'erreur
de prediction de la recompense (RPE).

L'enregistrement de neurones dopaminergiques du mésenceéphale chez le singe a permis
d’aborder une compréhension, cette fois, non plus uniquement basee sur les changements
comportementaux, mais eégalement sur les propriétés électrophysiologiques des neurones
dopaminergiques régissant le systtme de la récompense (Ljungberg et al, 1992;
Mirenowicz & Schultz, 1994, 1996; Schultz, 1997b, 1997a). Les travaux menés dans I'équipe
de Wolfram Schultz ont démontré qgu'une activite en bouffées des neurones
dopaminergiques de la VTA, synchroniseée avec l'arrivee d’'une récompense, entraine une
libération massive et transitoire de DA — 50 & 110 ms aprés larrivée du stimulus et durant
moins de 300 ms — que I'on qualifie de phasique (voir Chapitre 2, partie Il. pour plus de
détails sur la décharge des neurones dopaminergiques in vivo). C'est ce mode de libération
phasique, specifigue de la dopamine, au niveau notamment du noyau accumbens (NAC,

partie ventrale du striatum), qui est associé a l'apprentissage par renforcement et la

prediction de recompense.

Un élément essentiel de la démonstration du réle de la DA dans l'apprentissage a éteé
apporté par Schultz dans une expeérience desormais incontournable, ou il enregistre les
neurones dopaminergiques au cours d'une association paviovienne (Ljungberg et al., 1992 ;
Figure 1.3-A). Au début de l'expérience, c'est-a-dire avant apprentissage, une goutte de
jus de fruit (recompense) est délivrée de maniére imprevisible et déclenche une activation
phasique, rapide et transitoire, des neurones dopaminergiques. Par la suite, un stimulus
lumineux neutre est associé a la goutte de jus de fruit, une seconde avant sa distribution.
De maniére surprenante, apres plusieurs répétitions de cette association, les neurones
dopaminergiques s'activent de maniere phasique, non plus au moment de la distribution de
la récompense, mais au moment de I'apparition de l'indice visuel qui est devenu un stimulus
conditionné. Une troisieme condition consiste a présenter lindice visuel mais & ne pas
présenter la récompense (omission). Dans ces expériences d’omission, les neurones
dopaminergiques s’activent toujours au moment du stimulus conditionné mais leur
frequence de décharge diminue en dessous de leur taux d’activite basal, au moment ou la
recompense aurait dii étre delivrée.

Si I'on prend l'activité¢ du neurone au moment de la délivrance de la récompense, on

constate que les neurones dopaminergiques ne se contentent pas de signaler la survenue
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d'événements appetitifs. En effet, leur activité semble plutdt coder un écart ou une erreur
entre la recompense effectivement recue et les previsions concernant le moment et I'ampleur
de la recompense (Figure 1.3-B). Cette série d'expériences montre que les neurones
dopaminergiques eémettent un signal positif si un événement appétitif est meilleur que prevu
(non predit) ; aucun signal si un évenement appétitif se produit comme predit; et un signal
negatif si un événement appétitif est moins bien que predit. C'est ce calcul que 'on nomme

RPE et qui peut étre utilise pour évaluer la valeur associee a une recompense (Figure 1.3).

A' B ) Better than

No prediction predicted
Reward occurs
RPE>0
Reinforce action
. |u.1;|| s, ‘LM" s, "lr"l Same as
Reward predicted . predicted
Reward occurs g —
RPE = 0 No updgte
Keep going
Worse than
Reward predicted predicted
No reward occurs |/
RPE<0 | ol S
! s lon || 2 Punish action

Figure 1.3. Récompense, dopamine & RPE | A. Schéma du dispositif de conditionnement d'un singe
entrainé a prédire la délivrance d'une récompense (goutte de jus de fruit, R) aprés présentation d’un
indice lumineux (stimulus conditionng, CS). B. Exemple de I'activité d’'un neurone dopaminergique a
différentes étapes du conditionnement. Chague point est un potentiel d’action et chaque ligne est un
essai (raster plot). Avant apprentissage, un pic de DA est observé au moment de la délivrance de
la récompense de maniére inattendue. Le singe obtient donc une récompense gu'il n'attendait pas
donc RPE > O (haut). Aprés apprentissage, le CS prédit la distribution de la récompense et celle-ci
est délivrée comme attendue. Le singe obtient ce qu'il attendait donc RPE = 0 (milieu). Si le CS
prédit la récompense mais que celle-ci n'est pas délivree, on observe une baisse d’activité
dopaminergique. Le singe n'obtient pas ce qu'il avait prédit donc RPE < 0 (bas). Adapté de Schultz
et al. 1997 & Bromberg-Martin et al. 2010.

Il est & noter que le role de la DA phasique au moment de lindice visuel précedent une
recompense (ou au moment de linitiation d'une action), reste debattu. En effet, le pic
dopaminergique predictif observe au moment du stimulus conditionné pourrait refléter un
apprentissage, mais également une composante motivationnelle pour I'essai en cours. Nous
I'avons vu, le comportement motive peut se découper en phases, ou l'animal doit dans un

premier temps s'approcher ou rechercher le stimulus renforgant l'objectif. Afin de
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comprendre si le signal phasique dopaminergigue code uniqguement pour la RPE ou bien
également pour d’autres parametres tels que la motivation ou la prise de deécision, une
manipulation optogénétique des neurones dopaminergiques a eté réalisee au sein de mon
equipe de these. Il a ainsi éteé montré qu'une inhibition optogénétique de l'activite phasique
précoce, c'est-a-dire juste avant d’atteindre la récompense, avait un impact sur des
parameétres reflétant la vigueur et la motivation des animaux a effectuer la tache (Bousseyrol
et al, 2023).

Ces différentes données nous montrent donc que lactivite phasique des neurones
dopaminergiques code pour la RPE, mais également pour une composante motivationnelle,
reflétée par la vigueur déployée par I'animal pour effectuer la tache et obtenir une

recompense.

ll. Action des drogues sur le systeme de la récompense

Comme nous venons de le voir, le systeme de la récompense et son principal
neurotransmetteur, la DA, sont impliqués dans les processus de conditionnement,
d’apprentissage par renforcement, de motivation et de prise de décision. Il est maintenant
trés largement considéré que les drogues d’abus, du fait de la répétition des expositions,
vont conduire par renforcement & une consommation associee a une perte de controle sur
la prise, et ce, malgré les conséquences négatives de ces drogues. Le renforcement aux
recompenses naturelles s'effectue par essai-erreur et lindividu oriente et ajuste en
permanence ses choix de maniere flexible afin d’obtenir des récompenses satisfaisantes.
Toutefois, les recompenses dites «non naturelles », comme les drogues d’abus, vont
détourner le systeme de la recompense, produisant un renforcement tout en s’affranchissant
des notions d’efforts ou d'effets négatifs associés a la drogue. En effet, si les drogues
addictives sont consommeées en premier lieu pour ameliorer 'humeur et/ou I'état global
d'une personne, une consommation repetée de ces drogues produit aussi des effets
indésirables importants (Hyman & Malenka, 2001; Nestler, 2001). L'usage de substances
psychotropes a pour conséguence un comportement compulsif de recherche et de
consommation de la drogue, avec des épisodes recurrents d’abstinence et de rechute ainsi
gu’une perte de contrble. Plusieurs phases rentrent en jeu: du renforcement initial a la
drogue, aux stimuli associés a la rechute, en passant par la poursuite de la consommation
en dépit des conséquences négatives. On notera la mise en place i) d’'une tolérance a la
drogue, qui pourrait contribuer a l'augmentation toujours accrue de la consommation
observée au cours du développement de la dépendance, ii) d’'un état adapté a I'exposition
a la drogue - la dépendance - qui prépare le terrain pour les symptdmes de sevrage
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lorsque la consommation de drogue s'arréte. Cet état peut conduire a de la dysphorie et
expliquer la rechute apparaissant dans les premieres phases de sevrage. Additionnée a
cela, on a également iii) une sensibilisation a la drogue, qui pourrait contribuer cette fois au
risque accru de rechute aprés des périodes de sevrage plus longues. Les drogues d’abus
induisent donc un déréglement persistant du circuit de la récompense, permettant un

renforcement sans adaptation aux consequences negatives.

Au-dela de ces considérations comportementales, I'hypothése dopaminergique de
I'addiction repose sur le fait que les drogues activent et agissent sur les mémes circuits
que ceux utilises en réponse aux recompenses naturelles (Kelley & Berridge, 2002). De
nombreuses eévidences montrent que les drogues d’'abus ciblent précisement le systéme
dopaminergique de la réecompense (Hyman & Malenka, 2001 ; Nestler, 2001 ; Volkow et
al., 2003 ; Volkow & Morales, 2015). Aprés une consommation aigug, il a été observe une
activation des circuits cérébraux impliqués dans I'obtention de récompenses (NAc et
pallidum ventral), la motivation (cortex orbitofrontal, OFC), la mémoire (amygdale et
hippocampe) et le contrble cognitif (PFC; Volkow et al., 2003). L'administration aigué de
drogues augmente la libération de DA au niveau du NAc (Di Chiara & Imperato, 1988),
nécessaire a linitiation de la consommation puis au renforcement. Un blocage
pharmacologique du systeme dopaminergique induit une baisse de renforcement liee & une
perte d'intérét pour la drogue, qui ne depend pas de la locomotion de I'animal (Wise, 2005;
Wise & Bozarth, 1987). Des expériences de lésions ont mis en évidence le méme role de
la DA (Koob & Bloom, 1988). De plus, une activation optogénétique des neurones
dopaminergiques de la VTA induit un renforcement et partage les mémes caractéristiques
qu’'un renforcement a la cocaine (Pascoli et al., 2015). Enfin, une consommation chronique
entraine une diminution marquée de I'activité dopaminergique, qui persiste des mois apres
la désintoxication et qui est également associée a une dérégulation des regions frontales
du cerveau (Volkow et al., 2003). Les drogues d'abus entralneraient aussi une modification
profonde des neurones dopaminergiques et des structures cibles, notamment du NAC,
conduisant a des altérations marquées des mecanismes de renforcement et de I'état
motivationnel. Parmi les modifications engendrées, on peut citer des effets au niveau: i)
transcriptionnel, avec une regulation de I'expression de certaines genes impactee, ii) post-
transcriptionnel, comme des altérations de la traduction des ARN messagers ou la
degradation de proteines, ou iii) de la structure des synapses, en modifiant le nombre de
dendrites présentant des boutons synaptiques (Nestler, 2001). Ces changements profonds,
qui seraient plus importants que ceux induits par des récompenses naturelles, conduiraient
a une plasticité neuronale dépendante de la prise de drogue et a des réponses sensibilisees

aux drogues et aux signaux environnementaux associes.
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Partant du constat que la mise en place de I'addiction fait appel aux mémes mécanismes
neurophysiologiques que les systemes normaux d'apprentissage par renforcement (Everitt
& Robbins, 2005), certains auteurs ont postule qu'il devait étre possible d'établir une base
neurocomputationnelle d'un apprentissage par renforcement qui sélectionne de maniere
inappropriee un stimulus addictif (Redish, 2004). L'addiction rentre ainsi dans le cadre d’une
« prise de decision inapproprice». Il est admis que les neurones dopaminergiques
encodent la RPE et signalent le fait de continuer a renforcer pour une récompense ou au
contraire d’'arréter le comportement si cela n’en vaut plus la peine (Bromberg-Martin et al.,
2010; Schultz, 1997b). De la méme fagon que la stimulation électrique du MFB, les drogues,
via leur action directement au niveau du systtme dopaminergique, vont créer une valeur et
une nouvelle représentation de la récompense. En particulier, il a été avancé que les
drogues d'abus produisent un signal de RPE & chaque fois que la drogue est consommee
(Di Chiara & Imperato, 1988; Redish, 2004), par le biais d’'une augmentation de la fréquence
de décharge des neurones dopaminergiques et d’'une libération phasique de DA. En cas
de consommation répétée, la répétition de ces signaux conduirait & renforcer les indices et
les actions lies a la drogue jusqu'a des niveaux pathologiques, biaisant la prise de décision
future vers le choix de la drogue. Un signal dopaminergique phasique emergerait donc au
moment de lindice prédictif de la drogue mais ne serait pas modulé par les attentes de
I'individu et persisterait tout au long de I'apprentissage (Keiflin & Janak, 2015 ; Figure 1.4).
Cela contraste avec les récompenses naturelles qui produisent des signaux de RPE
seulement jusqu'a ce que les predictions correspondent aux evenements réels (Keiflin &
Janak, 2015 ; Figure 1.4). Une consommation de drogue va donc biaiser les decisions a
venir, avec une automatisation des processus et de nouvelles associations avec des stimuli
predictifs de la drogue dans I'environnement, pour aboutir & une consommation repetee
(Ahmed, 2018). Par exemple, un stimulus extérieur, comme la terrasse d’un bar, va étre
associé a la prise d’un verre d’'alcool et, ce dernier sera peut-étre lui-méme associé a une
cigarette. La terrasse, qui est le stimulus, va déclencher I'envie de fumer. Le systeme
dopaminergique rentre donc en jeu au moment de 'association mais également dans les
processus motives pour obtenir la cigarette, et ce, malgrée les efforts pour lutter contre cette
prise de nicotine. De plus, dans un processus d'addiction, la force du contrle cortical serait
diminuée au profit d’'une suractivation des circuits limbiques (Volkow et al., 2003; Volkow &
Morales, 2015), menant a des schémas d'action automatisés et non plus flexibles (Keiflin
& Janak, 2015).

En conclusion, cette théorie de I'addiction repose sur le fait que les drogues induisent un

apprentissage par renforcement comme dans le cas des recompenses naturelles, mais en

ajoutant une nouvelle composante au modele de RPE. Bien qu’'un signal phasique émerge
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au moment d’un stimulus rappelant la drogue, il persiste également au moment de la prise
et de fagon plus massive que dans le cas d'une recompense naturelle. Ce modele ne
prend pas en compte les différentes conséquences au niveau moléculaire, mais il théorise
le rble du systeme dopaminergique et comment sa sur-stimulation conduit a sur-
sélectionner les actions menant a la consommation de drogue. L'addiction méne donc a
une surévaluation des consequences positives et une sous-eévaluation des conséquences

negatives.
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Figure 1.4. Différences de signal dopaminergique entre récompenses naturelles et drogues | A. Avant
apprentissage, la nourriture délivrée de maniére inattendue induit un signal phasique de DA. Aprés
apprentissage, I'individu apprend gu’un stimulus signale la délivrance de récompense et le signal
phasique de DA est transféré progressivement au moment du stimulus prédictif. B. Sur le méme
principe, lorsque la récompense est une drogue (de la cocaine), on observe un signal phasique de
DA au moment de [linfusion. Aprés apprentissage, le signal phasique va étre transféré
progressivement au moment du stimulus. En revanche, a la différence de la nourriture, I'infusion de
cocamne va continuer de provoquer une libération de DA au moment de I'obtention de cette derniére,
en plus du moment olU le stimulus prédictif apparalt. C. Représentation hypothétique des
conséguences des signaux dopaminergiques induits par les récompenses naturelles ou les drogues
sur lapprentissage. Les signaux dopaminergiques induits par de la nourriture favorisent
lapprentissage jusqu’a ce que la prédiction soit en accord avec le résultat, ce qui conduit a une
valeur stable du stimulus aprés plusieurs essais. En revanche, les signaux dopaminergiques
persistants induits par la cocaine participent & augmenter la valeur du stimulus prédictif & chague
essai. La valeur des stimuli prédictifs de la cocaine peuvent donc dépasser la valeur des stimuli
preédictifs de nourriture et cela peut biaiser la prise de décision en faveur de la drogue. Adapté de
Keiflin & Janak, 2015.
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Chapitre 2 : Le circuit mésolimbique (ou mésocorticolimbique)

Dans le chapitre précédent, je vous ai parlé de la notion de récompense et du role de la
dopamine ainsi que des acteurs du circuit de la récompense dans la compréhension du
comportement animal. Au sein du systtme nerveux central, I'innervation dopaminergique
provient majoritairement du meésencéphale et plus précisement de 3 noyaux (A8, A9 et
A10): le champ rétrorubral, la substance noire et 'aire tegmentale ventrale (VTA). Dans ce
chapitre, je vais a présent vous exposer les caractéristiques anatomiques et fonctionnelles
de la VTA, région centrale du systeme de la récompense et au cceur du circuit
mesolimbique. La connectivité et le rble de deux régions de projection de la VTA, le noyau
accumbens (NAc) et 'amygdale (Amg), seront détaillés ; ainsi que I'action des drogues
d’abus sur la VTA.

|. L’aire tegmentale ventrale

La VTA correspond au noyau A10 selon la classification anatomique de Dahlstrom et Fuxe
(Dahlstrom & Fuxe, 1964; Moore, 1978). Ce noyau dopaminergique est en réaliteé un
assemblage de plusieurs sous-noyaux, sans limites distinctes entre eux. Les deux noyaux
majeurs sont le parabrachial pigmenté (PBP) et le paranigral (PN), situés au niveau latéral
et en partie ventrale, et contiennent la plus forte proportion de neurones dopaminergiques
au sein de la VTA. En partie mediale de la VTA, on retrouve 3 autres sous-noyaux: le
caudal lineaire (CLi), le rostral linéaire (RLi) et Iinterfasciculaire (IF; Figure 2.1).

Au sein de ces differents noyaux, on retrouve bien évidemment une grande majorité de
neurones dopaminergiques mais egalement des neurones GABAergiques (libérant de
I'acide y-amino-butyrique ou GABA) et glutamatergiques (libérant du glutamate ; Figure 2.2-
A), dont les proportions respectives varient en fonction de leur localisation (dorso-ventral,
rostro-caudal ou medio-latéral). Bien que I'on distingue trois types neuronaux distincts, les
neurones libérant un méme neurotransmetteur constituent une population hétérogeéne,
notamment en termes d’expression de récepteurs, de transporteurs, d’enzymes ou de
projection. Les neurones de la VTA sont constitues de 60 a 70% de neurones
dopaminergiques (Margolis et al., 2006; Nair-Roberts et al., 2008; Swanson, 1982), de
35% de neurones GABAergiques et de 2 a 5% de neurones glutamatergiques (Hnasko &
Edwards, 2012; Margolis et al., 2006; Nair-Roberts et al., 2008; Olson & Nestler, 2007;
Swanson, 1982; Taylor et al., 2014; Yamaguchi et al., 2007).
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Bregma -3.16 mm Bregma -3.4 mm

Figure 2.1. Neuroanatomie de la VTA | A. Localisation de la VTA en coupe sagittale (gauche) et
coronale (droite). B. Coupe de VTA antérieure (-3.16 mm en arriere du bregma) ou postérieure
(- 3.4 mm en arriére du bregma). RLi: noyau linéaire rostral ; CLi: noyau linéaire caudal ; IF: noyau
interfasciculaire ; PBP: noyau parabrachial pigmenté: PN: noyau latéral parabrachial; SNC:
substance noire pars compacta; SNR: substance noire pars reticulata. Figure adaptée de latlas
« The mouse brain » de Georges Paxinos et Keith B.J. Franklin.

a. Les neurones dopaminergiques

Les neurones dopaminergiques contiennent une grande gquantite de tyrosine hydroxylase
(TH), essentielle a la signalisation dopaminergique (voir partie lll.a.), qui est le marqueur le
plus souvent utilise pour identifier cette population de neurones. Parmi les neurones positifs
pour I'enzyme TH, il existe une hétérogeneité moléculaire, notamment au niveau des
transporteurs a la dopamine (DAT) et aux monoamines (VMAT2) ou encore du récepteur
a la dopamine D2 (D2R), dont les expressions sont plus importantes dans la partie latérale
de la VTA. Au contraire, les neurones exprimant a la fois la TH et le transporteur au glutamate
VGLUT2 sont situés au niveau medial de la VTA (Morales & Margolis, 2017).

Des differences sur l'axe medio-latéral sont également présentes au niveau
electrophysiologique. Il a longtemps été admis que les neurones dopaminergiques se
reconnaissaient a la présence d'un courant Ih. Ce courant géneré par les canaux HCN
(« hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated channels ») est cationique non

specifique a rectification interne et est activé par I'nyperpolarisation du neurone. L'activation
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du courant |h a donc pour conseéquence la repolarisation progressive du potentiel de
membrane du neurone. Au sein de la SNC, ce courant est spécifigue des neurones
dopaminergiques (Margolis et al., 2006). Toutefois, dans la VTA, une proportion non
negligeable de neurones dopaminergiques, située plutdt en partie médiale postérieure, ne
présente que trés peu (ou pas) de courant Ih (Ford, 2014; Juarez & Han, 2016; Margolis
et al., 2006), pourtant longtemps consideré comme un des criteres principaux d’identification

de ces neurones.

L'étude plus fine des caractéristiques anatomiques des neurones dopaminergiques a permis
de mettre en évidence des sous-populations distinctes au sein de la VTA, grace notamment
a I'émergence de traceurs rétrogrades (Riddle et al., 1995). Ces traceurs, injectés dans la
région de projection, sont captés par les terminaisons axonales des neurones et remontent
ainsi jusqu’'aux corps cellulaires (dans la VTA). En effet, il a été montré que le systeme
dopaminergique est en réalité composeé de sous-réseaux, spatialement organisés au sein
de la VTA, avec trés peu de neurones projetant vers deux reégions a la fois (Lammel et al.,
2008). Ainsi, cing sous-populations principales ont été mises en évidence au sein de la
VTA par rapport a leur région de projection : vers le PFC meédial, 'amygdale (Amg), le NAc
core, le NAc shell médial ou le NAc shell latéral (Beier et al., 2015; Lammel et al., 2008,
2011; Roeper, 2013 ; Figure 2.2-B). Une topographie particuliére est ainsi observee sur le
plan medio-latéral de la VTA avec: i) les neurones projetant vers le PFC, situés dans la
partie la plus mediale, i) les neurones projetant vers 'Amg, situés en partie medio-dorsale,
iii) les neurones projetant vers le NAc shell médial, situés en partie medio-ventrale, et enfin
iv) les neurones projetant vers le NAc shell latéral, situés au plus latéral (Figure 2.2-C). A
noter que les neurones projetant vers le NAc core se situent dans les mémes localisations
que ceux ciblant le NAc shell medial, avec une distribution un peu plus ventrale (Lammel
et al., 2008).

De plus, certaines des differences moléculaires ou électrophysiologiques observees chez
les neurones dopaminergiques pourraient correspondre a des caracteristiues de ces sous-
populations. En effet, les ratios DAT/TH et DAT/VMAT2 sont plus €levés dans les neurones
projetant vers le NAc shell latéral, justement situes au niveau latéral de la VTA ou ces
marqueurs sont enrichis (Lammel et al., 2008; Morales & Margolis, 2017).

De méme, les neurones dopaminergiques situés en partie dorsolatérale de la VTA
présentent un large courant Ih et projettent spécifiquement vers le NAc shell latéral (Lammel
et al., 2011; Roeper, 2013). Au contraire, les neurones dopaminergiques situés en partie
ventromeédiale de la VTA projetant vers le NAc shell medial, le NAc core, 'Amg ou le PFC
présentent tres peu voire pas de rebond d’activite HCN (Lammel et al., 2011; Roeper,

2013). Parmi ces neurones ventromediaux, ceux projetant vers le PFC expriment peu de
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récepteurs D2 et présentent peu de courant GIRK (courant potassique rectifiant active par
les protéines G; Lammel et al., 2008).

Cortex
LDTg
ACh
NAc LDTg, PPTg
Amg
PFC
Medial Lateral
NAc, VP, RMTg Amg PFC ——
B NAcMed
1 NAcLat/

Figure 2.2. Types cellulaires et principales projections dopaminergiques de la VTA | A. Représentation
schématique des trois types neuronaux retrouvés au sein de la VTA: les neurones dopaminergiques,
GABAergiques et glumatergiques. La VTA regoit également des afférences diverses (glutamatergique,
cholinergique, GABAergique) dautres régions. Adapté de Changeux 2010. B. Schéma des
projections dopaminergiques principales de la VTA: vers le NAc, I'Amg et le PFC. C. Représentation
de la distribution des sous-populations dopaminergiques au sein de la VTA en fonction de leurs
régions cibles. Adapté de Beier et al. 2015.

Enfin, les neurones projetant vers le PFC ou le NAc shell médial présentent un ratio des
récepteurs glutamatergiques AMPA/NMDA plus important que ceux projetant vers le NAC
shell latéral (Lammel et al., 2011), suggérant des différences intrinséques entre ces sous-
populations dans les processus de plasticité synaptique. Par ailleurs, une administration de
cocaine (stimulus considere recompensant) augmente le ratio AMPA/NMDA dans les
neurones projetant vers le NAc alors qu’une injection de formaline (stimulus aversif causant
une irritation de la patte) augmente ce ratio dans les neurones projetant vers le PFC (Lammel
et al., 2011). Ces reésultats suggerent des rdles fonctionnels différents pour les neurones
dopaminergiques en fonction des voies de projection, avec une voie VTA-NAC impliquée
dans les comportements récompensants et une voie VTA-PFC dans les comportements

aversifs.

Les neurones dopaminergiques présentent donc une large hétérogéneité au sein de la VTA,
notamment corrélée avec des regions de projection distinctes. A la lumiere de ces résultats,
il est désormais plus juste de considérer la VTA comme un ensemble de sous-circuits

dopaminergiques, avec leurs caractéristiques et leurs fonctions propres. De plus, il convient
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de reconsidérer certains criteres électrophysiologiques permettant d’identifier un neurone
comme étant ou non dopaminergique, telle que la présence d’'un courant Ih ou I'expression
de récepteurs D2. A ce jour, I'expression de TH et de DAT semble étre le critére le moins

biaisé pour définir si un neurone est bien dopaminergique.

b. Les neurones GABAergiques

Les neurones GABAergiques sont présents dans toutes les sous-régions de la VTA (RLj,
IF, PBP, PN et CLi) mais sont concentrés majoritairement au niveau latéral (PBP, PN ; Taylor
et al, 2014). Ces neurones GABAergiques de la VTA regoivent différentes entrees
modulatrices en provenance d’autres régions. Ces afféerences peuvent étre i) excitatrices,
de nature glutamatergique, ou ii) inhibitrices, de nature GABAergique. Parmi les entrees
excitatrices, on peut citer le colliculus supérieur, le PFC, I'nabénula latérale (LHb) ; et pour
les entrées inhibitrices majeures, les sous-noyaux du NAc. On peut egalement nommer
des régions qui présentent a la fois des afférences glutamatergiques et GABAergiques sur
les neurones GABAergiques de la VTA comme: le BNST («bed nucleus of the stria
terminalis »), 'nypothalamus latéral, le raphé dorsal et la PAG (Morales & Margolis, 2017).
Les neurones GABAergiques de la VTA apparaissent donc au centre d’afferences de natures
a la fois excitatrices et inhibitrices, les plagant comme des eléments d’intégration de signaux
en provenance de différentes régions du cerveau.

Comme les neurones dopaminergiques, les neurones GABAergiques de la VTA forment
une population héterogene (Morales & Margolis, 2017). Il existe trois types de neurones
GABAergiques dans la VTA: i) des interneurones locaux, ii) des neurones projetant en
dehors de la VTA et iii) des neurones du noyau tegmental mésopontin rostro-median
(RMTg), bien que ce dernier soit désormais considére comme une structure distincte de la
VTA.

Les interneurones GABAergiques forment des synapses inhibitrices locales au sein de la
VTA et participent ainsi au contréle inhibiteur de l'activité dopaminergique (Bouarab et al.,
2019; Johnson & North, 1992: Omelchenko et al., 2009; Polter et al.,, 2018; Tan et al.,
2012). Il a été montre que les synapses provenant de ces interneurones locaux se trouvent
principalement sur les dendrites proximales des neurones dopaminergiques de la VTA, ce
qui permettrait de coordonner l'activite locale par un contréle inhibiteur. L’effet inhibiteur de
ces interneurones pourrait alors avoir un réle modulateur au sein de la VTA, différant d'une
inhibition plus drastique provenant d’autres sources GABAergiques contactant les neurones

dopaminergiques directement au niveau somatique, comme le RMTg ou les neurones
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GABAergiques d’autres regions (Bouarab et al., 2019; Omelchenko et al., 2009). En effet,
des études plus recentes montrent que les axones GABAergiques provenant de la VTA ont
une dispersion beaucoup plus limitée comparé a une distribution plus large et uniforme
des axones provenant du RMTg (Polter et al., 2018). Cependant, il a eté demontré que les
neurones GABAergiques de la VTA sont couplés par des jonctions gap (Allison et al., 2006;
Stobbs et al., 2004), ce qui suggererait une synchronisation des signaux inhibiteurs
provenant de ces neurones, a grande échelle dans la VTA sans necessiter de connectivite
axonale. En effet, dans la VTA, une activation synchronisée par optogénétique des neurones
GABAergiques peut induire une inhibition de lactivitt des neurones dopaminergiques,

associee a un comportement d'evitement (Tan et al., 2012).

Au sein de la VTA, il y a également des neurones GABAergiques de projection dont les
terminaisons axonales ciblent d'autres régions, sans pour autant exclure la présence de
collatérales au sein de la VTA (Omelchenko & Sesack, 2009). Parmi les régions de
projection des neurones GABAergiques de la VTA, on retrouve : le pallidum ventral, la LHb,
I'’Amg, le PFC, le NAc, le dorsal raphe, le BNST, la PAG (« periagueductal gray ») et les
noyaux preoptiqgues (MCPO/OT ; Bouarab et al., 2019; Breton et al., 2019; Morales &
Margolis, 2017; Taylor et al, 2014). De la méme maniere que les neurones
dopaminergiques, ces neurones GABAergiques de projection peuvent appartenir a des
circuits neuronaux distincts. En effet, les études de tragage ont permis de mettre en évidence
que le PFC contacte de fagon distincte et specifique les neurones GABAergiques de la VTA
qui projettent vers le NAc et les neurones dopaminergiques qui reprojettent en retour vers
le PFC (Carr & Sesack, 2000). Ce degre de spécificiteé synaptiqgue des neurones du PFC
avec certaines cibles dans la VTA, suggére des effets fonctionnels distincts pour les
différentes voies de projection GABAergiques. De méme, il a éte montré que les neurones
GABAergiques de la VTA font directement des synapses sur les interneurones
cholinergiques (TAN) et non sur les neurones GABAergiques épineux (MSN) du NAc
(Al- Hasani et al., 2021; Brown et al.,, 2012). Cette voie VTAGaABA-NAC participe au contrble
du tonus cholinergique dans le NAc, et jouerait un réle dans la saillance et la modulation
du comportement récompensant. Les neurones GABAergiques ne seraient donc pas
seulement des régulateurs de l'activité dopaminergique mais pourraient constituer des voies
sélectionnées dans certains comportements impliquant par exemple specifiqguement le PFC
ou le NAc.

Le RMTg aussi appelé « queue de la VTA » est un noyau GABAergique caudal a la VTA

et situé en partie dorso-latérale du noyau interpédonculaire (IPN, situé sous la VTA ; Jhou,
Geisler, et al., 2009; Kaufling et al,, 2009). Le RMTg a été mis en évidence chez le rat
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(Jhou, Fields, et al., 2009; Jhou, Geisler, et al., 2009) et, bien que son existence ait éte
remise en doute chez d’autres especes, il est désormais admis qu'il existe un équivalent
fonctionnel chez la souris (Juarez & Han, 2016; Morales & Margolis, 2017; Polter et al.,
2018; Steidl et al.,, 2017). DG a son emplacement, le RMTg a longtemps été vu comme
une prolongation de la VTA mais est desormais considére comme une structure a part
entiere. En effet, on observe de nettes différences au niveau anatomique, genétique et
fonctionnel entre les neurones GABAergiques au sein de la VTA et ceux du RMTg (Jhou,
Fields, et al., 2009; Jhou, Geisler, et al., 2009; Lahti et al., 2016; Polter et al., 2018; Simmons
et al,, 2017; Smith et al.,, 2019). Au sein du RMTg, les neurones GABAergiques expriment
des marqueurs comme la somatostatine (Bourdy & Barrot, 2012) alors qu’au sein de la
VTA, on retrouve la parvalbumineg, la calrétinine, la calbindine ou encore la cholecystokinine
(Merrill et al., 2015; Olson & Nestler, 2007). Il existe également une différence au niveau
de facteurs de transcription spécifigues comme FoxP1 pour le RMTg et Zfpm2+ ou En1+
pour la VTA (Lahti et al., 2016). De plus, a la difference de la VTA, les neurones du RMTg
co-libérent du GABA avec de la glycine, un neurotransmetteur inhibiteur aux cinétiques
rapides et présent en grande quantité dans la moelle épiniere (Polter et al., 2018). Les
neurones GABAergiques du RMTg sont donc différents de ceux enonces precedemment,
et forment des connections synaptigues avec les neurones dopaminergiques de la VTA
(Jhou, Fields, et al., 2009; Jhou, Geisler, et al, 2009). Par ailleurs, ces neurones
GABAergiques regoivent massivement des entrées glutamatergiques en provenance de la
LHb (Jhou, Geisler, et al., 2009), constituant un circuit notamment impliqué dans I'encodage
des stimuli aversifs et dans des comportements d’evitement (Jhou, Fields, et al., 2009; Jhou,
Geisler, et al.,, 2009; Lahti et al., 2016; Matsumoto & Hikosaka, 2007; Omelchenko et al.,
2009; Stamatakis & Stuber, 2012).

Les neurones GABAergiques de la VTA ont ainsi des cibles et des fonctions variées, au-
dela d'une simple regulation dopaminergique, avec des rdles fonctionnels distincts ou
complémentaires de ceux attribués au systeme dopaminergique. En effet, leur modulation
optogenétique bidirectionnelle (leur activation ou leur inhibition) a montré qu'ils contribuent,
tout comme les neurones dopaminergiques, a l'apprentissage par renforcement et au
codage de la RPE (Eshel et al., 2015).

c. Les neurones glutamatergiques

Une minorité des neurones, concentrée au niveau medial et dorsal de la VTA, exprimant le
transporteur vésiculaire VGLUT2 mais pas la TH, est de nature glutamatergique (Morales &
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Root, 2014; Taylor et al., 2014). Leur densite decroit sur I'axe medio-lateral et ils sont
majoritairement situés dans les zones de la VTA ou les neurones dopaminergiques sont les
moins présents (Morales & Margolis, 2017). Comme les neurones GABAergiques, ces
neurones glutamatergiques peuvent avoir des connexions synaptigues au sein et a
I'extérieur de la VTA. Dans la VTA, ils forment des synapses a la fois sur les neurones
dopaminergiques et non dopaminergiques (Dobi et al., 2010), ce qui suggére une
neurotransmission locale excitatrice. Les neurones glutamatergiques projettent egalement
vers le NAc, la LHb, le BNST, le pallidum ventral, le PFC, 'Amg et les noyaux preoptiques
(Hnasko et al., 2012; Taylor et al., 2014). Bien que constituant une population de neurones
trés minoritaire dans la VTA, les neurones glutamatergiques peuvent paradoxalement
constituer une voie de projection consequente dans certaines régions telles que le PFC, en
comparaison aux projections dopaminergiques (Gorelova et al., 2012; Yamaguchi et al,
2013). Il a donc été suggereé que ces neurones glutamatergiques pourraient participer a la
transmission rapide et localisee de signaux d'erreurs de prédiction depuis la VTA vers le
PFC. D'un point de vue fonctionnel, il a été montré que la signalisation glutamatergique
rapide de la VTA pouvait induire un renforcement indépendamment de la signalisation
dopaminergique lente. Ainsi, dans un protocole d’autostimulation optogenétique au sein de
la VTA, les souris preferent une stimulation breve (1s) dans le cas d’'une activation des
neurones glutamatergiques, alors gu’elles favorisent des stimulations longues (20s) dans le
cas d'une activation des neurones dopaminergiques (Yoo et al., 2016). Le rble de ces
neurones glutamatergiques pourrait donc étre lie & une transmission plus rapide
d’'informations. Une autre étude a montré que les neurones glutamatergiques ciblaient
specifiguement les interneurones GABAergiques a parvalbumine du NAc qui contactent a
leur tour les MSN. L'activation glutamatergique aurait ainsi pour conséquence une inhibition
des MSN, induisant de l'aversion (Qi et al., 2016). Ces résultats demontrent un rdle bien
defini d'une population de la VTA, sous-estimée pendant de nombreuses annees au profit
de théories exclusivement dopaminergiques. Les rdles respectifs des sous-circuits,
glutamatergique ou dopaminergique, pourraient donc dépendre du comportement mis en

jeu et des cinétigues de neurotransmission neécessaires pour le mettre en place.

d. Co-libération de neurotransmetteurs

Ce n'est que réecemment que des études ont reconnu le réle indépendant des neurones
GABAergiques et glutamatergiques, au-dela d'une simple régulation ou d'un soutien aux
neurones dopaminergiques de la VTA. En effet, ces derniers constituent des sous-reseaux

paralleles aux réseaux dopaminergiques et ont des rbles specifiques au sein du circuit de
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la récompense, notamment au niveau du NAc et du PFC (Fields et al., 2007). Toutefois, un
nombre non négligeable de neurones possede la capacite de colibérer deux types de

neurotransmetteurs.

En effet, une sous-population de la VTA co-libere a la fois du GABA et du glutamate. Cette
derniére projette vers la LHb et le pallidum ventral. Il a été montré que la majorité des
terminaisons axonales de la VTA ciblant la LHb coexprime les margueurs glutamatergiques
(VGLUT2) et GABAergiques (VGAT). De plus, une activation optogénétique des neurones
glutamatergiques de la VTA induit des courants glutamatergiques et GABAergiques
monosynatiques dans les neurones de ces structures (Yoo et al., 2016, Root et al., 2014).
Cette co-libération de neurotransmetteurs induit une activation au niveau des neurones du
pallidum ventral et une inhibition au niveau des neurones de la LHb. Cette difference d’effet
serait due a la présence de synapses asymetriques, liees a I'excitation, et de synapses
symeétriques, liees a linhibition (Root et al., 2014). Des stimulations optogénetiques des
terminaisons GABAergiques de la VTA peuvent également induire des courants
GABAergiques et glutamatergiques dans les neurones du gyrus dentelé (hippocampe) et
les inhiber in vivo en conséquence (Ntamati & Luscher, 2016).

Une autre sous-population est capable de colibérer du GABA et de la DA. Cette libération
de GABA pourrait dépendre, non pas du transporteur vesiculaire GABAergique VGAT, mais
de VMAT2, le transporteur véesiculaire de la DA (Tritsch & Sabatini, 2012). Il peut donc
exister au sein des réseaux dopaminergiques de la VTA, des neurones n’exprimant pas les
marqueurs habituels des neurones GABAergiques, mais pourtant capables de co-libérer du
GABA dans d’autres structures. Ainsi, il a été montré que des axones provenant de neurones
dopaminergiques de la VTA relarguaient principalement du GABA au sein de la LHb.
'activation de cette voie entraine des comportements de preférence associés a des
phénotypes recompensants, dépendants d’une signalisation GABAergique au sein de la
LHb. En condition de récompense, la voie VTA-LHb permettrait donc d’inhiber les sorties
de la LHb, connues pour avoir des consequences aversives (Stamatakis et al., 2013).

Une derniére sous-population que 'on peut qualifier d’hybride est celle co-libérant la DA
et le glutamate (Hnasko & Edwards, 2012; Morales & Margolis, 2017; Yamaguchi et al.,
2011). Des axones provenant de la VTA et contenant de la DA et du glutamate, ciblent les
régions du NAc, de 'Amg et du cortex (Hnasko et al.,, 2010; Mingote et al., 2015; Qi et al.,
2016; Stuber et al., 2010; Tecuapetla et al., 2010). Notamment, une forte proportion des
neurones dopaminergiques projetant vers 'Amg exprime VGLUT?2, le transporteur du
glutamate (Taylor et al., 2014). Corrélée a cette observation, une stimulation optogeénétique
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de la voie VTA-Amg a montré une co-libération de glutamate. En effet, la stimulation des
neurones dopaminergiques projetant vers I’Amg induit des courants glutamatergiques dans
les neurones de cette région cible (Lutas et al., 2019). De plus, il a été montré qu’au niveau
du NAc, les neurones exprimant a la fois TH (DA) et VGLUT2 (glutamate) présentent des
axones avec des microdomaines, c'est-a-dire différentes sous-parties d’'une terminaison
axonale, chacun rempli de veésicules d'un des neurotransmetteurs. Les vesicules de
glutamate sont donc concentrées dans des microdomaines axonaux, ou elles établissent
les synapses asymetriques geéneéralement associées a la transmission excitatrice. Ces
synapses sont adjacentes a d’autres microdomaines axonaux contenant la DA, qui peuvent
participer a la neurotransmission synaptique ou bien volumigue de la DA (Zhang et al.,
2015). Une seule et méme terminaison axonale peut donc fournir 1) une signalisation
excitatrice rapide via le glutamate et 2) une signalisation modulatrice plus lente via la DA
(Morales & Margolis, 2017). Jusqu’a recemment, I'existence d’'une population de neurones
projetant vers le NAcC et exprimant a la fois VGLUT2 et DAT a remis en question I'effet
renforgant attribué aux neurones glutamatergiques de la VTA (Yoo et al., 2016). Cependant,
dans une étude plus recente, il a été montré que l'effet renforgcant d’'une activation rapide
des neurones glutamatergiques de la VTA projetant vers le NAc, perdure lorsque la libération
de DA est abolie dans ces neurones (Zell et al., 2020).

Il existe donc une diversite des types neuronaux présents au sein de la VTA ainsi qu’une
hétérogeéneéité au sein de chaque population qui doit étre prise en compte. Cependant, bien
gu'’il existe trois types neuronaux distincts (dopaminergique, GABAergique, glutamatergique),
la faculteé des neurones a co-libérer les neurotransmetteurs associés doit egalement étre
gardée a l'esprit. L'implication de plusieurs neurotransmetteurs au sein d'une voie de
projection specifique peut permettre d'expliquer les applications comportementales
différentes en fonction du contexte dans lequel se trouve un individu. Cette diversité souleve
I'implication de sous-réseaux paralleles et intriqués. Toutefois, il est & noter que le role de
la DA peut étre specifiguement adresse grace a des outils specifiques ciblant la TH ou DAT,
alors que ce n'est pas toujours le cas des études mettant en jeu des co-libérations. En
effet, le fait que des neurones expriment a la fois des marqueurs glutamatergiques (VGLUT?2)
et des marqueurs dopaminergiques (DAT, TH) implique que les outils utilisés pour cibler
des populations de neurones specifiques soient questionnés et affinés afin de comprendre
les rbles respecitifs de ces sous-circuits. En revanche, il convient de souligner que jusqu’a
présent, les neurones glutamatergiques et GABAergiques de la VTA semblent étre associés
aux mémes fonctions que les neurones dopaminergiques (renforcement/évitement, RPE),
et que, dans le cadre de comportements physiologigues, une composante dopaminergique

reste neécessaire (Ljungberg et al., 1992; Schultz, 1997b). Cela suggére que les autres types
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neuronaux de la VTA ainsi que la co-libération, peuvent participer aux fonctions portées
par les neurones dopaminergiques, plutdt que se substituer a eux pour assurer des

fonctions spécifiques, indépendantes de la DA.

Il. Activité électrophysiologique des neurones dopaminergiques

a. Modes de décharge des neurones dopaminergiques

Grace et Bunney ont réalisé une caractérisation pionniére des neurones dopaminergiques
(exprimant la TH) in vivo chez le rat (Grace & Bunney, 1980; Grace & Bunney, 1984). De
ces travaux ont émerge les paramétres encore utilises a I'heure actuelle pour identifier les
neurones dopaminergiques in vivo, a savoir: 1) la localisation, c’est-a-dire les coordonnees
stéréotaxigues correspondant a la région d’intérét (dans notre cas la VTA), et 2) le profil
électrophysiologique propre aux neurones dopaminergiques. Parmi ces caractéristiques
électrophysiologiques particulieres, il y a: i) la forme du potentiel d’action (PA), ii) sa durée
et iii) la frequence de décharge du neurone. Les neurones dopaminergiques sont
caractérises par la présence d'un large PA, c'est-a-dire une duree de PA & partir du
deéclenchement jusqu’a la phase d’hyperpolarisation supérieure a 1.1 ms. La durée d'un PA
est considéréee comme longue et lente, soit supérieure @ 2 ms si 'on prend en compte
I'espacement entre deux PA, & laquelle s'ajoute une large hyperpolarisation. La fréquence
de décharge de ces neurones est réguliere, de type pacemaking, comprise entre 1 et 10
Hz.

On retrouve trois types d’activité différentes des neurones dopaminergiques.

Tout d’abord, les neurones peuvent étre « silencieux », car dans un état hyperpolarisé qui
entraine l'inhibition de leur activite, ou inactives a la suite d'un « depolarization block »
temoin d’une hyperexcitation. Cet état peut étre observe ex vivo a la suite d’injection
d’haloperidol ou de glutamate, forgant leur activation.

On retrouve egalement deux types d’activite spontanée in vivo, chez des souris anesthesiees
ou vigiles. L'activit¢ réguliere ou pacemaker est le mode d'activité basal majoritaire des
neurones dopaminergiques. La régularité de décharge se caractérise par un espacement
entre deux PA en moyenne de 200 a 250ms (Grace & Bunney, 1984). Dans l'activite
pacemaker, on décompose un PA en trois phases: i) une lente dépolarisation voltage-
dependante, ii) le declenchement effectif du PA et iii) 'nyperpolarisation suivant le PA (AHP,
after hyperpolarization). Cette AHP va stopper le PA en cours et est médiée par des
conductances potassiques sensibles au calcium Ica (Grace & Bunney, 1984). Elle dure en
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moyenne 20 ms aprés un seul PA mais peut atteindre 50 ms aprés un train de PA,
apparaissant ainsi proportionnelle a I'activité dopaminergique.

Enfin, un dernier mode de décharge des neurones dopaminergiques se caractérise par
'émission de PA en bouffées (ou «bursts »). Une bouffée est constituée de 2 & 10 PA
avec une amplitude progressivement decroissante et une durée allongée ou I'intervalle entre
deux PA augmente avec le burst (Grace & Bunney, 1984). Au sein d’'une bouffée, I'intervalle
entre deux PA est inférieur & 80 ms, caractéristigue de cette décharge en bursts (Figure
2.3-A). Ces bouffées seraient générées par un important influx de calcium au sein du
neurone, provoquant ce patron de decharge particulier, probablement via l'inactivation de
conductances potassiques. Une période d'inactivite, comme une pause, est observee a la
fin d’'une bouffée de PA (Grace & Bunney, 1984). La fin d’'une bouffée est marquée par un
intervalle entre deux PA supérieur a 160 ms (Figure 2.3-A).

La décharge des neurones dopaminergiques peut étre décrite comme un continuum entre
ces deux modes de décharge, régulier et en bouffées, ce qui permet une représentation
des profils de décharges en 4 catégories de neurones: 1) a faible taux de décharge et
faible activité en bursts, 2) a faible taux de décharge et forte activite en bursts, 3) a fort taux
de décharge et faible activiteé en bursts et 4) a fort taux de decharge et forte activité en
bursts (Faure et al., 2014; Mameli-Engvall et al., 2006 ; Figure 2.3-BC).
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Figure 2.3. Activité spontanée des neurones dopaminergiques de la VTA in vivo | A. Représentation
d’'un PA de neurone dopaminergique (en noir) par rapport a celui d'un neurone GABAergique (en
gris). lllustration d’'un neurone qui présente une activité réguliére avec des épisodes de bursts
(enchainement successif d’'un minimum de deux PA ayant moins de 80ms d'intervalle (IS, interspike
interval). B. Représentation des différents profils d’activité spontanée des neurones dopaminergiques
en fonction de leur fréquence de décharge et de leur activitt¢ en bouffées. LFLB: Low Firing Low
Burst; LFHB: Low Firing High Burst, HFLB: High Firing Low Burst; HFHB: High Firing High Burst.
Adapté de Faure et al. 2014. C. Distribution des intervalles entre PA (ms) selon le profil de décharge.
Adapté de Mameli-Engvall et al. 2006.
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Ex vivo, on retrouve eégalement cette activitt pacemaker mais de plus faible fréquence.
Géneralement, les neurones dopaminergiques en tranches ont une fréquence autour de 1
a 2 Hz, ce qui est plus faible que la moyenne in vivo. Ceci peut en partie étre expliqué par
les afférences qui sont coupees sur tranches et qui peuvent participer, au-dela d’'une activité
intrinséque deéja présente, a depolariser davantage les neurones. A noter qu’une particularité
des neurones dopaminergiques ex vivo est qu'ils ne déechargent pas en bouffées. Cela
suggeére que l'activité en bursts serait médiée par des entrées synaptiques sur les neurones
dopaminergigues, manguantes sur tranches (Shi, 2009). Néanmoins, I'enregistrement des
neurones dopaminergiques ex vivo a permis de faire de grandes avancees concernant
notamment les meécanismes sous-tendant l'activité  spontanée des  neurones

dopaminergiques de la VTA (point qui sera développé dans la partie suivante, Il.b.).

Par ailleurs, le patron de décharge des neurones dopaminergiques peut dépendre de I'état
d’éveil de I'animal enregistré ou de I'espéce. En effet, les neurones déchargent en moyenne
entre 3 et 4 Hz avec environ 10 a 20% de PA en bursts chez I'animal anesthésie (Mameli-
Engvall et al.,, 2006; Morel et al., 2018; Tolu et al., 2013, 2017; Torquet et al.,, 2018) contre
5 Hz et 35% de PA en bursts chez 'animal éveillé (J. Y. Cohen et al., 2012; Naude et al.,
2018; Solié et al,, 2022). De plus, le mode danesthésie peut également influer sur la
frequence et la décharge en bouffées: les neurones enregistrés sous isoflurane ont une
activite legérement augmentée en comparaison avec une anesthésie sous hydrate de chloral
(Marinelli & McCutcheon, 2014). Similairement, 'activité peut légérement varier sur animaux
eveillés, selon qu'ils soient immobilises ou libres de leurs mouvements. L'espece choisie
(rat, souris, singe) peut aussi influencer I'activité spontanée des neurones dopaminergiques
enregistrés. Par exemple, une comparaison de I'activité de souris et rats adultes dans les
mémes conditions d’enregistrements (anesthésiés, hydrate de chloral), montre une décharge
en frequence (3.6 vs. 4.2 Hz) et en bouffées (8-10% vs. 30%) legerement diminuée chez
les souris (Marinelli & McCutcheon, 2014).

b. Mécanismes de I'activité spontanée des neurones dopaminergiques

i.  Activité pacemaker ou tonique

L'activite pacemaker est régulée par des mecanismes intrinseques alliant des conductances
sodiques, calcigues et potassiques.

Tout d’abord, les canaux sodiques voltage-dépendants semblent participer a cette activité
pacemaker car leur inhibition par la tétrodotoxine (TTX) impacte la dépolarisation et la
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genese d'un PA. D'autres conductances, dont des canaux calciques voltage-dépendants
(VGCQO), peuvent aussi jouer un role dans cette activiteé pacemaker. Les canaux de type L
et P/Q contribueraient a la phase de dépolarisation du PA, tandis que les canaux de type
T seraient impligués a la fois dans les phases de dépolarisation et de repolarisation du
potentiel (Shi, 2009). Ces VGCC sont actives lors de la dépolarisation du neurone et donc
lors de linitiation d’un PA (Shi, 2009). lls sont perméables au calcium, ce qui va activer en
conséquence les canaux potassiques SK (small conductance calcium-activated potassium
channels). Ces derniers, sensibles au calcium, laissent passer du potassium conduisant a
une hyperpolarisation du neurone. Ce sont ces canaux SK qui sont a l'origine de I'AHP
observée aprés chaque PA.

Une partie des neurones dopaminergiques présente des canaux HCN, régulant également
I'activité pacemaker. 'ouverture de ces canaux se produit suite a une hyperpolarisation, et
produit quant a elle une depolarisation du neurone via le courant Ih. Ce mécanisme permet
au potentiel de membrane de se dépolariser & nouveau apres activation des canaux SK
hyperpolarisants, jusqu'a atteindre le seuil de déclenchement d’un nouveau PA. L'intensite
du courant Ih peut jouer sur la frequence de l'activite pacemaker du neurone. En effet, un
blocage de ces courants reduit significativement l'activiteé reéguliere des neurones
dopaminergiques. Il existe également des canaux potassiques voltage-dependants Kv. Ces
derniers sont actives lorsque la membrane est depolarisée et induisent une hyperpolarisation
du neurone via le courant potassique |a, augmentant ainsi l'intervalle entre deux PA. Plus il
y a de canaux Kv exprimés a la membrane du neurone et plus l'activité pacemaker sera
ralentie (Shi, 2009). De plus, les canaux NALCN (sodium leak channel) ont éte impliqués
dans l'activite spontanée des neurones dopaminergiques, leur inactivation les rendant
silencieux (Philippart & Khalig, 2018). L'activité pacemaker serait donc mediée, au moins
en partie, par un courant sodique des canaux NALCN.

ii. Activité en bouffées ou phasique

L'activite en bouffées repose sur la présence de plusieurs récepteurs.

Tout d’abord, les récepteurs ionotropes glutamatergiques NMDA (N-Methyl-D-aspartate)
semblent jouer un réle prepondérant (Floresco et al., 2003; Grace & Bunney, 1984). En
effet, 'application de NDMA sur les neurones dopaminergiques induit des bursts que ce
soit in vivo ou ex vivo (Overton & Clark, 1992). L'activation de ces récepteurs induit une
entrée de calcium, ion nécessaire a I'émergence d'une bouffée. Les canaux SK sont
egalement importants pour l'activité en bouffées, car leur inhibition induit une augmentation
de la décharge en bursts (Soden et al., 2013). De plus, il a été démontré I'importance des
récepteurs ionotropes GABAA, linfusion d'un antagoniste de ces recepteurs augmentant
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I'activité de décharge en bouffées (Paladini & Tepper, 1999). Aussi, la genése d'un burst
pourrait étre due a une désinhibition des neurones dopaminergiques via les récepteurs
GABAA.

De la méme maniere, les synapses excitatrices cholinergiques ont été impliquées dans le
contréle de I'activite en bouffées des neurones dopaminergiques. En effet, la VTA regoit des
afférences glutamatergiques mais également cholinergiques en provenance des noyaux du
pont: le LDTg (noyau tegmental latérodorsal) et le PPTg (noyau tegmental pedoculopontin ;
Dautan et al., 2016; Floresco et al.,, 2003). L'inactivation du LDTg supprime la décharge en
bursts et ce, méme aprées application de glutamate (Lodge & Grace, 2006). De plus, chez
des souris délétées de la sous-uniteé B2 des recepteurs nicotiniques, les neurones
dopaminergiques ne présentent plus d’activité en bursts et cette activite peut étre restaurée
en retablissant la signalisation nicotinique dans les neurones dopaminergiques et
GABAergiques de la VTA (Tolu et al., 2013).

Ces données suggerent que les entrées cholinergiques en provenance du pons pourraient
exercer, via les récepteurs nicotiniques de la VTA, un contrdle permissif (gating) des entrees
glutamatergiques sur les neurones dopaminergiques, et ainsi permettre la genése des

bouffées.

c. Hétérogénéité de I'activité spontanée des neurones dopaminergiques

Comme nous l'avons vu, il existe une grande hétérogeénéite dans les activées spontanées
des neurones dopaminergiques, particulierement in vivo. Cette hétérogeneite intra-
individuelle des patrons de decharges peut étre le reflet des différences intrinséques et
extrinseques des neurones présentées plus haut dans ce chapitre. Ainsi, des différences
d’activite spontanée sont observees ex vivo et in vivo en fonction des régions de projection.
En effet, ex vivo, suite a l'injection d’'une rampe de courant, on observe gque les neurones
a large Ih projetant vers le NAc shell latéral présentent une frequence de décharge lente
alors que les neurones a faible |h projetant vers le PFC, ’'Amg, le NAc core ou le NAc shell
medial présentent une fréequence de décharge plus élevee (Lammel et al., 2008). A l'inverse,
in vivo, les neurones dopaminergiques projetant vers le NAc shell latéral présentent une
frequence de décharge plus élevée et moins de pauses entre les bouffées de PA en
comparaison aux neurones projetant vers le NAc shell médial (Farassat et al.,, 2019). Les
auteurs suggerent ainsi que, in vivo, les neurones dopaminergiques projetant vers le shell
medial pourraient étre la cible d’'une inhibition tonique plus importante, par rapport aux
neurones projetant vers le shell latéral. Une hétérogeéneéiteé du patron de décharge peut ainsi
dépendre du sous-réseau dopaminergique enregistré au sein de la VTA.
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D'autres parametres tels que I'expression de récepteurs membranaires, peuvent venir
réguler I'activité des neurones dopaminergiques. Par exemple, le patron d’expression des
sous-unités nicotiniques varie d'un neurone a un autre et peut influer le patron de décharge
des neurones dopaminergiques (Changeux, 2010). En effet, nous I'avons vu, la délétion de
la sous-unité B2 des récepteurs nicotiniques entraine une perte de 'activité en bouffees
des neurones dopaminergiques (Mameli-Engvall et al., 2006; Tolu et al.,, 2013). Cependant,
I'abolition de la sous-unité a7 des récepteurs nicotiniques n’'induit pas de changement
majeur dans la frequence de decharge ni dans I'activité en bouffées, mais a un impact sur
I'association entre ces deux parameétres. Ces souris knock-out pour la sous-unité a7 ne
présentent plus de populations de neurones a faible fréequence de decharge et haute activité
en bursts ainsi qu’a haute frequence de décharge et faible activite en bursts (Mameli-
Engvall et al., 2006).

Enfin, on retrouve également une hétérogenéite inter-individuelle dans les patrons de
décharge des neurones dopaminergiques, dépendante de I'historique des individus. Une
exposition a des stress sociaux induit une augmentation de la décharge en fréquence et
en bouffées aprés un protocole de défaite sociale chronique (Anstrom et al., 2009; Krishnan
et al., 2007). Egalement, I'environnement social dans lequel 'animal évolue va avoir un
impact sur l'activite des neurones dopaminergiques de la VTA. En effet, dans un large
environnement semi-automatisé en laboratoire, on observe I'émergence de différences
inter-individuelles dans les comportements sociaux chez des souris au fond génétique
homogene. Ces différences de phénotype reposent sur des propriétés différentes de
décharge des neurones dopaminergiques de la VTA (Torquet et al., 2018). L'activite
electrophysiologique de la VTA varie donc en fonction de la place et du comportement de
I'individu au sein d’'un groupe social. Comme nous le verrons dans le chapitre suivant, la
consommation de drogues telles que la nicotine peut également modifier drastiquement le

patron de décharge des neurones dopaminergiques d’un individu.

d. Dynamiques de libération de la dopamine

La décharge des neurones dopaminergiques de la VTA et le mode de libération de la DA
dans les structures cibles sont corrélés (Figure 2.4).

D'une part, le mode de libération dit tonique correspond a une libération basale et constante
de DA dans le temps. Dans ce mode de libération, les neurones d’'une méme population
déchargent de maniére asynchrone les uns des autres, permettant de maintenir une
concentration extracellulaire de DA relativement faible et stable (Floresco et al., 2003). Ce
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mode de libération est lent, de l'ordre de la minute & I'heure, et est directement relie a
I'activite pacemaker des neurones dopaminergiques. Ce relargage tonique résultant de
I'activité spontanée des neurones dopaminergiques de la VTA, permet de maintenir un
niveau basal de DA dans les structures cibles et serait impligué dans les processus
motivationnels et moteurs (Schultz, 2002).

D'autre part, le mode de libération dit phasique est quant a lui la résultante d'une
synchronisation de I'activite d’une population dopaminergique. Cela engendre une libération
de DA massive et transitoire, de l'ordre de 10 a 100ms, notamsnment observee en réponse
a des stimuli saillants. Comme mentionne precedemment, les travaux de Schultz ont permis
d’identifier la décharge en bouffées des neurones dopaminergiques comme genérant un
relargage phasique de DA au moment de l'obtention d’'une récompense ou au moment
d'un signal predictif (Mirenowicz & Schultz, 1996; Schultz, 1997b). Au contraire, une
omission de récompense entraine une baisse brusque d'activité dopaminergique dans la
VTA. Ces bouffées et ces pauses modulent et interrompent ainsi le mode regulier dans
lequel sont généralement les neurones dopaminergiques en absence de stimulations

extérieures.

A. B.

Activité pacemaker
LTI

Activité en bouffées

Libération phasique (10-100ms)

Temps

Quantité de dopamine

| e

Libération tonique (Minutes, heures)

Figure 2.4. Dynamiques de libération de la dopamine en lien avec l'activité spontanée | A. Profils
d’activité spontanée réguliére (haut) et en bouffées (bas). B. Schéma des deux modes de libération
de la dopamine: i) phasique, sur une courte échelle de temps (10 & 100 ms), ou ii) tonigue, sur
une échelle de temps plus longue (minutes, heures). Adapté de Schultz 2007.

lll. Neuromodulation & dopamine

a. Signalisation dopaminergique

La DA, rappelons-le, est un neurotransmetteur catécholaminergique. Les catécholamines

ont pour point commun l'enzyme de la tyrosine hydroxylase (TH) qui effectue une
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hydroxylation de la L-tyrosine, produisant le précurseur de la DA, la
|- dihydroxyphenylalanine (L-DOPA). La L-DOPA est ensuite convertie en DA par la
DOPA- décarboxylase (aromatic amino acid decarboxylase, AADC ; Figure 2.5). Basé sur
cette synthese de DA, la TH est le marqueur utiliseé pour identifier les neurones a
catécholamines mais ne permet pas de différencier les neurones dopaminergiques des
neurones noradrénergiques par exemple. Afin de distinguer les différents types de neurones
catécholaminergiques, il est possible  dutiliser le  marqueur de l'enzyme
dopamine- F3- biosynthéetique, qui convertit la DA en NE, permettant d’identifier les neurones
NE ou épinéphrine. On peut ainsi differencier les neurones DA des autres neurones

catécholaminergiques (Rogawski, 2012).

En termes de neurotransmission, les neurones dopaminergiques peuvent former des
synapses avec d’autres types neuronaux mais leurs nombreuses terminaisons axonales sont
peu connectées directement sur un élément postsynaptique. Les terminaisons axonales des
neurones dopaminergiques peuvent étre de type synaptique ou non synaptique (Descarries
et al, 2008). Dans le cas de terminaisons axonales non synaptiques, on parle de
neurotransmission diffuse ou volumique (Agnati et al., 1995). En effet, il existe des boutons
axonaux qui présentent des transporteurs vesiculaires impliqués dans le transport de la DA
comme DAT ou VMAT2 (Figure 2.5), mais ne présentent pas de complexe de jonction,
élément impliqgué dans la formation de synapses. Une libération de DA a partir de ces
terminaisons axonales non synaptiques entraine donc une diffusion dans I'espace
extracellulaire induisant des effets a distance si liaison sur des cibles ou récepteurs

extrasynaptiques (Descarries et al.,, 2008; Descarries & Mechawar, 2000).

Une fois libérée dans I'espace extracellulaire ou dans une fente synaptique, la DA se lie a
des récepteurs dopaminergiques. Ces recepteurs sont une classe de recepteurs
transmembranaires meétabotropes couplés aux protéines G. Il y a cing sous-types de
récepteurs dopaminergiques: D1, D2, D3, D4 et D5. Les récepteurs D1 et D5 font partie
de la famille des D1-like et les réecepteurs D2, D3 et D4 font partie de la famille des D2-
like.

Les récepteurs D1-like sont relies aux protéines Gs/olf (RCPG), couplées positivement a
I'adénylate cyclase (AC). L'activation de I'’AC entraine la production d’un second messager,
'’AMP cyclique (AMPc) et l'activation de la protéine kinase A (PKA). A Tlinverse, les
récepteurs D2-like sont couplés aux proteines Gi/o, qui inhibent 'AC et limitent donc
I'activation de la PKA (Figure 2.5). Concernant les récepteurs D17-like, le principal rble de
I'activation de la PKA est la phosphorylation et la régulation de récepteurs voltage-
dépendants potassiques, sodiques et calciques ; de récepteurs ionotropiques au glutamate
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ou au GABA; ou de facteurs de transcription (Tritsch & Sabatini, 2012). La consequence
est donc une augmentation globale de I'excitabilité intrinseque du neurone. De plus, la PKA
va notamment phosphoryler des protéines en aval comme DARPP32 et donc participer a
la régulation de la voie de signalisation ERK, modulée par les drogues d’abus (Cahill et al.,
2014). Une activation des récepteurs D2-like aura les effets opposeés, a savoir une régulation
a la baisse de ces récepteurs et facteurs de transcription, et donc une réduction de
I'excitabilite.

Ces reécepteurs metabotropiques sont majoritairement exprimés dans les régions de
projection, sur des neurones non dopaminergiques (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Missale
et al., 1998), mais peuvent egalement étre preésents au sein des structures de production
de la DA (comme les autorécepteurs D2 dans la VTA; Beutler et al., 2011; Ford, 2014;
Vijayraghavan et al., 2007).

| Pré-synaptique

~ Tyrosine : , . , o
/ Tyrosine Figure  25.  Synthese et  signalisation
AEIoxyase \, DAT dopaminergique | Schéma de la synthése
/ L-DOPA ‘

dopaminergigue  au  niveau dun  bouton
présynaptigue d’'un neurone dopaminergique: la

DOP/—'\\\\/ ,
o décarboxylase DA )
/'— = F \
—\ ):;T—”’ S o i( —

Adénylate cyclase

DA est synthétisée & partir de la tyrosine via 'action
de la TH et de I'AADC puis est accumulée dans

des vésicules via I'action du transporteur VMAT. La

DA est ensuite libérée dans I'espace

Gaof extrasynaptique. Elle se fixe ensuite sur des
ATP O D1-like recepteurs dopaminergiques D1-like ou D2-like

présents en post-synaptique. La fixation de la DA
entraine respectivement l'activation ou l'inhibition de
'AC et donc régule lactivitt de la PKA et des
cascades de signalisation associées.

/. .
Post-synaptique

Les propriétés pharmacologiques des différents sous-types de récepteurs dopaminergiques
permettent une intégration différente de la signalisation dopaminergique lors d'une libération
tonique ou phasique. En effet, I'affinite des récepteurs de type D2 serait 10 & 100 fois
supérieure a celle des récepteurs de type D1 (Beaulieu & Gainetdinov, 2011; Tritsch &
Sabatini, 2012). Le mode de libération tonique activerait donc preferentiellement les
neurones exprimant les D2R, pouvant detecter des niveaux de DA plus faibles, et cette
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activite serait supprimee lors d'une baisse de DA associée a la présentation de stimuli
aversifs (Grace et al., 2007; Mirenowicz & Schultz, 1996; Ungless et al., 2004). Dans le cas
de ces stimuli aversifs, il en résulterait une desinhibition des voies neuronales exprimant
majoritairement les D2R (dans le NAc par exemple). Au contraire, une libération phasique
de DA - comme celle déclenchée par une réecompense - activerait, en plus, les D1R de
faible affinite pour la DA (Grace et al., 2007; Mirenowicz & Schultz, 1994). Ainsi, les neurones
exprimant les D1R vont répondre principalement a des libérations phasiques et transitoires
de DA tandis que ceux exprimant les D2R vont répondre en cas de libération tonique mais
egalement phasique (Marcott et al., 2014). Il en résulte que l'effet de la DA sur une
population de neurones, dépend non seulement du type de récepteur exprimé par les
neurones, mais egalement du mode de libération. En présence d’'un niveau basal de DA,
c'est donc principalement la population de neurones exprimant les D2R qui sera activee,
alors gqu’une augmentation phasique de DA activera la population de neurones exprimant
les D1R. La libération de DA peut avoir des effets neuromodulateurs opposes en fonction
du type de récepteur exprimeé majoritairement dans une reégion de projection. Par exemple,
le NAc exprimant ces deux récepteurs (D1R et D2R) sur des populations de neurones
supposees segregees, le mode de libération de la DA en vigueur va privilégier I'activation

d’'une population vis-a-vis d'une autre.

b. Régulation de la neurotransmission dopaminergique

Au sein de la VTA, I'expression d’autorécepteurs D2 sur les neurones dopaminergiques est
un des éléments majeurs de la régulation de la libération de DA. Ces autorécepteurs peuvent
étre situés au niveau somatodendritigue comme au niveau axonal. lls permettent un contréle
et une régulation de l'activité de decharge des neurones dopaminergiques et ainsi, une
modulation de la libération de DA dans les structures de projection. Ces derniers permettent
donc une rétroaction inhibitrice, modulatrice de I'activité dopaminergique.

Les autorecepteurs D2 peuvent jouer sur la transmission dopaminergique (Ford, 2014):

1) En régulant la libération de DA. Les autorécepteurs D2 diminuent la probabilité de
relargage des vesicules sur les terminaisons dopaminergiques, en activant des canaux
potassiques voltage-dependants Ky1.2 & I'origine d’'une hyperpolarisation du neurone; et
en inhibant des canaux calciques voltage-dépendants responsables de I'entrée de calcium
requise pour la libération de DA. D'autres mecanismes comme l'activation de canaux GIRK
(canaux potassiques rectifiants) activeés par les protéines G, pourraient expliquer une baisse
de libération de DA. Une activation des GIRK entraine une sortie de potassium et donc une

hyperpolarisation du neurone.
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2) En régulant la recapture de DA. Les autorécepteurs D2 augmentent 'expression et
I'activité de DAT et donc la recapture de DA depuis I'espace extracellulaire. Cependant, une
activite dopaminergique tonique basale est insuffisante pour mettre en jeu ce mecanisme,
apparaissant uniguement lors de périodes soutenues d’activation des autorécepteurs ou
lors de trains de stimulations prolonges.

3) En régulant la TH. Une activation sur le long-terme des autorécepteurs D2 entraine une
reduction de I'AC et de la production de PKA permettant de phosphoryler la TH. On a donc
moins de production de DA et donc moins de DA se retrouvant dans les vesicules prétes
a étre secrétees.

Ces 3 mecanismes d'action des autorecepteurs D2 sont principalement connus pour les

régions de projection recevant une importante innervation dopaminergique, comme le NAc.

En termes de régulation de la transmission dopaminergique, on peut nommer deux facteurs
clefs additionnels : le transporteur vesiculaire des monoamines VMAT?2 et le transporteur de
recapture de la dopamine DAT (Mulvihill, 2019 ; Figure 2.5).

D'une part, VMAT2 est la protéine responsable de la capture cytosolique de la DA dans
des vesicules prétes a étre secrétees. VMAT2 est localisé dans les deux types de vesicules
que l'on peut trouver dans les terminaisons dopaminergiques, les petites veésicules
synaptiqgues mais également ce que I'on appelle les grandes vesicules denses (Kelly, 1993;
Nirenberg et al., 1997). Une déregulation de VMAT2 peut entrainer une augmentation du
taux de DA cytosolique et ainsi une augmentation du stress oxydatif, délétere pour le
neurone. Un taux plus éleve de VMAT?2 peut donc étre assimilé a un rbéle neuroprotecteur.
D’autre part, la regulation de la DA a eégalement lieu via la recapture par DAT. Ce phénomene
est le principal mécanisme d'élimination de la DA de I'espace extracellulaire. Il opere
notamment un réle dans les cinétiques d’action, a la fois au niveau spatial et temporel, sur
les recepteurs cibles de la DA (Cragg & Rice, 2004; Schonful3 et al., 2001). Un taux suffisant
de DAT est necessaire afin de limiter la diffusion des molécules de DA.

Enfin, les récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine exprimés au niveau des corps cellulaires
et des terminaisons axonales des neurones dopaminergiques, participent a la régulation de
la neurotransmission, en modulant I'activité phasique de décharge des neurones et les
proprietes de libération en terminal. Comme décrit precedemment, I'activité spontanée des
neurones dopaminergiques de la VTA, et donc la libération de DA, sont modulées par
I'expression de sous-unités nicotiniques, notamment a7 et B2 (Mameli-Engvall et al., 2006;
Tolu et al., 2013). De plus, les interneurones cholinergiques du NAc (TAN) peuvent réguler
les niveaux de libération de DA en terminal. Une activation optogénétique spécifique des
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TAN est capable d'évoquer une libération de DA, par le biais de récepteurs nicotiniques
contenant la sous-unite B2 (Cachope et al., 2012; Exley et al., 2011).

IV. Afférences & efférences de la VTA

a. Connectivité & afférences de la VTA

Une trés grande interconnexion est observee entre les efférences et afférences de la VTA.
La plupart des regions ciblées par les neurones de la VTA, que ces connexions soient de
nature dopaminergique, GABAergique ou glutamatergique, projettent également en retour
sur la VTA (Figure 2.6).

Le NAc constitue une des principales afferences ciblant la VTA (Beier et al., 2015; Morales
& Margolis, 2017; Watabe-Uchida et al.,, 2012; Yang et al., 2018). La CeA, sous-région de
I'amygdale importante de la voie méso-limbique, projette également en retour sur la VTA
et préférentiellement sur les neurones GABAergiques (Beier et al., 2015; Watabe-Uchida et
al, 2012; Zhang et al., 2021).

De plus, la VTA recoit des entrées en provenance de regions qualifiees « d’autonomes »
comme le BNST, le noyau hypothalamique paraventriculaire, I'nypothalamus latéral ou
encore la PAG (Watabe-Uchida et al., 2012).

Les afférences glutamatergiques proviennent majoritairement du PFC, du cortex antérieur,
de la LHb, de la BNST et du PPTg (Beier et al., 2015; Geisler et al., 2007; Georges &
Aston-jones, 2002; Morales & Margolis, 2017). Parmi les afferences GABAergiques non
cittes précedemment, on peut nommer le pallidum ventral, le septum latéral et en plus
faible proportion la LHb (Beier et al., 2015; Morales & Margolis, 2017; Omelchenko et al.,
2009).

Les neurones GABAergiques et dopaminergiques de la VTA recgoivent des entrées en
provenance des mémes regions mais ces entréees sont de natures diverses. On note
notamment des entrées cholinergiques en provenance des noyaux du pons (PPTg, LDTg ;
Dautan et al., 2016). De plus, la VTA recoit des projections i) de neurones a ocytocine ou
a vasopressine en provenance de I'hnypothalamus paraventriculaire, i) de neurones a orexine
ou a neurotensine en provenance de I'nypothalamus latéral, mais également iii) de neurones
Tph (marqueurs des neurones serotoninergiques), GABAergiques et glutamatergiques en
provenance du raphée dorsal (Beier et al., 2015 ; Figure 2.6).
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Figure 2.6. Afférences ciblant la VTA | A. Schéma non exhaustif des régions projetant sur la VTA, en
retour ou non. Les afférences sont de natures diverses en fonction des régions (glutamate, GABA,
acétylcholine, orexine, neurotensine, norepinephring, ocytocine, vasopressine; voir code couleur
associé sur le schéma). PFC: cortex préfrontal ; OFC : cortex orbitofrontal ; LS : septum lateral ; NAC:
noyau accumbens; VP : pallidum ventral; BNST: noyau basal de la strie terminale: PVH: noyau
hypothalamique paraventriculaire ; LH : hypothalamus latéral ; Amg : amygdale ; VTA: aire tegmentale
ventrale; RBMTg: noyau tegmental mésopontin  rostro-median; PPTg: noyau tegmental
pedoculopontin; LDT : noyau tegmental laterodorsal; LC: locus cceruleus; DRN: noyau dorsal du
rapheé ; PAG: substance grise périagueductale ; LHb: habénula latérale. D'aprés Watabe-Uchida et
al. 2012, Beier et al. 2015, Dautan et al. 2016, Morales & Margolis 2017, & Zhang et al. 2021.

b. Régions de projection de la VTA

La VTA projette massivement sur plusieurs régions cérébrales qui constituent, nous l'avons
vu, le systeme de la recompense. J'ai choisi de vous présenter plus en détails deux voies
de projection particulieres : celle vers le NAc et celle vers '’Amg. En effet, ces deux structures

appartenant a la voie mesolimbique ont été I'objet d'une majoriteé de mes travaux de thése.

Le noyau accumbens

Le noyau accumbens (NAcC) a souvent éte decrit comme un des « centres du plaisir » au
sein du circuit de la recompense. Néanmoins, il est plus juste de définir cette région comme
jouant un réle majeur dans les comportements motivés pour atteindre un objectif (Floresco,
2015). En effet, le NAc est a linterface entre des régions limbiques, les lobes frontaux et
temporaux — comme le PFC, I'hippocampe et TAmg — et des regions impliquees dans le

contrble moteur.
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1. Neuroanatomie

Les travaux pionniers de Lennart Heimer et Gordon Mogenson ont permis d'identifier le
NAC comme un noyau adjacent au septum, faisant partie de la région ventrale du striatum
bien distincte du reste de la région (Floresco, 2015). Le NAc est une région hétérogéne
qui a été divisée en sous-régions, sur la base d’'une expression différentielle de marqueurs
histologiques, ainsi que sur une connectivite constituee d'efferences et d'afférences propres
a chaque sous-partie (Zahm, 2000). On considere deux sous-regions principales au sein
du NAc: le NAc core et le NAc shell. Le NAc shell est & nouveau divisé en deux parties :
le shell medial et le shell latéral (Jong et al., 2022; Lammel et al., 2008, 2011; Roeper,
2013). Parfois, le NAc shell medial est méme différencié au niveau de sa partie dorsale
versus sa partie ventrale (Al-Hasani et al., 2021).

Parmi les neurones retrouves dans les différentes sous-parties du NAc on peut citer: i) les
MSN (medium spiny neurons), i) les interneurones fast-spiking, iii) les interneurones a bas
seuil de décharge (LTS, low-threshold spiking) et iv) les interneurones cholinergiques (TAN,
tonically active neurons; Figure 2.7-AB).

Les MSN représentent 95% des neurones du NAc. Ce sont des neurones GABAergiques,
avec une morphologie en épines, qui projettent en dehors de la région et qui constituent
la seule sortie vers les ganglions de la base en aval. Les MSN se caractérisent par un
potentiel de repos hyperpolarisé et une faible résistance d’entrée. Ces derniers expriment
également plusieurs canaux potassiques rectifiants (Kirs; Kreitzer, 2009). Les cing
récepteurs dopaminergiques sont exprimes au sein du NAc mais les plus abondants sont
les récepteurs D1 et D2. Aussi, les MSN peuvent étre divisés en deux catégories: ceux
exprimant le récepteur D1 et ceux exprimant le récepteur D2.

Les LTS sont des interneurones GABAergiques et ne représentent qu’une toute petite
proportion des neurones du NAc. Ces interneurones LTS expriment la somatostatine, le
neuropeptide Y, la NO synthase ainsi que le récepteur D5 (Kreitzer, 2009). Ces derniers
recoivent des afférences glutamatergiques du cortex et du thalamus et forment des synapses
sur les MSN. lIls sont capables de declencher des PA & un bas seuil de depolarisation et
possedent une importante résistance d’entrée ainsi qu’'un potentiel de membrane dépolarisé
(Kawaguchi, 1993).

Les FS sont des interneurones egalement GABAergiques et représentent moins de 3% des

neurones du NAc. Ces interneurones présentent des caractéristigues similaires aux
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neurones FS a parvalbumine que 'on peut retrouver dans le cortex, avec des PA tres courts,
une trés haute frequence de deécharge et la présence de jonctions gap avec les autres
interneurones FS (Kawaguchi, 1993). De plus, ils regoivent des entrées glutamatergiques
en provenance du cortex et du thalamus ainsi que des entrées inhibitrices en provenance
des autres interneurones du NAc et d’'une partie des neurones du Globus Pallidus (Gerfen
& Surmeier, 2011; Kreitzer, 2009). Il semblerait gu’un interneurone FS connecte 135 a 541
MSN et gu’'un MSN recoit des entrées d’environ 4 a 27 FS differents (Koos & Tepper,
1999). Aussi, une bouffée d’activite au sein d'un seul interneurone FS peut suffire a retarder
voire a bloquer la génération de PA dans les neurones MSN projetant (Koos & Tepper,
1999). Ces interneurones FS expriment également le récepteur D5 et des récepteurs
nicotiniques (NAChR ; Koos & Tepper, 2002). Les nAChR sont essentiellement présents sur
les terminaisons dopaminergiques presynaptiques et sur ces interneurones FS du NAc (alors
gue les MSN, les interneurones cholinergiques et GABAergiques expriment plutdét des
récepteurs cholinergiques muscariniques ; Kreitzer, 2009).

Les TAN sont des interneurones cholinergiques, capables de colibérer du glutamate, et
constituent 1 a 2 % des neurones du NAc. Toutefois, leur influence sur les MSN et les
interneurones FS est significative du fait de leur trés large arborisation axonale. lls recoivent
des afférences excitatrices majoritairement en provenance du thalamus, et plus rarement du
cortex (Gerfen & Surmeier, 2011; Kreitzer, 2009). Ces derniers regoivent egalement une
inhibition en provenance des MSN. lls se distinguent par un potentiel de membrane
deépolarisé et une forte résistance d’entrée (Kawaguchi, 1993). Les TAN ont la particularite
d’étre actifs spontanement in vivo via des courants sodiques et présentent un courant Ih
medié par les canaux HCN (Bennett et al., 2000). Leur fréequence de décharge est comprise
entre 2 et 10 Hz avec la présence d'une large hyperpolarisation aprés chaque PA
(Kawaguchi, 1993).. De plus, les TAN sont modulés par la DA car ils expriment les
récepteurs D2 mais également D5 (Kreitzer, 2009). En retour, la libération d’acétylcholine et
de glutamate par les TAN intervient dans la modulation de la libération de DA au niveau
terminal (Sakae et al., 2015).

2. Connectivite

Les neurones MSN constituent la majorité des projections du NAc. Ces projections
GABAergiques sont majoritairement vers des structures effectrices comme le pallidum
ventral, I'hypothalamus et des regions motrices (Floresco, 2015). Le NAc fait partie des
ganglions de la base, avec un role dans la mise en place (ou non) d'un mouvement
volontaire. Les MSN exprimant le recepteur D1 (D1-MSN) appartiennent a la voie « directe »
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ayant pour consequence linitiation d'un mouvement volontaire. Au contraire, les MSN
exprimant les recepteurs D2 (D2-MSN) appartiennent a la voie «indirecte » qui va cette
fois inhiber une action (Gerfen & Surmeier, 2011). Les MSN regoivent des synapses en
provenance des interneurones du NAC ainsi gu’en provenance de collatérales d’autres MSN
(Tepper et al., 2004).

Le NAc regoit de massives projections dopaminergiques en provenance de la VTA, a
I'origine de la voie mésolimbique. La libération de DA induite par I'activité tonique ou
phasique des neurones dopaminergiques va donc moduler I'activitt du NAc qui integre
ainsi le signal de RPE (Bromberg-Martin et al., 2010). En effet, nous avons vu que I'activité
phasique (Chapitre 1 partie I.b. ; Chapitre 2 partie Il.d.) est declenchée par des recompenses
primaires ou conditionnées alors que l'omission d’'une récompense va induire une
diminution de cette activité phasique (Schultz, 1997). Les augmentations et diminutions de
la libération de DA engendrées au niveau du NAc vont alors respectivement favoriser

I'activation de la voie D1 directe ou D2 indirecte (Chapitre 2, partie Il.d.).

Le NAc recoit de la DA en provenance de la VTA mais y renvoie également des projections
avec une topographie particuliere (Beier et al.,, 2015; Lammel et al., 2008, 2011). En effet,
le NAC core regoit des projections dopaminergiques en provenance d'une population situee
au niveau medio-ventral de la VTA. Le NAc shell medial regoit des afferences
dopaminergiques qui se trouvent au niveau medial de la VTA alors que le NAc shell latéral
recoit quant a lui des afférences dopaminergiques situees en partie latérale de la VTA
(Lammel et al., 2008 ; Figure 2.7-C). Cette ségrégation spécifique reflete une connectivité
particuliere. En effet, le NAc recoit de la VTA et envoie & son tour des projections
GABAergiques vers celle-ci, induisant un retrocontréle de l'activite dopaminergique. Ainsi,
le NAc shell medial envoie principalement des projections GABAergiques directes sur les
neurones dopaminergiques qui le ciblent (Xia et al., 2011). Sur le méme principe, le NAC
shell latéral envoie ses projections sur les neurones dopaminergiques qui projettent vers lui
en retour (Yang et al., 2018). Cette connectivite réciproque est mediée par les MSN
exprimant le récepteur D1 (Yang et al., 2018). Il y a donc existence de voies directes
d’inhibition, meédiées par une signalisation ionotrope via les récepteurs GABAA, depuis les
sous-regions du NAc vers les neurones dopaminergiques de la VTA qui y projettent
respectivement (Figure 2.7-C). Ces voies inhibitrices descendantes contactent egalement
des interneurones GABAergiques de la VTA, pouvant potentiellement désinhiber les
neurones dopaminergiques (Yang et al., 2018). Une importante interconnexion existe donc

entre le NAc et la VTA, qui sera discutée dans la suite de ce manuscrit.
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Le NAc recoit également des afférences excitatrices glutamatergiques en provenance de la
BLA (sous-région de I'Amg), de I'hippocampe ou encore du PFC (Floresco, 2015).
Chacune de ces régions est spécialisee dans le traitement d’informations spécifiques et
peut a son tour avoir un impact sur les comportements soutenus par le NAc. La BLA joue
un role dans I'association entre des stimuli neutres et un reésultat aversif ou appétitif, ainsi
que dans la perception de la valeur d’'un stimulus et la saillance affective (Everitt et al.,
1991; Fernando et al., 2013 ; voir partie suivante IV.b.ii. pour plus de détails sur 'amygdale).
L ’hippocampe est quant a lui nécessaire dans la navigation spatiale, le rappel d'un contexte
particulier ou encore le traitement de la nouveaute (Ito et al., 2008). Enfin le PFC est impliquée
dans l'attention sélective, la flexibilité et la memoire de travail (Christakou et al., 2004;
Floresco et al., 1999). Ce dernier joue également un rble dans I'évaluation du co(t et du

bénefice d’'une action, et peut influencer le NAC a produire ou non une action.

A.

Bregma +1.34 mm

P
1k

Figure 2.7. Neuroanatomie du NAc et connectivité avec la VTA | A. Localisation du NAc en coupe

sagittale, situé a +1.34 mm en avant du bregma. B. Morphologie des types cellulaires retrouves au
sein du NAc chez le rongeur. Représentations schématiques d'un neurone striatal épineux (MSN),
d'un interneurone a décharge rapide (FS), d’'un interneurone & bas seuil de décharge (LTS) et d’un
interneurone cholinergique a activité tonique (TAN). Adapté de Kreitzer et al. 2009. C. Schéma de la
connectivite réciprogue entre les sous-régions du NAc (NAc shell latéral, NAc core, NAc shell médial)
et la VTA en fonction d’'un axe médio-latéral. M: médial ; L: latéral. Adapté de Lammel et al. 2008,
Beier et al. 2015 & Yang et al. 2018.
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Le NAc est donc au centre de structures en lien avec I'évaluation de I'environnement et de
I'eétat émotionnel d'un individu, ce qui lui permettrait d'intégrer ces informations afin d’évaluer

la meilleure action pour atteindre un but.

3. Rble physiologique

Apres les travaux de Schultz et au vu de la forte innervation dopaminergique du NAc, cette
région a été catégorisée comme le centre du plaisir impliqué dans tous les comportements
lies a la récompense et les traitements associés. Toutefois, la réalite est un peu plus
nuancee. Les recherches récentes suggerent un role plus complexe du NAc, notamment
dans la sélection de l'action ainsi que I'intégration cognitive et emotionnelle des informations
pour guider un comportement. Les neurones des différents noyaux du NAc auraient donc

des rdles fonctionnels differents, sous-tendus par leurs connectivites specifiques.

Plusieurs etudes ont souleve I'importance du NAc dans les comportements diriges vers un
but ou induits par des stimuli prédictifs de réecompense, et attribué des fonctions différentes
au core et au shell (Blaiss & Janak, 2009; Saunders & Robinson, 2012). Une fois le
conditionnement etabli, le NAc core apparait nécessaire pour I'expression de 'association
avec le stimulus non conditionné alors que le NAc shell permettrait l'inhibition du
comportement d’approche lorsque le stimulus conditionné n'est pas présenté (Blaiss &
Janak, 2009). La DA libérée au niveau du NAcC core permettrait donc lattribution d’'une
saillance incitatrice a un indice visuel ou sonore. Le stimulus conditionne serait ainsi
transformé en un indice incitateur et motivationnel fort (Saunders & Robinson, 2012). Des
différences entre shell et core ont également été montrées dans des taches de flexibilite
comportementale, dans lesquelles les animaux devaient abandonner une réponse acquise
afin de modifier leur stratégie pour obtenir la nourriture (Floresco et al., 2006). L'inactivation
du NAc core perturbait les changements de strategie alors que I'inactivation du NAc shell
ameéliorerait I'acquisition de nouvelles réponses comportementales. Le NAc core serait alors
impligué dans la sélection d'une action et linitiation d’'un comportement dirigé vers un but,
tandis que le shell jouerait plutdt un réle dans la suppression des actions inappropriees qui

pourraient interférer avec I'objectif & atteindre.

Le NAc contribue donc a la discrimination et au comportement d’approche, mais il joue
egalement un réle dans la mediation des réponses aux stimuli aversifs. Ainsi, une inactivation
du NAc impacte I'acquisition et I'expression d’'un evitement conditionné (Floresco, 2015).

Le NAc pourrait alors permettre d’initier des comportements vers des stimuli jugés sUrs
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alors gqu’il initierait des comportements d’évitements pour des stimuli associes a des
evenements aversifs.

Des sous-circuits mésolimbiques VTA-NAc spécifigues, ont été impliqués dans le traitement
des stimuli renforgants et aversifs. Lors d’'un apprentissage associatif recompensant, les
dynamiques de libération de DA dans le NAc core et dans le NAc shell latéral, concordent
avec un encodage de la valeur et de la RPE (Day et al., 2007; de Jong et al., 2019). Dans
ces regions, on constate en effet une augmentation de la libération de DA au moment de
la recompense ou de lindice predictif de cette recompense, et une moindre libération dans
le cas d’omission de la recompense. Par ailleurs, la libération de DA provoquee par un
indice predictif dans le NAc core reflete sa valeur motivationnelle, en fonction de la future
recompense. En effet, des augmentations plus importantes de DA y étaient observeées chez
des animaux « priveés » de nourriture pour qui les récompenses attendues (sucrose, pellet)
avaient alors une plus grande valeur (Aitken et al,, 2016). En revanche, la libération de DA
dans le NAc shell medial ne semble pas encoder la RPE ou la valeur mais pourrait, dans
le cadre d’'un conditionnement aversif, refléter la saillance des stimuli aversifs et leur indice

predictif (de Jong et al., 2019 ; voir Chapitre 3, partie lll.a., concernant les stimuli aversifs).

Il existe également des données suggerant I'existence de sous-circuits GABAergiques au
sein d'un méme noyau du NAc, ayant des rbles différents dans les comportements motives
et affectifs. Ainsi, l'inactivation du NAc shell médial en partie rostrale provoque un
comportement alimentaire alors que linactivation du NAc shell médial en partie caudale
provoque un comportement de défense et de peur (Reynolds & Berridge, 2002). Ces
resultats suggerent que les MSN du NAc shell médial peuvent appartenir a des circuits
différents en fonction de leurs afféerences et de leurs projections. Dans cette idée, il a
recemment éteé montré que les neurones du NAc shell medial recevant des afféerences de
la BLA ou du PVT constituent deux sous-populations fonctionnelles distinctes, projetant de
manieres différentes sur la VTA et le LH (Zhou et al., 2022). Ainsi, I'activation des MSN du
medial shell appartenant a la voie BLA-NAc-VTA est récompensante et induit une
preference de place en deésinhibant les neurones dopaminergiques. A linverse, I'activation

des MSN de la voie PVT-NAc-LH est aversive et induit un évitement.

Enfin, comme abordé plus haut, des réles spécifigues ont longtemps été attribués aux
D1- MSN et D2-MSN. Les D1-MSN auraient un réle prépondérant dans la signalisation des
recompenses et I'apprentissage associatif positif alors que les D2-MSN interviendraient au
contraire dans la mediation des stimuli aversifs et I'apprentissage associatif negatif. Des

études recentes demontrent cependant que ces roles sont loin d’étre aussi tranchés. Par
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exemple, des stimulations optogénétiques de courte duree (1s) des D1-MSN et D2-MSN
du NAc core induisent un renforcement positif alors que des stimulations plus longues (60s)
induisent un effet aversif. Les effets des stimulations prolongées pourraient impliquer les
récepteurs aux opioides dans des circuits differents vers la VTA : soit direct via les D1- MSN,
soit indirect via les D2-MSN (relai au niveau du pallidum ventral; Soares-Cunha et al.,
2020). De méme, l'activation optogenetiqgue des D2-MSN du NAc core au moment de
I'indice prédictif de recompense augmente la motivation durant un comportement opérant,
mais la réduit lorsque la stimulation est déliviee au moment de la réecompense (Soares-
Cunha et al.,, 2022). Par ailleurs, une récente étude d’imagerie calcique dans le NAc core
durant un conditionnement positif opérant, a montré que les profils de réponses des
D1- MSN et des D2-MSN en fonction de la RPE, formaient des « clusters » d’activite de
differents types. Ces resultats vont a I'encontre de l'idée d’'un codage homogene de la RPE
par les MSN et refleteraient I'existence de sous-populations fonctionnelles distinctes au sein
de ces deux types neuronaux (Nishioka et al., 2023).

i. L’amygdale

’'amygdale (Amg) est une region importante dans le traitement des émotions et des
réponses comportementales en réponse a des stimuli comme une menace ou de la
nourriture. C'est une région clef des comportements de peur et d'anxiéte, et est considéree

comme un mediateur de l'impact des emotions negatives sur la memoire.

1. Neuroanatomie

L'Amg se divise en sous-noyaux repondant a des caractéristiques et des comportements
distincts. Il semblerait que I'on puisse diviser '’Amg en 13 sous-noyaux differents (McDonald,
2003; Sah et al., 2003). Parmi les principaux et les plus étudies, on peut nommer: i) le
complexe basolatéral (BLA) formé de I'amygdale latérale (LA), basale (BA) et basomediale
(BM), i) le noyau central (CeA) regroupant la division latérale (Cel) et médiale (CeM), ainsi
que iii) 'amygdale mediale (MeA ; Zhang et al., 2021). Un autre ensemble compose de
noyaux inhibiteurs se situe a l'interface entre la BLA et la CeA et est connu sous le nom

de « cluster de cellules intercalées » (intercalated cell clusters).

Au sein de la BLA, on retrouve majoritairement des neurones glutamatergiques nommes
« principaux » ainsi que des interneurones GABAergiques inhibiteurs (Figure 2.8-AB).

La majorité des neurones de la BLA est constituée de cellules dites principales : pyramidales
epineuses ou classe |. Ces dernieres représentent 90% des neurones de la BLA (chez la
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souris) et sont des cellules de projection (Sah et al., 2003; Washburn & Moises, 1992).
Ces cellules pyramidales présentent une large AHP apres une bouffée de PA, responsable
d’'une adaptation caractéristique de la fréequence de décharge (Washburn & Moises, 1992).
Les enregistrements in vivo et ex vivo n'ont montré que trés peu d’activiteé spontanée au
sein de la BLA, bien gu’en partie basale des neurones eémettent des bouffées de PA au
repos. On peut noter deux types de cellules pyramidales: les cellules burstantes et celles
a decharge réguliere (repetitive). Les cellules burstantes declenchent des trains de PA avant
de cesser de décharger alors que les cellules a décharge reguliére ne présentent que peu
d’adaptation de leur frequence (Sah et al., 2003). Parmi les cellules pyramidales, on retrouve
egalement des neurones nommes late-firing, en raison de leur délai a émettre un PA a la
suite d'un courant dépolarisant. Ce délai serait di a la présence du courant inactivateur

potassique Ip (Washburn & Moises, 1992).

Parmi les 10% restants des neurones de la BLA, on retrouve des interneurones
GABAergiques ou neurones de classe Il. Ces interneurones expriment des marqueurs
comme la parvalbumine, la somatostatine, la calbindine, la cholecystokinine, la calretinine
ou encore le neuropeptide Y (Beyeler & Dabrowska, 2020; Capogna, 2014). On note des
interneurones présentant des durées de PA trés courtes et pouvant décharger a haute
frequence (fast-firing) sans adaptation & la suite d’'une injection de courant dépolarisant
(Washburn & Moises, 1992). Contrairement aux cellules pyramidales, les interneurones
GABAergiques sont actifs spontanément in vivo avec une fréquence de décharge comprises
entre 10 et 15 Hz (Sah et al,, 2003). Les propriétes de ces neurones sont trés similaires
aux neurones inhibiteurs retrouves au niveau du cortex et de I'hippocampe. Certains de ces
interneurones entourent le soma des cellules pyramidales, exergant un fort contréle inhibiteur

sur la sortie de ces cellules (Capogna, 2014).

Au sein de la CeA, on retrouve majoritairement des neurones inhibiteurs. Les neurones en
plus grande proportion au sein des sous-divisions de la CeA sont des MSN. Ces neurones
epineux sont des neurones GABAergiques de projection, semblables & ceux décrits au
niveau du NAc (voir partie IV.b.i1.; McDonald, 1982). D'un point de vue
electrophysiologique, il semblerait y avoir trois types de cellules distinctes : les neurones a
bas seuil de décharge, les neurones a décharge reguliere et les neurones late-firing (Sah
et al., 2003).

En résumé, la BLA possede une architecture cortical-like avec des neurones

glutamatergiques et des interneurones inhibiteurs, tandis que la CeA est plutdt striatal-like

avec majoritairement des neurones inhibiteurs.
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2. Connectivite

La BLA est géneralement consideree comme la principale entrée de 'Amg ou I'information
est traitée puis ensuite transmise a la CeA afin de générer des réponses appropriees en
condition de peur ou d’anxieté. Elle integre des informations en provenance d’'une multitude
de regions. Au sein de la BLA, la partie latérale (LA) recoit des informations du thalamus,
des cortex associatifs et du tronc cérébral, ensuite transmises a la partie basale (BA) ou
des informations contextuelles en provenance du PFC et de I'hippocampe convergent
egalement (Zhang et al., 2021). De plus, la BLA est la cible dune importante
neuromodulation des reégions de la VTA, du raphé dorsal et du locus coeruleus. Additionné
a cela, une importante interconnexion est présente entre la BLA et le PFC. En effet, la BLA
envoie des efférences glutamatergiques au niveau du PFC qui envoie en retour des
projections également glutamatergiques (Liu et al., 2020). Enfin, la BLA envoie des
efférences glutamatergiques au niveau du NAC qui seraient impliquées dans le renforcement
positif (Zhou et al., 2022).

La CeA, quant a elle, est considéree comme une des principales sorties de la BLA. En plus
des afférences glutamatergiques en provenance de la BLA, la CeA recoit egalement des
projections d’autres regions. Les connexions avec le cortex insulaire sont impliquées dans
la regulation de la prise de nourriture, celles avec le noyau paraventriculaire du thalamus
dans la régulation de la mémoire de peur, et celles avec I'hippocampe dans la recupération
des comportements de peur en fonction du contexte (Zhang et al.,, 2021). La CeA projette
a son tour vers la VTA, la substance grise periagueductale, I'nypothalamus et le tronc
cérébral. Le BNST, faisant partie de « I'extension amygdalaire » est également trés connecte
avec la CeA.

Au sein de la voie mésolimbique, la VTA envoie des efférences vers le NAc, mais egalement
au niveau de la BLA et de la CeA (De la Mora et al., 2010). Les afférences dopaminergiques
de la VTA vers les sous-noyaux de ’Amg rejoignent en majorité le sillon du MFB (Swanson,
1982). Aussi, la BLA recoit une forte innervation dopaminergique en provenance des
neurones situés en partie medio-dorsale de la VTA (Beier et al., 2015; Lammel et al., 2008).
Une importante proportion de D1R et D2R est retrouveée au sein des noyaux de I'Amg, dans
des populations de neurones n'exprimant pas les deux a la fois. Réciproquement, la VTA
recoit des efferences GABAergiques en provenance de la CeA (Zhang et al, 2021;
Figure 2.8-C).
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Figure 2.8. Neuroanatomie de ’Amg et connectivité avec la VTA | A. Localisation de I'Amg en coupe
sagittale, située a -1.46 mm en arriere du bregma. B. Morphologie des types cellulaires retrouves
au sein de 'Amg chez le rongeur. Reconstructions de neurones retrouvés au sein de la BLA chez
le rat: a. cellule pyramidale épineuse de projection; b. interneurone non pyramidal; c. cellule
pyramidale late-firing: d. interneurone fast-firing non épineux. Adapté de Washburn et al. 1982 &
McDonald 2003. C. Schéma de la connectivité réciprogque entre 'Amg (BLA/CeA) et la VTA en
fonction d'un axe meédio-latéral. M: médial ; L: latéral. Adapté de Beier et al. 2015 & Zhang et al.
2021.

3. Réle physiologique

L’Amg a un rble predominant dans les états aversifs tels que l'anxiété et les comportements
lies a la recompense, ainsi que dans les processus en lien avec la memoire émotionnelle.
Un des principaux réles de 'amygdale repose sur la consolidation de I'apprentissage et de
la mémoire. En effet, une expérience vecue va recruter I'hippocampe qui stocke les
informations spatiales et contextuelles, mais egalement les glandes surrénales si cette
experience est lice a de laffect, aboutissant a une libération de noradrénaline et de
glucocorticoides au sein de la BLA. Cette activitt dans la BLA, liee au stress de
I'environnement, va ainsi impacter en retour la plasticité dautres régions comme

I'hippocampe ou elle projette (McGaugh, 2000 ; Roozendaal et al., 2009).
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L’Amg est importante pour le traitement des emotions et il a été montré son réle dans les
comportements lies a I'anxiete (Janak & Tye, 2015; Kalin et al., 2004; Liu et al., 2020;
Roozendaal et al., 2009; Zhang et al., 2021). En effet, il a été observe une augmentation
de I'activiteé des neurones de la BLA aprés un choc a la patte chez des chats (Pelletier et
al., 2005). La décharge des neurones augmentait progressivement aprés le choc, avec un
maximum d’activiteé 30 a 50 minutes apres le choc et revenant & un niveau de base apres
2 heures. Durant cette longue période d’activitg, il a été observé une synchronisation plus
importante qu’au repos (Pelletier et al., 2005). Ainsi, un stimulus aversif produit bien un
changement d'activité durable dans le temps au niveau de la BLA, qui pourrait ainsi avoir

des conséquences dans la consolidation de la mémoire via les structures cibles.

La signalisation dopaminergique dans 'Amg joue egalement un rble predominant dans les
etats lies a I'anxiete (voir Chapitres Résultats et Discussion). En effet, I'infusion dans I'’Amg
d’agonistes ou d'antagonistes D1 provoque respectivement des effets anxiogenes ou
anxiolytiques (De la Mora et al., 2010; Zarrindast & Khakpai, 2015). En conditions dites
normales, I'activite de la BLA est sous l'influence inhibitrice du PFC qui supprime son activité
spontanee et sensorielle, alors qu’en conditions stressantes, la DA en provenance de la
VTA libére la BLA de cette inhibition (Zarrindast & Khakpai, 2015). Cette inhibition de la
BLA par le PFC est médiée par I'excitation des interneurones GABAergiques de la BLA
(Grace & Rosenkranz, 2002). L'activation des récepteurs dopaminergiques atténue cette
action inhibitrice du PFC en augmentant I'excitabilité postsynaptique des neurones de
projection de la BLA. Une activation des récepteurs dopaminergiques au sein de la BLA va
donc permettre une réponse de cette région aux stimuli sensoriels (Grace & Rosenkranz,
2002). Il a donc été propose que, lors d’une liberation phasique de DA associee a un
stimulus affectif ou saillant, la réponse des neurones de la BLA aux afférences sensorielles
liees a ce stimulus est potentiée, au détriment d’autres entrées sensorielles (Rosenkranz &
Grace, 1999). En accord avec cette idee, l'inhibition de la voie VTA-BLA au moment d’un
stimulus aversif reduit la force de la mémoire de peur acquise apres un conditionnement
aversif (Tang et al, 2020). De plus, latténuation de la réponse des neurones
dopaminergiques aux stimuli aversifs, chez des souris mutantes ou le recepteur NMDA est
inactive, entraine une altération de 'association entre I'indice prédictif et le stimulus aversif.
Cette altération associative est accompagnee d’'un état d’anxieté généralise (Zweifel et al.,
2011). Enfin, l'activation optogénetique des neurones dopaminergiques de la voie VTA-
CeA durant un stimulus associé a un évenement aversif, prévient la géneralisation des
réponses de peur a des stimuli neutres, observée dans une tache de conditionnement a la
peur en condition d'incertitude (Yong et al., 2018). A I'inverse, I'infusion d’antagonistes des
D2R ou une augmentation de la signalisation AMPc-PKA dans la CeA promeut une peur
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généralisée aprées conditionnement (De Bundel et al., 2016; Ghosh & Chattarji, 2015). Ces
données suggérent un roéle de la DA dans le filtrage des informations traitées par 'Amg &fin
d’acqueérir une réponse de peur appropriee pour un stimulus menagant. Un déficit dans ce
filtrage entrainerait alors une mauvaise discrimination des stimuli neutres, induisant un état
d'anxiete et de peur généralise. En accord avec cette idée, un stress social chronique
diminue durablement I'activité des neurones dopaminergiques projetant vers la BLA, et la
compensation de cet effet par une activation optogénétique diminue I'état d’'anxiété induit
par ce stress social (Morel et al., 2022).

Par ailleurs, I'activation spécifigue des projections glutamatergiques de la BLA vers la CeA
induit un effet anxiolytique réversible alors que leur inhibition a des consequences
anxiogenes (Tye et al., 2011). De maniere intéressante, un contrble optogénétique au niveau
du soma des pyramides de la BLA, sans cibler spécifiguement la projection vers la CeA,
n'induit pas les mémes effets. Ces résultats indiquent que la voie BLA-CeA exerce un

contrble sur les états lies a 'anxiéte.

L'’Amg, et notamment le complexe BLA-CeA, a largement été impliquée dans les processus
d’apprentissage et de conditionnement a la peur (Ehrlich et al., 2009). L'activit¢ des
neurones de la CeA se revele indispensable a I'acquisition et a I'expression de la réponse
de peur induite par un stimulus menagant (Ciocchi et al., 2010). De méme, les neurones
de la BLA répondent aux stimuli menacgants (Wolff et al., 2014) et developpent une plasticité
au cours d’'un conditionnement de peur (McKernan & Shinnick-Gallagher, 1997; Namburi
et al., 2015). Cette activite est cruciale car une inhibition des neurones principaux de la
BLA durant un stimulus aversif perturbe I'apprentissage d’'une réponse de peur (Namburi et
al., 2015; Wolff et al., 2014) alors qu’une activation la renforce (Johansen et al., 2010).

Outre son lien avec des emotions negatives, 'Amg joue également un réle dans I'attribution
d’'une valeur a un stimulus notamment dans le cadre du renforcement (Baxter & Murray,
2002). En effet, la BLA attribue une valeur émotionnelle a des évenements ou des indices
de I'environnement notamment ceux predictifs d’'une récompense. Des enregistrements
electrophysiologiques ont permis de montrer le réle de la BLA dans l'encodage des
proprietés motivationnelles et renforcantes d’une réecompense (Tye & Janak, 2007). En effet,
deux groupes de rats ont été entrainés a obtenir du sucrose, soit dans un cas predit par
un indice visuel soit dans un autre cas l'indice était présenté de fagon aléatoire. Apres la
période de conditionnement, il a été effectué une periode d’extinction puis de reintegration
de l'indice. Les auteurs ont ainsi montré qu’une population de neurones codait pour la

motivation incitatrice car elle s’activait au moment ou 'indice visuel apparaissait, alors qu’une
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autre population maintenait son activité pendant toute la durée de la réponse conditionnée
(Tye & Janak, 2007). Dans ce cas, l'indice visuel peut donc agir comme un motivateur en
agissant sur I'état motivé pour atteindre une récompense ou alors comme un renforgateur
pour soutenir une réponse instrumentale. L'’Amg apparait ainsi comme un lieu d’encodage
pour des comportements dirigés vers une recompense. De plus, il a été montré que
I'activation des neurones de la BLA au moment d'un stimulus prédictif d'une recompense,
facilite la recherche de récompense en excitant les neurones du NAc via des connections
glutamatergiques directes (Ambroggi et al., 2008). Dans une tache d’autostimulation,
I'activation de cette voie par optogenetique établit un renforcement positif, necessitant la
signalisation dopaminergique des D1R dans le NAc (Stuber et al., 2011). Ces résultats
demontrent que la VTA, 'Amg et le NAc, agissent de maniére coordonnée pour établir un
renforcement positif. Ceci pourrait suggeérer I'existence d’'un codage de la valeur prédictive
et de la RPE au sein de '’'Amg, comme observeé au niveau de la VTA et du NAc. Bien qu’un
tel codage n'ait pas encore été déemontre, il existe cependant des neurones dans I'’Amg,
appartenant a des circuits distincts, qui sont impligués dans le codage de la valence positive
ou neégative. Les neurones encodant les valences positives et négatives seraient distribués
selon un axe dorso-ventral au sein de la BLA. Ainsi, on retrouve majoritairement les
neurones répondant a des stimuli aversifs en partie dorsale et ceux répondant & des stimuli
renforcants en partie ventrale de le BLA (Beyeler et al., 2018). Enfin, les neurones de la
voie BLA-CeA aurait un réle dans le codage de la valence négative des indices prédictifs
aversifs, alors que la voie BLA-NAc coderait préférentiellement la valence positive des
stimuli prédictifs de récompense (Beyeler et al.,, 2016; Namburi et al., 2015).

Il convient egalement de souligner que les neurones dopaminergiques de la voie VTA-BLA
s‘activent a la fois aux récompenses et aux stimuli aversifs ainsi qu'a leur indice predictif.
Ceci indigue que la BLA pourrait intégrer la saillance des stimuli; les saillances aversives
ou incitatrices étant encodées par I'activite de neurones différents (Lutas et al., 2019).

La voie VTA-Amg semble ainsi coder pour des stimuli et des comportements sensiblement
différents de ceux intégrés par le NAc. Aussi, les effets parfois opposes, mediés par ces
deux voies de projection, seront abordes plus en details lors des résultats de mes travaux

de thése, notamment sous le prisme d’action des drogues d’'abus.
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V. Effet des drogues sur la neurotransmission dopaminergique

Le systeme dopaminergigue meésolimbique est la cible de drogues d’'abus et joue un role
prépondérant dans I'acquisition des comportements renforces par ces drogues addictives.
La mise en place de la dépendance est expliquée par I'action initiale des drogues au niveau
des neurones dopaminergiques de la VTA (lkemoto et al., 2006; Juarez & Han, 2016;
Luscher, 2016; Morel et al.,, 2019; Pascoli et al., 2015; Volkow & Morales, 2015). En effet,
les drogues addictives favorisent le renforcement en augmentant la libération de DA
notamment au niveau du NAc (Di Chiara & Imperato, 1988) et y altére la plasticité synaptique
glutamatergique (Allichon et al., 202 1; Luscher, 2016).

Neanmoins, toutes les drogues d’'abus ne vont pas cibler les neurones dopaminergiques
de la méme maniére. En effet, on peut classer les drogues d’abus en trois catégories en
fonction de leur mode d'action: i) les drogues dépolarisant directement les neurones
dopaminergiques au niveau somatique, i) les drogues désinhibant les neurones
dopaminergiques, ou iii) les drogues agissant au niveau terminal dans les structures de

projection.

La nicotine est connue pour étre une drogue ciblant directement le soma des neurones
dopaminergiques et GABAergiques de la VTA, en se fixant specifiquement sur les réecepteurs
nicotiniques de I'acetylcholine (nNAChR), ionotropes, qui vont avoir pour consequence la
dépolarisation directe du neurone (Maskos et al., 2005 ; le renforcement a la nicotine sera
abordé dans le chapitre suivant). L'alcool est également présume agir directement au niveau
somatique, bien que son action sur un type précis de récepteur ne soit pas averee. L'alcool
agirait sur une multitude de récepteurs comme les GABAA, les récepteurs glutamatergiques
AMPA et NMDA, les GIRK meétabotropes, les VGCC ou encore les nAChR (Morel et al,
2019; Narahashi et al., 1999). Il a été montré, dans I'équipe, que la consommation d’alcool
etait modifiee chez des souris délétées de la sous-unité nicotinique B4 dans un paradigme
comportemental de choix a deux bouteilles (Tolu et al., 2017). Toutefois, les cibles
moléculaires de I'alcool étant variées, une autre hypothese d’action de I'éthanol consisterait
en une deésinhibition des neurones dopaminergiques, via une action préférentielle sur les
neurones GABAergiques de la VTA (Xiao & Ye, 2008).

D'autres drogues sont connues pour entrainer une deésinhibition des neurones
dopaminergiques. On peut nommer les opioides — dont la morphine — qui hyperpolarisent
les neurones GABAergiques via les récepteurs u (Johnson & North, 1992); les
benzodiazeépines qui inhibent les neurones GABAergiques via les récepteurs GABAA (Tan
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et al,, 2010) ; ainsi que le GHB qui medie son action via les récepteurs GABARB couplés au
GIRK spécifiguement dans les neurones GABAergiques (Cruz et al.,, 2004).

Une autre catégorie des drogues d’abus n'agit pas directement au niveau de la VTA mais
au niveau des terminaisons axonales, spéecifiguement au niveau du NAc. Parmi les drogues
interférant avec les processus de libération ou de recapture, on peut citer la cocaine, les
amphétamines et I'ectasy qui vont agir sur le transporteur DAT, inhibant la recapture de DA
(Kuhar et al., 1991 Luscher & Malenka, 2011). Cette troisieme catégorie de drogues d’abus
a egalement un effet sur la synthése de la DA et le transporteur VMAT2 (Reith & Gnegy,
2020).

Les drogues d'abus vont donc déclencher, a chaque prise, des libérations massives de DA
dans des regions telles que le NAc et 'Amg. Ces dernieres sont impliquées dans I'évaluation
des réecompenses et des stimuli aversifs, les processus de renforcement positif et negatif,
I'expression de comportements d’approche et d’évitement, ainsi que dans les état anxieux
ou hédoniques. Ces reégions peuvent induire des effets synergiques ou opposes, refletant
la complexite des processus regissant I'addiction. De plus, la balance entre les effets positifs
ou négatifs des drogues peut varier d'une substance a l'autre, selon leur mode d’action
specifique sur les différents éléments du circuit de la récompense. Le chapitre suivant sera
consacre a la nicotine et plus particulierement au renforcement a cette drogue ainsi qu’aux
effets negatifs associes.
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Chapitre 3: Renforcement a la nicotine & effets négatifs
associeés

Il est admis que les drogues addictives telles que la nicotine détournent les meécanismes
d'apprentissage par renforcement, ce qui entraine une surévaluation de la récompense
matérialisée par la drogue au détriment des récompenses naturelles. Nous avons
préecedemment decrit le systtme de la recompense et comment, au sein de ce dernier, la
DA est impliqguée dans les différents dereglements menant a l'addiction. Nous allons a
présent detailler le renforcement dans le cadre spécifique de la prise de nicotine. La nicotine
agit specifiguement au niveau des récepteurs nicotiniques de I'acétylcholine pour médier
des effets qui peuvent conduire, certes, a un renforcement et a une dépendance, mais qui
peuvent également engendrer un lot de conséquences indésirables lieges a une

consommation prolongee.

l. Transmission nicotinique des neurones dopaminergiques

a. L’acétylcholine

La découverte de l'acétylcholine par Henry Dale en 1913 a permis des progres
considérables dans la comprehension de la neurotransmission chimique. Dale montre que
I'acétylcholine reproduit les effets de la muscarine et de la nicotine sur des cellules
ganglionnaires du systeme parasympathique, les terminaisons de fibres nerveuses
musculaires ainsi que sur les terminaisons périphériques de nerfs volontaires craniens
(Tansey, 2006). En 1921, Otto Loewi va réaliser une experience qui deviendra
incontournable dans les années a venir. Il observe alors que la stimulation électrique du
nerf vague d'un coceur isolé de grenouille, perfusé par un liquide physiologique, entraine
une baisse des battements cardiaques. Lorsgu'il transfere le liquide recueilli & un second
ceeur prive de nerfs, il constate que ce dernier se met également a ralentir. Ces travaux
signent la preuve d’'une transmission chimique et non seulement électrique au niveau des
synapses, a la fois au niveau du systeme parasympathique mais aussi du systeme nerveux
central. Le prix Nobel de physiologie et de médecine est ainsi attribué en 1936 a Henry
Dale et Otto Loewi pour leur découverte du rble de l'acétylcholine dans la transmission

chimigue de l'influx nerveux.

L'acétylcholine est synthétisée par la choline acétyltransférase (ChAT) au niveau du cytosol
des neurones cholinergiques, qui permet le transfert de I'acétyl-coenzyme A (Acetyl CoA)
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sur la choline (Figure 3.1). L’Acétyl CoA est présent au niveau des mitochondries et résulte
de la dégradation du glucose en pyruvate. En effet, 'enzyme mitochondriale nommee
pyruvate deshydrogénase, va transformer le pyruvate en Acétyl CoA. Une fois I'acétylcholine
(ACh) produite, elle est transportée et stockée dans les veésicules synaptiques par le
transporteur vesiculaire de I'ACh (VAChT). Une fois I'ACh libérée dans I'espace
extracellulaire, cette derniere va se fixer sur des récepteurs cholinergiques situés en post-
synaptiques (Figure 3.1). L’ACh sera ensuite dégradeée par I'acétylcholinesterase (AChE) en
choline, qui sera a son tour recapturée au niveau des terminaisons pre-synaptiques par le
transporteur de la choline (ChT). Cette dégradation de I'ACh permet de réguler sa
concentration dans 'espace extrasynaptique.
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Figure 3.1. Synthése et régulation
cholinergique | A. Schéma de la synthése
de I'ACh au niveau présynaptique d’'un
neurone  cholinergique. L'ACh  est
synthétisée a partir de Choline et d’Acétyl
CoA. Elle est ensuite accumulée dans des
— vésicules via l'action du transporteur

. o Ache  Choline VACHT. Une fois libérée dans I'espace
] . extrasynaptique, I'ACh va se fixer sur des
récepteurs nicotiniques ou muscariniques.
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son transporteur (ChT) situé au niveau de

Post-synaptique la terminaison présynaptique.

Tout comme dans le cas de la DA, I'existence d’'une transmission synaptique cholinergique
fait débat. I a longtemps eté admis que le mode de libération de 'ACh reposait sur une
transmission volumique, avec la présence de nombreuses récepteurs extra-synaptiques
(Mrzljak et al., 1993; Sarter et al., 2009). Cependant, bien que son réle de neuromodulateur
soit préfére (Picciotto et al.,, 2012), il a été montré 'existence de transmissions synaptiques
rapides (Sarter et al., 2009; Turrini et al., 2001). L’ACh, une fois libérée par le neurone
présynaptique, va agir sur deux types de récepteurs: i) les récepteurs nicotiniques,

ionotropes et liant la nicotine, et i) les récepteurs muscariniques, metabotropes et liant la
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muscarine. Dans ce chapitre, jaborderai uniquement les récepteurs nicotiniques de 'ACh,

sur lesquels mes travaux de thése se sont bases.

Par ailleurs, les neurones cholinergiques sont regroupes dans des régions specifiques du
systeme nerveux central comme les noyaux du pons (PPTg et LDTg), I'nabénula médiale
et le télencéphale basal. On compte également quelques interneurones cholinergiques
(TAN) au niveau du striatum (voir Chapitre 2, partie IV.b.i.1.) et du cortex. Ces neurones
cholinergiques envoient des efféerences vers de nombreuses reégions du cerveau et sont
notamment impliqués dans la régulation des fonctions metaboliques et I'alimentation, le
sommeil ou encore I'intégration de la recompense (Picciotto et al.,, 2012). Un détournement
de cette signalisation cholinergique peut conduire a des pathologies comme I'addiction,
point qui sera développé dans les parties suivantes (partie ll-a. et ll-c.).

b. Les récepteurs nicotiniques au sein du circuit de la récompense

Structure générale

Les récepteurs nicotiniques (NAChR) sont des récepteurs ionotropes, c'est a dire des canaux
constitués de protéines membranaires, dont I'activation permet le passage d’ions a travers
la membrane plasmique. Ce sont des recepteurs cationiques permeables au sodium,
potassium et parfois au calcium (Taly et al., 2009). Il existe deux grandes classes de
récepteurs: les récepteurs nicotiniqgues musculaires, impliqués dans la transmission
electrique a l'origine de la contraction musculaire, et les récepteurs nicotiniques neuronaux,
a l'origine de la transmission électriqgue au sein du systtme nerveux central. Les sous-
unités des nAChR different en fonction de la localisation. En effet, on dénombre cing sous-
unites a1, B1, vy, 8 et € dans le muscle alors qu'on en compte douze au sein des neurones,
neufs a (a2-a10) et trois B (B2-B4). On note également la présence de nAChR au sein de
cellules du systeme immunitaire, dont les sous-unités a3, ab, a7, a9 et a10 (Fuji et al,
2017).

Les nAChR appartiennent a la famille des cys-loop, possédant une boucle cystéine
caractéristique. Dans cette superfamille, on retrouve d’autres récepteurs comme les GABAA,
les recepteurs de la seérotonine (5HT3) et ceux de la glycine. Les recepteurs cys-loop
possedent un large domaine extracellulaire (N-terminal), 4 domaines transmembranaires
(M1-M4) qui forment le canal ionique et un domaine intracellulaire entre les domaines M3
et M4 (Albuguerque et al., 2009; Changeux, 2010 ; Figure 3.2-B). Le domaine M4 est relie

a une partie carboxy-terminale extracellulaire. La boucle située dans le premier domaine
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extracellulaire est caractérisée chez les mammiferes par la présence notamment de 13
acides aminés bordés par deux cystéines formant un pont disulfure (Albuquerque et al.,
2009). Cette paire de cystéines constitue une partie du site de liaison agoniste -
acétylcholine ou nicotine — et caractérise ce que I'on appelle les sous-unités a, « composant
principal » des NAChR (Albuquerque et al., 2009; Taly et al., 2009). Les sous-unités B sont
le second type de sous-unités nicotiniques et constituent les «composants
complémentaires » du site de liaison de I'acétylcholine (Taly et al.,, 2009 ; Figure 3.2-A).

Membrane

Intracellulaire

Figure 3.2. Structure et diversité des nAChR | A. Structure tridimensionnelle aux rayons X du récepteur
nicotinique a4B2, en vue de profil (droite) et du dessus (gauche). Les sous-unites a4 sont
représentées en gris et les sous-unités B2 en orange. Le site de liaison de 'ACh est le méme pour
la nicotine B. Représentation schématique d’'une sous-unité nicotinique. Chaque sous-unité possede
un large domaine extracellulaire, quatre domaines transmembranaires (M1-M4) et un domaine
intracellulaire entre les domaines M3 et M4. C. Schéma d’'un nAChR permeable aux cations, qui peut
étre constitué uniguement de sous-unités o (homopentamérique) ou de sous-unités o et B
(hétéropentameérique). Adapté de Taly et al. 2009, Changeux 2010 & Durand-de-Cuttoli et al. 2017.
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Les nAChR sont des récepteurs pentameriques, c'est-a-dire constitués de 5 sous-unités,
organisés en rosette perpendiculaire & la membrane plasmique. lls peuvent étre i)
homopentameériques, constitués uniguement de sous-unités a, ou ii) hétéropentameriques,
constitués a la fois de sous-unités a et B (Figure 3.2-C). De ce fait, le site de liaison de
I’ACh, et de la nicotine, se situe a la jonction entre les sous-unités soit a/a. soit o/B. Dans
le cas des récepteurs homopentameriques, constitues uniquement d'a.7 ou a9, ces sous-
unités portent a la fois les composants « principaux » et « complémentaires » pour lier
I'agoniste. Des exceptions subsistent avec les sous-unités ab et B3 qui ne présentent ni
partie principale ni partie compléementaire. Ces sous-unités accessoires ne participent donc

pas directement a la liaison d’'un agoniste mais peuvent modifier les proprietes du récepteur.

ii. Allostérie

Le nombre de sites de liaison de 'ACh ou de la nicotine varie en fonction de la composition
en sous-unités d’'un récepteur et permet a I'agoniste de stabiliser ou non un état ouvert du
canal selon un principe d’allostérie. Avant d’avoir éte etendue a d’autres proteines, I'allosterie
fait a I'origine référence au mode de régulation de I'activite d’'une enzyme par des molécules
effectrices (Changeux & Edelstein, 1998; Changeux & Taly, 2008; Zoli et al, 2015). Une
protéine ou un canal peut présenter ce que I'on appelle un site orthostérique, c’est-a-dire
le site actif oU un ligand agoniste peut modifier directement I'état de la protéine, comme
I’ACh ou la nicotine sur les nNAChR. Toutefois, on compte egalement la présence de sites
allostériques, c'est-a-dire de sites de liaison non compétitifs ou des molécules peuvent
moduler positivement ou négativement I'état du récepteur. Ces modulateurs ont un effet

seulement si le récepteur a déja lieé son agoniste au niveau du site orthosterique.

Il existe donc plusieurs conformations de nAChR, sous l'influence de la fixation de molécules
effectrices qui se fixent sur des sites dits allostériques. Tout d'abord, en I'absence d’agoniste,
le récepteur est dans un état de repos ou le canal est fermé et non conducteur. Ensuite, la
liaison d'un ligand agoniste endogene (ACh) ou exogéne (nicotine) va permettre de
stabiliser la conformation protéique du récepteur dans un état ouvert. En effet, c'est la liaison
de l'agoniste au niveau du site de liaison qui provoque I'ouverture du canal et ainsi le
passage des ions selon un gradient électrochimique (état active). La présence prolongee
d’agonistes va donc activer le récepteur (cinétique rapide) puis entrainer par la suite ce que
I'on appelle une désensibilisation du récepteur (cinetique lente ; Katz & Thesleff, 1957; Quick
& Lester, 2002). Dans ce troisieme état, I'agoniste reste lié au récepteur mais le canal
ionique est ferme et le récepteur inactif (état désensibilise). Selon le modele allostérique de
Monod-Wyman-Changeux decrit en 1965 (Monod et al.,, 1965), le récepteur nicotinique va
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donc exister sous 3 états conformationnels : i) un état actif ou le canal ionique est ouvert,
i) un état de repos ou inactif, ou le canal est ferme, et iii) un état désensibilise, ou I'agoniste
est présent mais le canal est lui fermé (Changeux, 2012 : Figure 3.3-A). Aussi, en 'absence
de ligand I'état de repos est majoritaire, alors qu’en preésence d’agonistes I'état ouvert et la
transition vers l'état désensibilisé sont prédominants, bien que les transitions entre états
soient possibles.

Dans le cadre d’une transmission synaptique endogene, environ 1 mM d’ACh est relache
dans la fente synaptique ce qui entraine I'activation synchronisée des nAChR en I'espace
d’'une milliseconde puis I'élimination rapide du neurotransmetteur par I'acetylcholinestérase
(Dani et al., 2001). Cette libération transitoire et rapide d’ACh permet de limiter la
desensibilisation. Toutefois, la nicotine — ligand exogene des nAChR dont la demi-vie est
de longue durée (environ 2 heures chez I'numain et 6-7 minutes chez la souris) — n'est
pas éliminée par l'acetylcholinestérase et va en conséquence excéder la signalisation
cholinergique physiologique, aboutissant & une importante désensibilisation des récepteurs.
Aussi, une consommation importante de nicotine va participer a maintenir les nAChR dans

un état desensibilisé et va venir perturber la transmission cholinergique endogene.

A. B. Hippocampe P
Nicotine i Cortex ons
Repos .. . Activé a4p2, 04a5B2, (482 o3p4
A Bulbe olfactif ©4P2 #4a5B2,a7 " 35, 7 “36,;;’65 ’
Y o S a4p2, a7 ‘
i _ Cervelet
I Striatum a4p2, o3p4,
®  Na',K',Ca® a4p2, ada5p2 a3p2, a7
\K / a6p2p3, 6a4p2p3
G Hypothalamus Bulbe rachidien
a4p2,a7  Thalamus Mésencéphale a4p2, a3p2, a7
\ a4p2, 0304, 4482, adasp2, a3p4, a3p3p4,
Désensibilisé a3p3p4, a7 ab6p2p3, 2p2, o7

Figure 3.3. Allostérie et localisation des nAChR | A. Représentation des trois états conformationnels
du nAChR : au repos, activé et désensibilisé. B. Localisation et répartition des sous-unités nicotiniques
en fonction des régions du cerveau. Adapté de Durand-de-Cuttoli et al. 2017.
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ii. Localisation des récepteurs nicotiniques au sein du systeme nerveux central

Afin de détecter la présence des nAChR au sein du systeme nerveux central, différentes
méthodes de localisation reposent sur I'utilisation d'anticorps diriges spécifiguement contre
des sous-unités particulieres. Les techniques d'immunohistologie, d'immunoblot ainsi que
de liaison de ligand (ligand binding assay) ont permis de définir ou étaient situés les
récepteurs cholinergiques (Moser et al., 2007). Il a été montré que les NAChR sont présents
a la fois au niveau du soma, des terminaisons présynaptiques mais egalement sur les
boutons postsynaptiques. Cette large répartition des récepteurs leur confére de nombreuses
fonctions a des niveaux de signalisations post- mais aussi pré-synaptiques (Dani et al.,
2001; Laviolette & Van Der Kooy, 2004).

Une particulariteé des nAChR est qu'ils peuvent étre activés a des potentiels negatifs et ainsi
permettre I'entrée de cations dans le neurone pour augmenter son excitabilite. Les courants
calciques engendrés par I'ouverture des nAChR sont donc différents de ceux médiés par
les canaux voltage-dépendants. Ces flux calciques dépendent de la localisation des
récepteurs sur les compartiments du neurone, et jouent un réle important dans les
processus de plasticite synaptique (Dani et al., 2001). Les recepteurs situés au niveau
présynaptique, comme par exemple les récepteurs o7 dans la VTA sur les axones en
provenance du LDTg, vont participer a réguler la libération de glutamate. Une augmentation
de libération de glutamate va activer des récepteurs NMDA postsynaptiques, engendrant
une potentialisation a long-terme des synapses glutamatergiques au niveau des neurones

dopaminergiques de la VTA (Dani et al., 2001).

Au sein du systtme nerveux central, les expressions des sous-unités varient en fonction
des régions d'intérét (Figure 3.3-B). Toutefois, I'expression des sous-unités a4, a6 et ab
va de pair avec celle de la sous-unite B2 alors que les sous-unites a3, a4 et a5 sont
souvent coexprimees avec B4. Les récepteurs adB2 et o/ sont majoritaires dans de
nombreuses regions dont en particulier la voie meésolimbique tandis que les récepteurs
a3B4 sont retrouves en plus forte proportion au niveau du systeme nerveux periphérique

ou plus specifiguement au niveau de la voie habénulo-interpédonculaire (Zoli et al., 2015).

iv.  Roles fonctionnels de la neuromodulation nicotinique

En fonction du type de nAChR, les cinétiques d’activation et de désensibilisation varient. Si

I'on compare les recepteurs a4B2 et a7, deux sous-types nicotiniques tres représentes au
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sein de la voie mésolimbique, on constate gu’ils se distinguent par plusieurs différences

biophysigques et pharmacologiques.

Les récepteurs homopentameriques a7 présentent une forte permeéabilité au calcium, une
faible affinité pour la nicotine et une cinétique de désensibilisation plus rapide par rapport
aux autres types de recepteurs (Corradi & Bouzat, 2016). Concernant les hétéropentameres,
les sous-unités a4 ont une plus forte affinité pour la nicotine que les récepteurs a3, une
quantité d’agoniste plus faible sera donc capable de les activer. En effet, les récepteurs
adB2 et adB4 presentent une affinite plus forte (EC50 ~ 10 M) compare aux recepteurs
a3p2 et a3B4 (EC50 ~60 et 120 uM respectivement). Bien que leur sensibilite a 'ACh et
a la nicotine soit plus élevee, les hetéropentaméres présentent une cinétique de
désensibilisation plus lente en comparaison aux récepteurs a.7.

Parmi les heétéropentameres, la nicotine induit une importante deésensibilisation des
recepteurs nicotiniques neuronaux a4B2 (Paradiso & Steinbach, 2003). C'est generalement
la sous unité a, essentielle a la formation du site agoniste, qui détermine la sensibilité du
recepteur. La sous-unite B, quant a elle, ajuste les propriétés de désensibilisation du
recepteur (C. P. Fenster et al., 1997). En effet, pour de faibles concentrations de nicotine,
les NAChR contenant la sous-unite B2 atteignent une désensibilisation quasi-maximale plus
vite que les récepteurs contenant B4. La sous-unite o influence également la
« récupeération » post-desensibilisation du récepteur (Fenster 1997). Dans le cas d’'une
exposition prolongee a la nicotine, les NAChR a4B2 peuvent rester dans un état desensibilise
pouvant durer de plusieurs minutes a plusieurs heures (Gentry et al., 2003). Méme de
faibles doses de nicotine sont capables d'induire une désensibilisation des nAChR qui
s'accroit a mesure que I'exposition a la nicotine augmente (Pidoplichko et al., 1997).

Ainsi, la composition en sous-unités des nAChR a une grande importance dans les
cinétiques d’activation, de réponse et de sensibilité aux agonistes, et joue un réle
prépondérant dans les réponses cellulaires et comportementales notamment & la nicotine

dans un contexte d’addiction.

Il. Neurophysiologie du renforcement a la nicotine

L'accroissement mondial des maladies liées au tabac est un probléme majeur de santé
publigue. En effet, la cigarette apparait dans les trois principaux facteurs de risque dans
I'apparition de cancers (Tran et al., 2022). La nicotine, principale substance addictive de la
cigarette, est issue de la plante du tabac et utilisee comme psychotrope via notamment

I'inhalation de la fumeée de tabac. Comprendre les mécanismes cellulaires et la séquence
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des évenements neuronaux qui conduisent a la dépendance est necessaire pour
développer, d'une part, des produits novateurs pouvant aider au sevrage et, d'autre part,
définir des politiques de prévention efficaces. Grace a ces approches, il a pu étre montre
que la mise en place de la dépendance est expliquée par I'action initiale des drogues sur
les neurones dopaminergiques du systeme de la recompense. La nicoting, tout comme les
drogues d’'abus, détourne ce systtme qui est impliqué dans les processus de motivation,

de prise de décision et d'apprentissage par renforcement.
a. Action aigué de la nicotine sur la VTA

La nicotine se lie donc aux recepteurs nicotiniques de I'acétylcholine (NAChR) présents en
grande quantité dans la VTA, avec une expression variee de sous-unites (Azam et al.,
2002; Champtiaux et al., 2003; Klink et al., 2001). La nicotine possede ainsi plusieurs cibles
d’action dans la VTA, et les conseéquences de sa liaison aux nAChR vont dépendre de leur

localisation et de leur composition.

Dans un premier temps, il a éteé montré que ce sont les neurones dopaminergiques de la
VTA qui soutiennent les effets renfor¢ants de la nicotine (Balfour et al., 1998; Watkins et al.,
2000). En effet, on retrouve des nAChR au niveau somatique des neurones
dopaminergiques mais eégalement en post-synaptique au niveau de leurs terminaisons
axonales dans le NAc. La nicotine peut donc avoir une action directement au niveau du
soma des neurones dopaminergiques, en se liant notamment aux récepteurs a4p2, abp2
ou adabB2 (avec parfois la présence de la sous-unite a5 dans certains sous-types;
Changeux, 2010). Des expériences en patch-clamp avec application (puff) d’ACh ou de
nicotine couplée a de la single-cell RT PCR, ont notamment permis de déterminer les sous-
unités nicotiniques associees a un courant donne (Klink et al., 2001). Il a été montré sur
des neurones en tranches que la présence de nicotine dans le bain provogue un plus
grand nombre de PA & la suite d'un puff dACh en comparaison a un méme puff sans la
présence de nicotine dans le bain (Pidoplichko et al., 1997). Ces expériences suggerent
une augmentation de I'excitabilitt des neurones en présence de nicotine. Des expériences
in vivo ont confirmé ces résultats avec une augmentation de l'activitt en bouffées des
neurones dopaminergiques a la suite d’'une injection intraveineuse de nicotine (Exley et al.,
2011; Mameli-Engvall et al., 2006; Marti et al., 2011; Tolu et al., 2013). Cette activation
persiste une dizaine de minutes, ce qui est compatible avec la demi-vie de la nicotine qui
est d’environ 6-7 minutes chez le rongeur (Petersen & Norris, 1984). Cette transition
brusque d’une activité tonique vers une activité phasique synchrone, s'accompagne d’'une
importante libération phasique de DA au niveau du NAc (Di Chiara & Imperato, 1988;
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Maskos et al., 2005; Tolu et al., 2013). De plus, une action combinée de la nicotine sur les
recepteurs a4p2 situés au niveau axonal entraine une augmentation de I'excitabiliteé des
terminaisons dopaminergiques et donc favorise la probabiliteé de libération de DA par les
vesicules (Cachope et al., 2012; Exley et al., 2011).

Toutefois, les NAChR ne sont pas retrouves uniguement sur les neurones dopaminergiques.
En effet, les neurones GABAergiques de la VTA en présentent également une forte
proportion, avec une expression preferentielle des récepteurs a4p2 au niveau somatique. I
a été montré ex vivo I'augmentation des courants post-synaptiques inhibiteurs sur les
neurones dopaminergiques, illustrant bien 'activation directe des neurones GABAergiques
par la nicotine (Mansvelder et al., 2002). La nicotine a donc pour conséquence d’augmenter
la transmission GABAergique au sein de la VTA. Cet effet inhibiteur de la nicotine et sa
capacité a rapidement désensibiliser les nAChR a longtemps entretenu l'idée que l'activation
des neurones dopaminergiques reésulterait d’'une désinhibition. I a été proposé que les
nAChR présents sur les interneurones GABAergiques désensibiliseraient plus vite que ceux
des neurones dopaminergiques, entrainant ainsi une diminution du tonus GABAergique et
une activation des neurones dopaminergiques. Cette hypothése de désinhibition a
cependant été remise en cause car il a été montré in vivo que I'expression des nAChR de
type B2 dans les neurones dopaminergiques etait necessaire et suffisante pour I'activation
de ces neurones en réponse a une injection de nicotine. La méme étude démontre
egalement qu'une injection de nicotine active les neurones GABAergiques de la VTA qui
inhibent en retour les neurones dopaminergiques (Tolu et al., 2013). Il est désormais admis
que l'activation des neurones dopaminergiques résulte principalement de la liaison de la

nicotine sur des NAChR somatiques de ces derniers.

Enfin, la nicotine agit sur les terminaisons glutamatergiques présentes au sein de la VTA.
En effet, on retrouve I'expression de récepteurs a7/ en présynaptigue notamment sur les
axones en provenance du PPTg et du PFC (Changeux, 2010). L'activation des nAChR induit
une augmentation des entrées glutamatergiques sur les neurones dopaminergiques de la
VTA (Mansvelder & McGehee, 2000). Les recepteurs a7 sont nécessaires pour induire une
plasticite a court mais egalement & long-terme et pourraient expliquer I'activation prolongée
des régions du circuit de la recompense malgré une exposition aigué a la nicotine (M. Gao
et al., 2010). Par ailleurs, en présence d'un antagoniste specifique des récepteurs a7
(meéthyllycaconitine, MLA), les neurones dopaminergiques augmentent leur fréquence de
decharge mais pas leur décharge en bouffées a la suite d’'une injection intraveineuse de
nicotine (Schilstrom et al., 2003). Au contraire, le blocage des récepteurs non-a.7 (DHBE)
induit une augmentation de la décharge en bouffées mais pas de la frequence de décharge
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aprés injection de nicotine. Ces résultats vont dans le sens d'un réle des récepteurs de
type a4B2 dans laugmentation de la fréequence de décharge, avec une stimulation
présynaptique des récepteurs a7 sur les terminaisons glutamatergiques qui jouerait dans le
contréle de l'activité en bouffées. Cependant, d'autres expériences in vivo challengent cette
hypothese. En effet, des expériences chez des souris délétees de la sous-unité a7 montrent
la présence de decharges en bouffées (Mameli-Engvall et al., 2006) ainsi qu’un maintien
de la préférence conditionnée pour la nicotine (Walters et al., 2006).

b. Implication de la sous-unité B2 dans le renforcement a la nicotine

Les effets renforgants de la nicotine ont pu é&tre démontrés par des expeériences d’auto-
administration volontaire de la drogue. Comme dans le cas des experiences d’Olds et Milner
(voir Chapitre 1, partie lla.), ou les rats s’administraient des stimulations électriques au
niveau du MFB, la nicotine va cibler la voie meésolimbique aboutissant & un fort relargage
de DA notamment au niveau du NAc. Ces expeériences d’auto-administration de nicotine
peuvent étre: i) systémiques, par injection intraveineuse ou dans I'eau de boisson, ou ii)
locales, avec l'infusion de la drogue directement au niveau de la VTA (Changeux, 2010).
Les expeériences d'infusion locale au niveau de la VTA ont permis de bien identifier cette

structure comme essentielle au renforcement & la nicotine (Maskos et al., 2005).

Plus de 80% des neurones dopaminergiques de la VTA expriment les sous-unités a4, ab,
ab ainsi que B2, B3, et 50% d’entre eux expriment les ARN messagers des sous-unites
a3 et a/ (Azam et al., 2002, 2007; Champtiaux et al., 2003; Klink et al., 2001). L'utilisation
de souris que I'on appelle knock-out (KO), c'est-a-dire délétées pour un géne d’intérét
rendu inopérant, a permis d’approfondir notre compreéhension du renforcement a la nicotine
ainsi que le role des sous-unités nicotiniques et des différents types cellulaires les exprimant.
Ces souris KO permettent d'étudier le réle d'une sous-unite specifigue de nAChR en
observant les conséquences d’'une délétion totale sur le comportement, par exemple d’auto-
administration a la nicotine. Il est également possible de réexprimer spécifiguement dans
une région d’intérét (comme la VTA) la sous-unité délétée, via des vecteurs viraux, afin
d’en disséquer le role. Ces techniques ont permis de confirmer la spécificite d’action de la
nicotine sur les NAChR ainsi que leur réle dans I'activation des neurones dopaminergiques

a la drogue, a l'origine du renforcement addictif.
Nous l'avons vu, la délétion de la sous-unité a7 n'impacte pas les proprietes renforgantes

de la nicotine (Walters et al., 2006). Toutefois, la sous-unite B2 apparait quant a elle

essentielle dans ce renforcement, puisque: i) les souris KO pour cette sous-unite ne
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présentent plus de renforcement & la nicotine et ii) sa réexpression speécifiguement au
niveau de la VTA d'un animal KO permet de restaurer I'auto-administration a la nicotine
(Figure 3.4-A; Maskos et al., 2005). Sur ces mémes souris KO, on observe egalement une
absence de réponse des neurones dopaminergiques a la nicotine ainsi qu’une absence de
libération de DA au niveau du NAc. Une réexpression de la sous-unité B2 uniquement dans
les neurones dopaminergiques de la VTA restaure 'augmentation de fréquence des PA
induite par la nicotine, comme observée chez 'animal sauvage (Figure 3.4-B). Toutefois,
cela ne restaure ni le patron de décharge en bouffées de cette reponse ni la libération de
DA au niveau du NAc (Tolu et al.,, 2013). Au contraire, la réexpression de la sous-unité 2
dans les neurones GABAergiques induit une inhibition des neurones dopaminergiques en
réponse a la nicotine, associée a un évitement de la nicotine (Tolu et al., 2013). Enfin, la
reexpression de la sous-unité B2 a la fois sur les neurones GABAergiques et
dopaminergiques de la VTA, permet de restaurer la réponse en bouffées des neurones
dopaminergiques (Figure 3.4-B), la libération de DA dans le NAc et le renforcement positif
induit par la nicotine (Morozova et al., 2020; Tolu et al., 2013). Ces expériences de
delétion/réexpression ainsi que la modélisation du microcircuit de la VTA, ont permis de
dissequer les mecanismes sous-tendant la réeponse des neurones de la VTA a 'ACh et a
la nicotine, ainsi que de mieux comprendre la balance excitation/inhibition qui les regit.
Lorsque la sous-unité B2 est réexprimée uniguement dans les neurones GABAergiques,
I’ACh et la nicotine ont des effets opposés sur I'activiteé des neurones dopaminergiques. La
decharge est augmentée en frequence et en bouffées en conditions basales alors que
I'injection de nicotine a pour conseguence une diminution de l'activite en bouffées
(Morozova et al., 2020; Tolu et al., 2013). Le modele énonce repose alors sur la différence
de temporalité entre 'agoniste endogene et 'exogene. Les entrées cholinergiques sont dites
« pulsatiles » (cinétique d’action courte) alors que la nicotine a une action continue sur du
plus long terme (cinetique d’action longue ; Morozova et al., 2020). Une inhibition pulsatile
des neurones dopaminergiques pourrait ainsi augmenter leur probabilitt de décharge en
bouffées par une synchronisation de I'activité¢ des neurones GABAergiques (Morozova et
al., 2016). L'ACh et la nicotine agissent donc sur les mémes récepteurs nicotiniques
contenant la sous-unité B2, mais leur temporalite d’'action différente permet d’expliquer les

differences observees dans les expériences de réexpression.

Les résultats obtenus sur ces souris KO montrent bien I'effet direct de la nicotine sur des
nAChR somatiques des neurones dopaminergiques ainsi que l'importance de la sous-unité
B2 dans un contexte de prise de nicotine. Par ailleurs, une etude récente de I'équipe utilisant
des techniques d’optopharmacologie a montré que le tonus cholinergique joue un réle

prépondérant sur la décharge en fréequence et en bouffées des neurones dopaminergiques,
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via les recepteurs contenant la sous-unite B2 (Durand-de-Cuttoli et al., 2018). Une photo-
antagonisation locale dans la VTA de ces recepteurs est suffisante pour activer et désactiver
de maniere réversible une préférence de place conditionnée pour la nicotine (Durand-de-
Cuttoli et al., 2018). La sous-unité B2 apparait donc necessaire aux mecanismes d'action
de la nicotine, qui seront discutés a la suite de mes travaux de these.

De plus, les sous-unites a4, a5 et ab peuvent étre coexprimées avec la sous-unite B2.
Une délétion de la sous-unité a4 impacte I'activite en bursts et les comportements d’auto-
administration intracraniale a la nicotine, restaurés aprés réexpression de la sous-unite dans
la VTA (Exley et al., 2011). La coexpression des sous-unités a4 et a6 joue quant & elle un
rOle au niveau terminal sur le relargage de DA au niveau du NAc (Exley et al.,, 2011). Les
récepteurs contenant la sous-unité a5 sont impliqués dans la sensibilité des réponses a la
nicotine et apparaissent comme des modulateurs déterminant la dose minimale nécessaire
pour I'activation des neurones dopaminergiques et donc importants dans le renforcement

a la nicotine (Morel et al., 2014).
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Figure 3.4. Implication de la sous-unité B2 au sein de la VTA: dans le renforcement et les réponses in
vivo a la nicotine | A. Auto-administration intra-VTA de nicotine chez des souris i) au phénotype
sauvage (WT), ii) délétées pour la sous-unité B2 (B27/7), ou iii) avec réexpression de la sous-unité
spécifiguement dans la VTA (B2YEC). Les souris ont accés & un labyrinthe en Y avec un bras ou
elles recoivent de la nicotine intra-VTA et un bras ou elles ne regoivent aucune injection. Adapté de
Maskos et al. 2005. B. Enregistrements juxtacellulaires in vivo sur souris anesthésiées avant et aprés
injection intraveineuse de nicotine. Réponses moyennes en fréquence (gauche) et en bursts (droite)
chez des souris i) WT, i) p2~/~ avec réexpression uniquement dans les neurones dopaminergiques
de la VTA, iii) B2~/ avec réexpression d’'un rapporteur GFP dans la VTA (contréle, équivalent & des
souris p27/7), iv) B2~/ avec réexpression uniquement dans les neurones GABAergiques de la VTA,
et v) B2/~ avec réexpression dans les neurones dopaminergiques et GABAergiques de la VTA.
Adapté de Tolu et al. 2013.
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c. Effets d’une exposition chronique a la nicotine et conséquences

Mes travaux de thése se sont concentrés sur la réponse des neurones dopaminergiques a
une action aigué de la nicotine. De ce fait, je vais aborder brievement les effets d'une
exposition chronique a la nicotine et comment une libération phasique de DA au niveau du
NAC peut mener & une dépendance a la drogue puis a l'addiction. L'exposition aigué induit
une serie de meécanismes passant par I'activation puis la désensibilisation des nAChR et
touche tous les types cellulaires présents au sein de la VTA. Ces meécanismes, s'ils sont
maintenus de maniére chronique, engendrent des modifications & long terme. En effet, dans
un comportement d’auto-administration, la prise répétée de nicotine constitue une exposition
chronique pouvant intervenir dans I'établissement du renforcement et, si elle se prolonge,
engendrer une addiction (Caggiula et al., 2001; Garcia-Rivas et al., 2017; Garcia-Rivas &
Deroche-Gamonet, 2019). L'accumulation des doses obtenues va entrainer des
modifications du comportement, de I'activitt des neurones dopaminergiques et de la
plasticite synaptique au sein du circuit de la récompense, conduisant a des comportements

de consommation de la drogue aberrants et compulsifs.

Une augmentation de l'activité tonique et en bursts des neurones dopaminergiques est
observeée dans la VTA dans le cadre d'une auto-administration volontaire de nicotine mais
pas dans le cas d'une exposition passive, ou des animaux regoivent des injections de
nicotine sans lien avec un stimulus ou une action, ou via des mini-pompes osmotiques
(Caillé et al., 2009; Besson et al., 2007). Ceci suggére que les modifications d'activite des
neurones dopaminergiques resultent de potentialisations synaptiques d’entrées sensorielles
ou corticales mises en jeu de maniere repetée au moment de chaque prise de nicotine.
Nous I'avons vu, une exposition aigué (non volontaire) est deja capable d’induire une
plasticite a long terme des synapses excitatrices persistant jusqu'a 72h apres linjection
(Gao et al., 2010). Toutefois, cette augmentation de la transmission glutamatergique persiste
jusqu’a 8 jours apres l'arrét de 7 jours d’injections répétees de nicotine (Gao et al., 2010).
Ces résultats suggérent donc qu'une action aigué de la nicotine suffit pour initier une
plasticite synaptique glutamatergique sur les neurones dopaminergiques mais que des
expositions répetées a la nicotine, méme de fagon non volontaire, produisent un effet plus
persistant. Ces mémes effets d’augmentation d’activité des neurones dopaminergiques et
de leur signalisation glutamatergique, ont d'ailleurs été observes dans différents travaux de
notre laboratoire hors contexte de conditionnement opérant, dans des paradigmes ou la
nicotine était délivrée par mini-pompes osmotiques (Tolu et al., 2017) ou dans I'eau de
boisson (Morel et al., 2019).

84



La nicotine peut donc engendrer des modifications durables par sa simple liaison aux
nAChR. Comme mentionné précedemment (voir sous-partie [l.b.iv), les nAChR
desensibilisent d’autant plus que I'exposition & la nicotine est répetée et prolongee. Une
exposition chronique a la nicotine va stabiliser les NAChR dans un état desensibilise. Si
cette exposition se prolonge, des mécanismes dits d’up-regulation vont se mettre en place.
Il va alors y avoir une augmentation de la quantitt de nAChR exprimes & la surface des
neurones, dans le but de compenser la désensibilisation des récepteurs et donc de revenir
a une signalisation cholinergique endogene « normale ». Les récepteurs a4B2 sont les plus
sensibles aux phénomenes d'up-régulation (Corringer et al., 2006; Fenster et al., 1999).
La nicotine agit sur la maturation précoce des récepteurs au niveau du réticulum
endoplasmique, en favorisant la maturation d'un précurseur oligomeérique qui serait, en
temps normal, dégradé (Corringer et al., 2006). Egalement, la nicotine est capable de
traverser les membranes plasmiques lorsqu’elle est non chargée et ainsi d’agir comme
molécule chaperonne sur les NAChR de haute affinite, diminuant leur taux de turnover et
les laissant exprimes a la membrane (Corringer et al.,, 2006; Govind et al., 2009). En effet,
il a été réevélé une quantite plus importante de NAChR dans le cerveau de fumeurs (Benwell
et al., 1988), additionné au fait que le tabagisme sature les récepteurs nicotiniques a4p2
(Brody et al., 2006). Il semblerait qu’'une grande disponibilite des NnAChR contenant la sous-
unité B2 persiste jusqu’a un mois d’abstinence et se normalise a des taux similaires a des
personnes non-fumeuses seulement apres 6 voire 12 semaines (Cosgrove et al., 2009).
Cette persistance des effets de la nicotine, méme aprés son arrét complet, contribue aux
effets de manque lies au sevrage. En effet, pendant une période d’abstinence, les NAChR
ne sont plus dans un état desensibilise mais les consequences de ['up-regulation sont
toujours presentes. Cette surexpression des nAChR a la membrane des neurones provogque
une « hypercholinergie », c'est-a-dire une suractivation de la transmission cholinergique
nicotinique. Une exposition chronique induit donc une réorganisation des nAChR au sein
de la VTA et modifie leurs proprigtés. En effet, chez des souris B2KO exposées de fagon
chronique & la nicotine, il a été montré que les récepteurs a7 participent a retrouver une
activite dopaminergique proche des conditions physiologiques. Dans le cas d’'une exposition
prolongée a la nicotine, la désensibilisation des recepteurs contenant la sous-unite B2
pourrait alors étre compensée par les récepteurs o/ (Besson et al, 2007). Cela
s’expliquerait par une potentialisation de la signalisation cholinergique ou glutamatergique
en provenance des terminaisons du PPTg et du LDTg ou les récepteurs a7 sont fortement
exprimes (Besson et al., 2007). De la méme maniere, une exposition chronigue a la nicotine
augmente I'activité basale des neurones dopaminergiques mais diminue de maniére notable

leur réponse a une injection aigué de nicotine (Morel et al., 2019).
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Les mécanismes de deésensibilisation et d’up-régulation sont donc clefs dans la régulation
de la consommation de nicotine. La tolérance aux effets appétitifs aigus de la nicotine
pourrait ainsi étre mediée par la désensibilisation des récepteurs a 'origine des propriétés
renforcantes de la drogue; I'état desensibilise du nAChR entrainant une baisse de
I'augmentation de I'activitt dopaminergique induite par une nouvelle prise de nicotine. Cela
pourrait expliquer pourquoi la premiére cigarette de la journée (ou une cigarette ponctuelle)
engendre une sensation plaisante qui va diminuer a mesure que les prises sont
rapprochées. Une exposition prolongée a la nicotine va toutefois engendrer des
meécanismes aboutissant & une augmentation de I'expression de récepteurs a haute affinité
dans la VTA, avec un important taux de désensibilisation. Cela placerait ainsi I'individu dans
un état ou la prise d’'une seule cigarette ne suffirait plus & induire une libération de DA
suffisante pour ressentir l'effet recherché. Ces meécanismes vont donc mener a une
consommation plus importante de la drogue, pouvant aboutir a une consommation

compulsive définissant I'addiction.

ll.  Balance des effets positifs et négatifs dans la prise de drogue

La nicotine est considéree comme particulierement addictive car plus de 30% des fumeurs
réguliers développent une addiction, caractérisée par une consommation compulsive en
dépit des conséquences néfastes a court et long terme. Chez les fumeurs, l'usage
occasionnel est minoritaire en comparaison a l'usage journalier, suggerant que l'usage
purement récréatif laisse vite place & un usage habituel ou a un arrét definitif (Hennrikus et
al., 1996). Cela suppose l'installation d'une dependance sévere une fois la consommation

habituelle initiée.

La premiere experience semble déterminante dans la trajectoire d'un fumeur vers la
dépendance. En effet, la premiere expérience du tabac est associee a un nombre plus
important d'effets négatifs que positifs chez la majorité des fumeurs. Un ressenti globalement
positif chez un individu est corrélé a une consommation qui devient reguliére, tandis qu'une
experience ressentie globalement comme negative s’accompagne majoritairement d’un arrét
de la consommation des les premieres expériences ou d’un sevrage plus rapide (Buchmann
et al., 2013; Delorme et al., 2003). Une des causes de ces observations pourrait étre que
la balance entre les effets positifs et negatifs ressentis lors des premiéres expériences,
influence le renforcement positif induit par une prise aigué de nicotine.

Ainsi, certaines personnes ne vont pas avoir une expérience plaisante au moment de leur
premiere cigarette. Cet événement sera plutdt juge deésagreable dés la premiere prise et

pourrait empécher une dépendance de s'installer. Au contraire, si la premiére consommation
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de nicotine apparait tres plaisante, cela poussera certainement l'individu & en reconsommer
pour obtenir & nouveau cette recompense sans effort. C'est aprés ce type d’expérience que
la prise va devenir chronique, entrainant tous les phénoménes adaptatifs vu précédemment
(voir ll-c.). Aussi, le ressenti vécu lors de la premiere consommation de nicotine pourrait
jouer un réle dans le développement d’'une susceptibilité a la déependance. Les effets
négatifs induits par la drogue sont de deux types: i) lies a la prise aigug, dés le premier
ressenti, ou ii) lies aux effets de manque, lors d'une période d’abstinence méme courte
comme la nuit. En effet, dans le développement de I'addiction, les effets lies a une prise
aigué laissent vite place aux effets engendrés par le renforcement negatif. Dans la mise en
place de la dépendance, I'individu n’aime pas de plus en plus la nicotine, il va étre de plus
en plus motivé a I'obtenir pour masquer les effets désagréables du sevrage, menant a la
compulsion. A l'inverse d'une vision purement hédonique du systeme de récompense, la
théorie des « processus opposants » (encore appelée « allostasie hédonique ») repose sur
I'idée que lactivation des neurones dopaminergiques qui entralne des sensations de
« plaisir » est associée a des processus de neuro-adaptations qui viendraient contrer cette
stimulation. Le systéme est ainsi régulé a la baisse et va finir par atteindre un nouvel état
d’équilibre, plus bas gu’a l'origine, qui serait responsable du mal-étre et de I'état émotionnel
négatif engendré par un sevrage (Naassila, 2018).

J'aborderai ici le rble des neurones dopaminergiques dans la signalisation de la saillance
notamment au moment d'évenements alarmants ou menagants, des effets aversifs lies a la
consommation prolongee de nicotine et/ou au manqgue ainsi que d’autres effets emotionnels

engendrés par la nicotine comme l'anxiéte.
a. Role de la dopamine dans la signalisation de signaux aversifs

Comme nous 'avons vu, la nicotine agit sur les neurones dopaminergiques, et la DA issue
de la voie mesolimbique joue un réle clef dans les comportements comme le
conditionnement, le renforcement, la motivation, la prise de décision ou encore lattention
(voir Chapitre 1, partie Il.b). Les neurones dopaminergiques encodent des stimuli appétitifs
mais également d’autres types de signaux saillants comme des événements aversifs ou
alarmants (Bromberg-Martin et al., 2010; Mirenowicz & Schultz, 1996; Schultz, 2006). On
sait par exemple qu'une activation globale par optogénétique des neurones
dopaminergiques de la VTA suffit & induire une preférence de place conditionnee (Tsai et
al., 2009) ou un renforcement dans un paradigme d'auto-administration (Pascoli et al.,
2015), tandis qu'une inhibition des mémes neurones induit un évitement du compartiment
stimulé (Tan et al.,, 2012). Toutefois, nous avons souligné la présence d'une diversité de

neurones dopaminergiques au sein de la VTA (voir Chapitre 2, partie la.), au niveau
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moléculaire mais également en termes de connectivite. Cette diversité apparait également
jouer un rble au niveau comportemental, et une activation ou inhibition massive des

neurones dopaminergiques ne reproduit pas les effets d’'une prise de drogue.

Il a été propose qu'une population de neurones dopaminergiques encode la valeur
motivationnelle d’'une action, activée par des evénements appetitifs et au contraire inhibée
par des evénements aversifs. Cette premiere population de neurones serait impliquée dans
les comportements dirigés vers un but, I'évaluation d’'un résultat ou I'apprentissage d'une
valeur. Une seconde population de neurones encoderait la saillance motivationnelle d’'une
action, activée a la fois par des événements appeétitifs et aversifs. Elle serait quant a elle
impliquée dans le traitement cognitif et la motivation (drive motivationnel; Bromberg-Martin
et al,, 2010). Ainsi, en plus de leur capacité d’encodage de la valeur ou de la saillance,
ces deux populations sont capables de transmettre des signaux d'alertes, déclenchés par

des indices sensoriels jugés d’'une importance potentielle.

Couramment, dans une recherche hédonique, nous visons a trouver des récompenses et
leur attribuons une valeur positive, tandis que nous évitons les événements aversifs et leur
attribuons une valeur negative. Ces évenements, positifs ou négatifs, sont donc traités de la
méme maniere c'est-a-dire en fonction de leur saillance, impliquant des processus
attentionnels et un traitement cognitif adéquat. Chez le modéle rongeur, les évenements
aversifs sont matérialisés par la deélivrance d'une bouffée d'air (airpuff) ou bien par un
plancher électrifieé délivrant de courtes décharges électriques (footshock). Il a été montré
que les évenements aversifs induisent differents patterns dopaminergiques : dans certains
cas, on observe une augmentation de libération de DA et, dans d’autres, une diminution.
Cela repose en réalité sur des populations distinctes de neurones dopaminergiques au sein
de la VTA. En effet, plusieurs etudes ont montré qu'une population de neurones
dopaminergiques pouvait s’activer en reponse a des stimuli aversifs alors qu'une autre
s’inhibait (Brischoux et al., 2009; Eddine et al., 2015; Gao et al., 1990; Schultz & Romo,
1987). Ces activités opposees ont des consequences au niveau comportemental. Par
exemple, dans le cas d'un conditionnement de type paviovien, on note une population
dopaminergique inhibée par une bouffée d'air ou par des indices predictifs de ces bouffees
d’air (comme attendu par le modele de RPE) alors qu’une autre population est activée par
les deux types de stimulus predictif (appétitif et aversif; Matsumoto & Hikosaka, 2009).

La présence de populations dopaminergiques distinctes, encodant des saillances

d’événements appétitifs ou aversifs, a ainsi été démontrée en fonction notamment des voies

de projection. Par exemple, les neurones dopaminergiques projetant vers le NAcC shell
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medial sont activés par un événement aversif et les indices le predisant, alors que les
neurones projetant au niveau du NAc shell latéral voient, eux, leur activite inhibée (de Jong
et al., 2019). Au contraire, 'activation des neurones dopaminergiques en reponse a un
indice prédictif de recompense était predominant au niveau du NAc latéral en comparaison
aux neurones projetant en partie mediale du NAc (de Jong et al., 2019). Cette méme étude
a suggere un rdle des neurones glutamatergiques en provenance de I'hypothalamus latéral
dans la saillance d'un évenement aversif, région dont nous avons mentionné l'importance

de ses efferences sur la VTA (voir Chapitre, sous partie Il.a.).

Par ailleurs, une connectivité difféerente a pu étre isolée au niveau des neurones
dopaminergiques de la VTA, qui constitueraient des micro-réseaux paralleles impliques
plutdt dans les effets récompensants ou plutdt dans les effets aversifs en fonction du
contexte. Le LDTg forme des synapses excitatrices préférentiellement sur les neurones
dopaminergiques projetant au niveau du NAc latéral et I'activation optogenetique de cette
voie entraine une preference de place conditionnée (Lammel et al.,, 2012). Au contraire, les
neurones glutamatergiques de la LHb ciblent préférentiellement les neurones
dopaminergiques projetant au niveau du PFC et les neurones GABAergique du RMTQ.
|’activation optogenétigue de cette voie entralne cette fois un évitement pour le
compartiment stimulé (Lammel et al., 2012). Ces résultats sont en accord avec des
experiences menees ex vivo qui ont montré que les neurones dopaminergiques projetant
vers le PFC présentaient une plasticite synaptique accrue en réponse a un stimulus aversif
(Lammel et al, 2011). On a donc bien difféerentes populations de neurones
dopaminergiques avec des proprietés moléculaires distinctes, comme ici avec les voies
VTA-NAc et VTA-PFC respectivement qui, en fonction de leur connectivité, codent pour
des stimuli jugés appétits ou aversifs. En effet, Olds avait déja montré en 1960 qu’en fonction
des régions stimulées, cela provoquait des effets aversifs ou encore parfois pas d’effets du
tout (neutre ; Olds et al., 1960), reflet d’'une connectivite dopaminergique organisée en sous-

réseaux.

Par ailleurs, une modification de I'activité dopaminergique a également eté impliquée dans
des états dits negatifs comme un stress chronique ou des phéenotypes depressifs. Chez des
souris exposees a des protocoles de défaite sociale et présentant un phénotype de
susceptibilite  au stress chronique, on observe une augmentation de lactivite
dopaminergique (Anstrom et al., 2009; Chaudhury et al., 2013; Morel et al., 2018; Razzoli
et al., 2011). Cette hyperactivite serait une consequence d’'une hypercholinergie (Fernandez
et al., 2018) ainsi que d’'une hausse de la signalisation glutamatergique (Saal et al., 2003).
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Figure 3.5. Réponses électrophysiologiques des neurones dopaminergiques en réponse a la nicotine
et a des stimuli aversifs | A. Réponses moyennes de neurones dopaminergiques de la VTA & la suite
d’'une injection intraveineuse de nicotine par rapport a la baseline, d’aprés des enregistrements
juxtacellulaire in vivo sur souris anesthésiées. Une population de neurones est activée (rouge) par la
nicotine alors gu'une autre est inhibée (bleu). B. Histogramme de la moyenne d’activité sur une
population de neurones dopaminergiques activés (haut) ou inhibés (bas) a la suite d’'un pinch
(pincement de la queue). C. Fréguence de variation de neurones dopaminergiques par rapport a la
baseline durant le pinch, représentée par rapport & leur réponse a la nicotine. Les réponses des
neurones activés (rouge) et inhibés (bleu) par la nicotine ne corrélent pas avec leurs réponses au
pinch. Adapté de Eddine et al. 2015.

D'un point de vue des réponses aux drogues, il existe egalement une diversité de réponses
des neurones dopaminergiques. Il a longtemps été admis que les drogues d’abus, dont la
nicotine, avaient pour consequence une augmentation de Iactivitte dopaminergique
conduisant a une libération de DA dans le NAc a l'origine du renforcement. Toutefois, ce
propos est a nuancer. En effet, il a été montré qu’'une sous-population de la VTA est inhibée
in vivo en réponse a une injection intraveineuse de nicotine (Eddine et al, 2015;
Figure 3.5- A). Cette inhibition d’'une partie des neurones dopaminergiques de la VTA est
vraie quelle que soit la dose utilisée, ce qui montre bien que l'effet n'est pas dose-
dépendant et que I'on a bien affaire & une population a part entiere répondant differemment
a la drogue. Cette population est ségrégee spatialement de celle activée par la nicotine:
celle inhibée étant situé au niveau medial alors que celle activee est située en partie latérale
de la VTA (Eddine et al., 2015). Ces deux populations de neurones en réponse a la nicotine
ne sont cependant pas corrélées a celles retrouvées en réponse a des stimuli aversifs

(pinch, pincement de la queue, Figure 3.5-B). Des neurones inhibés par une injection
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intraveineuse de nicotine peuvent étre indifferemment actives ou inhibés par un pincement
de la queue de I'animal (Eddine et al., 2015 ; Figure 3.5-C). Les réponses opposees aux
stimuli nociceptifs aversifs sont ségrégées sur un plan dorso-ventral au sein de la VTA,
suggérant probablement d'autres sous-populations de neurones dopaminergiques
impliquées, en comparaison aux réponses a la nicotine réparties, quant a elles, sur un plan
medio-latéral. De plus, il a été montré que des drogues comme la nicotine, I'alcool et la
morphine, augmentaient la libération de DA au niveau du NAc mais pas du PFC alors que
des drogues jugees aversives comme le pentylentetrazole ou la picrotoxine augmentaient,
inversement, la libération de DA au niveau du PFC mais pas du NAc. Aussi, différents sous-
réseaux dopaminergiques semblent bien étre mis en jeu dans la réponse a des stimuli

jugés appetitifs ou aversifs (Bassareo et al., 1996).

b. Contrdle de la consommation par les effets aversifs de la nicotine

La prise de nicotine peut provoquer des effets desagréables dés la premiere expérience,
de fagon aigug, ou provoquer des effets aversifs sur le long-terme lies au manque. La
découverte d'une variation alléligue au niveau du cluster de génes des sous-unités
nicotiniques B4/a3/a5 (Chrnb4-Chrna3-Chrnab) sur la région chromosomique 15025, a
permis de montrer un risque accru de deépendance au tabac pour les porteurs de cette
mutation (Berrettini et al., 2008; Fowler et al., 2011). De plus, un polymorphisme au niveau
du géne codant pour la sous-unit¢ a5 augmente également la vulnérabilité a I'addiction
(Fowler et al., 2011; Morel et al., 2014).

La voie habénulo-interpédonculaire, constituée du noyau interpedonculaire (IPN) et de
I'habénula mediale (MHb), exprime ces sous-unités nicotiniques en forte proportion et a
donc été impliguée dans la régulation de la consommation de nicotine (Fowler & Kenny,
2012; Salas et al., 2009).

Nous avons deja mentionne le réle de la VTA dans les effets renforgants de la nicotine. En
effet, il a éte montré une sensibilité diminuée des neurones dopaminergiques de la VTA
pour la nicotine chez des souris a5XC. Une réexpression de la sous-unité a5 dans la VTA
chez des souris KO a permis de montrer qu’elle constituait un modulateur déterminant la

dose minimale nécessaire pour induire un renforcement a la nicotine (Morel et al., 2014).
Toutefois, c'est la voie MHb-IPN qui est mise en jeu concernant la balance aversive du

renforcement. Chez des souris KO pour la sous-unit¢ ab, il a éte observé une

consommation accrue de nicotine, qui était réegulée par la réexpression de la sous-unité au
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niveau de la MHb (Fowler et al., 2011). La suppression de cette sous-unité spécifiguement
dans la MHb n’altérait pas les propriétés renforgantes de la nicotine mais seulement les
effets negatifs induits par des doses elevees, censees limiter la consommation (Fowler et
al., 2011). De plus, de fortes doses de nicotine jugées aversives, induisent une augmentation
de lactivité cfos, un facteur de transcription immeédiat précoce révélateur de I'activite
neuronale, au niveau de I'lPN. Une perturbation de I'lPN ou de la MHb, par la lidocaine ou
des antagonistes des récepteurs NMDA, a pour conséquence daugmenter la
consommation de nicotine chez des rats (Fowler et al., 2011).

Notre équipe a réecemment montré que la sous-unite B4 au niveau de I'IPN apparait
essentielle dans la régulation de l'aversion & la nicotine. Les souris p4KC continuent de
consommer de la nicotine, méme a de fortes doses jugeées aversives, ce qui est rétabli par
une reexpression de la sous-unité B4 au niveau de I'PN (Mondoloni et al., 2023).

De la méme fagon, chez des souris surexprimant la sous-unite B4 (TABAC mice, souris
transgénique pour le cluster de genes Chrnb4-Chrna3-Chrnab), il a été observé une
consommation de nicotine altérée et une forte aversion pour la drogue. Ces effets pouvaient
étre contrebalanceés par la réexpression du variant de la sous-unité a5 associé au tabagisme
dans la MHb (Frahm et al., 2011). Les récepteurs nicotiniques a3p4a5 semblent donc étre
clefs au niveau de la MHb dans la régulation des circuits sous-tendant la consommation
de nicotine (Frahm et al.,, 2011).

De plus, une diminution du renforcement & la nicotine est observée chez les souris 4K,
ainsi qu’une sensibilitté accrue des neurones dopaminergiques de la VTA aux faibles doses
et une augmentation de libération de DA au niveau du NAc (Harrington et al., 2016). Une
reexpression de B4 au niveau de I'PN restaure le renforcement a la nicotine et attenue la
sensibilité des neurones dopaminergiques a la nicotine (Harrington et al., 2016). Il semble
donc y avoir un lien entre I'expression des recepteurs B4 au niveau de I'IPN et les neurones
dopaminergiques de la VTA. De plus, une inhibition optogénétique des connexions de I'PN
sur le LDTg bloque l'aversion mediée par des fortes doses de nicotine (Wolfman et al.,
2018). Le LDTg, envoyant a son tour des projections sur la VTA, pourrait avoir un réle clef
dans la balance des effets renforcants ou aversifs medies respectivement par les voies
mesolimbique et habénulo-interpedonculaire. En effet, il a été montré qu’'une dose élevee
et aversive de nicotine induit une inhibition des neurones dopaminergiques projetant vers
le NAc shell latéral, qui serait mediee par les neurones GABAergiques du LDTg (C. Liu et
al., 2022). Ainsi, une désinhibition des neurones GABAergiques du LDTg par les neurones
de I'IPN pourrait étre a l'origine de cette inhibition dopaminergique dans la VTA, a des

doses aversives de nicotine.
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Par ailleurs, des symptdmes de manque peuvent apparaitre apres un arrét brutal de
consommation de nicotine. Des symptdmes de manque ont ete observes chez des souris
injectées avec un antagoniste des nAChR au niveau de la MHb et de I'PN (Salas et al.,
2009; Zhao-Shea et al., 2013). Ces symptdmes n'ont pas été retrouves pour un blocage
des nAChR au niveau du cortex, de la VTA ou de I'hippocampe (Salas et al., 2009). Cela
suggére un réle des nAChR dans la mise en place de symptdmes de manque. Le manque
induit également une augmentation du marquage cfos au niveau des neurones de I'IPN,
montrant bien une implication de cette région durant le sevrage (Zhao-Shea et al.,, 2013).
Ceci a été confirmeé par une étude montrant que les symptdmes de mangue provoques par
un blocage des nAChR via la mécamylamine étaient corrélés & une augmentation d’activite
des neurones de I'PN (Klenowski et al., 2022). Durant le sevrage, il a également été note
une activite augmentée de I'IlPN dans un test visant a étudier I'anxiété (Klenowski et al.,
2022). Une activation optogénétique des neurones GABAergiques de I'PN précipite les
symptdmes de manque alors que leur inhibition durant la période de sevrage en attenue
les symptdmes (Klenowski et al., 2022; Zhao-Shea et al., 2013). De plus, les souris B4KO
présentent une diminution des symptdmes de manque physiques a la nicotine (Stoker et
al, 2012), et l'infusion d'un antagoniste spéecifique des recepteurs a3B4 dans I'IPN suite a
une exposition & la nicotine induit des symptdémes de manque (Zhao-Shea et al., 2013).

Une altération des nAChR de la voie MHb-IPN, apparaissant au niveau du cluster de génes
Chrnb4-Chrna3-Chrnab, semble réduire l'aversion a la nicotine et conduire & une
consommation de doses beaucoup plus éleveées. Ceci serait a I'origine de la dépendance.
Aussi, la voie MHb-IPN est impliquée dans les effets aversifs aigus induits par une prise de
nicotine, limitant la consommation, mais elle semble également jouer un réle majeur dans
I'expression des symptdbmes de manque, incitant les individus a reconsommer toujours

davantage de drogue pour masquer les effets indésirables.

c. L’anxiété induite par une prise de nicotine

L'anxiéte est provoquée par des menaces peu preédictibles ou physiguement et
psychologiquement distantes de I'individu. C’est un état d'esprit orienté vers I'avenir, active
par une menace lointaine et potentielle, associé a I'éveil et la vigilance (Davis et al., 2010).
L'anxiéte doit étre distinguée de la peur qui est un état d'apprehension a une menace
imminente, qui apparait tres rapidement mais disparait des que la menace s’arréte. L'anxiéte
peut donc étre définie comme un état d’appréhension plus durable qui peut devenir
pathologique s'il devient extréme. Elle peut étre genérée par des stimuli externes ou internes

et est quantifiable par des tests comportementaux, physiologiques ou hormonaux (Tovote
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et al, 2015). On note en effet un état accru de vigilance, du freezing (défini comme
I'absence totale de mouvements corporels en réponse a un stimulus aversif inévitable
(Brandéo et al., 2008)) et/ou une hypoactivite, une frequence cardiaque acceléree ainsi
gu’'une diminution de la consommation de nourriture (Lezak et al., 2017). L'anxiéte est
egalement a distinguer du stress qui se définit par des réactions de lI'organisme tant
emotionnelles que physiques a une situation particuliere. Le stress et I'anxiéte sont deux
reactions différentes face a une situation difficile. Le stress est considéré comme une
réponse immediate et physique du corps face a une menace et disparait comme dans le
cas de la peur des la dissipation du danger. Il permet de mobiliser les ressources
nécessaires pour affronter une peur, qui est la reéaction émotionnelle face @ une menace
reelle et concréte. Le stress est un facteur qui peut conduire a I'anxiéte, impliquée dans la

prediction d’'un danger et I'inconfort émotionnel associé.

Plusieurs tests comportementaux peuvent étre utilisés sur le modele murin pour étudier les
troubles anxieux en laboratoire. On parle alors de comportements « anxiety-like » car nous
n‘avons aucune certitude que ce qui est interpréteé pour de l'anxiété chez le rongeur
correspond aux troubles anxieux humains. Dans les paradigmes que je vais enoncer, on
mesure le temps passeé dans le compartiment jugeé anxiogéne, le nombre d’entrées ainsi
que parfois le délai de transition d’'un compartiment a un autre. Il est & noter que les
rongeurs ont une tendance a préférer les endroits sombres ainsi que les endroits clos et
proteges (Lezak et al,, 2017; Rodgers & Dalvi, 1997; Tovote et al., 2015). Parmi ces tests
visant a évaluer l'anxiéte, il y a 1) I'open field: une boite (en plexiglas par exemple) avec
des murs, ou I'on va mesurer le temps que passe I'animal au centre de la chambre — 1a
ou il est le plus vulnérable — par rapport au temps gu'il passe a longer les murs — la ou il
se considere a I'abri d’'un prédateur éventuel — Ce test est plutdt choisi pour évaluer la
locomotion des rongeurs mais dans certains cas il reste utilise pour évaluer les états anxieux.
On compte également 2) la dark-light box, constituee de deux chambres: 'une trés peu
eclairée ou les murs sont noirs, l'autre trés éclairee avec des murs blancs. Sachant qu’une
souris va preférer les endroits sombres et fermes, on va mesurer le temps passe dans le
compartiment clair : si la souris y passe beaucoup de temps, cela signifie qu'elle ne semble
pas anxieuse. Le 3) labyrinthe en croix suréleve (EPM, elevated plus maze) est compose
de deux bras ouverts et deux bras fermés. On va alors mesurer le temps passe dans les
bras ouverts et le nombre dentrées dans chague compartiment pour juger du niveau
d’anxiété des rongeurs. Le 4) labyrinthe en O sureleve (O-Maze) est une variante de I'EPM

mais de forme arrondie.
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Certaines régions cerébrales semblent étre impliquées a la fois dans les comportements
anxieux et lies a la peur. Les états anxieux sont modifies a la fois par des connexions
locales et des projections dites a longue portée. Parmi ces régions mises en évidence dans
les comportements lies a I'anxiete, on peut nommer: la VTA, 'Amg, I'hypothalamus, le
BNST, I'hippocampe, le PFC et le septum latéral (Jo et al., 2018; Morel et al., 2022; Nguyen
et al,, 2021; Picciotto et al., 2002; Tovote et al.,, 2015). Chez 'Homme, les troubles anxieux
ont éte associes avec des modifications du volume des amygdales (Tovote et al., 2015).
De nombreuses études ont montré le rdle des sous-circuits de I'’'Amg dans le traitement
des emotions et dans les comportements lies a I'anxiété (voir Chapitre 2, partie IV-b-ii-3.).
On peut en effet soulever le réle de la signalisation dopaminergique au niveau de I'Amg

dans les effets anxiogenes mediés par la nicotine (Sharp, 2019; Zarrindast et al., 2013).

Il a été montré une prévalence des troubles anxieux chez les fumeurs de cigarette. Chez
les rongeurs, plusieurs études ont cherché a metire en évidence le lien entre anxiéte et
prise de nicotine. Les niveaux d’anxieté sont changés en fonction de la dose de nicotine
injectée, du mode d’administration ainsi que de la phase de consommation (aigug,
chronique ou sevrage ; Picciotto et al., 2002). Dans un paradigme d’EPM, I'injection sous-
cutanée de 0.1 mg/kg de nicotine chez des rats, 30 minutes avant le test, a montré un
effet anxiogéne aigu, avec un temps passé dans les bras ouverts diminué (Irvine et al.,
2001). Cet effet anxiogéne a également été retrouve pour des doses plus élevees, toujours
chez le rat (Ouagazzal et al., 1999). Cependant, une tolérance se développe au cours d'une
semaine d’injections répétées car I'effet anxiogéne n'est plus observée 30 minutes apres
I'administration. Au contraire, une semaine d’injections de nicotine a montré un effet
anxiolytiqgue de la nicotine si I'injection était faite 5 minutes avant le test alors que si le test
était precede de 24 heures de sevrage on retrouvait une augmentation de I'anxiété (Irvine
et al, 2001). I a éte proposé que la dose de nicotine employee détermine les
conseguences anxiogenes ou anxiolytiques, mais 1a encore les études se contredisent
(Kutlu & Gould, 2015). Chez un modele de souris, une faible dose de nicotine en
intrapéritonéale a un effet anxiolytique (0.05 mg/kg) alors gu'une dose plus éleveée (0.5
mg/kg) a montré un effet anxiogene (Anderson & Brunzell, 2015). Un antagoniste des
recepteurs a4B2 permet de bloquer les effets anxiogenes de la nicotine dans un test de
dark-light. Au contraire, un prétraitement avec une faible dose de nicotine va avoir un effet
anxiolytique pour des fortes doses dans un paradigme d’EPM alors que cette méme forte
dose était, sans préetraitement, anxiogene (Anderson & Brunzell, 2015). Une faible dose de
nicotine semble donc inhiber les NAChR a l'origine des effets anxiogénes, montrant qu'une
inhibition ou une activation de ces récepteurs soutient respectivement les effets anxiolytiques

et anxiogénes de la nicotine. Une inhibition des recepteurs a4B2 pourrait donc permettre
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de soulager I'anxiété chez certains individus (Anderson & Brunzell, 2015). De plus, il a été
montré que la sous-unité a4 était nécessaire pour medier les effets anxiolytiques de la
nicotine dans un test d’'EPM (McGranahan et al., 2011) alors qu’'une mutation rendant cette
sous-unité hypersensible induit une augmentation des comportements lies a l'anxiete
(Labarca et al.,, 2001).

I faut bien noter que le modéle rongeur utilise a des consequences sur les effets
comportementaux observes, car les niveaux d'anxiété basale different entre les lignees ou
les especes (Kutlu & Gould, 2015; Picciotto et al., 2002). Il est tres important de soulever
que les effets comportementaux lies a I'anxiété sont dépendants du contexte et donc du
paradigme utilisé. En effet, pour une méme dose de nicotine chez une méme lignée de
souris, on observe des effets opposes sur le comportement en fonction du paradigme
utilisé. Il a été démontré que dans un paradigme de préférence de place, on obtient un
renforcement aprés une injection intraperitonéale d’une dose de nicotine (Durand-de-Cuttoli
et al., 2018; Walters et al,, 2006) ayant des effets anxiogenes dans un paradigme d’EPM
(Anderson & Brunzell, 2015; Balerio et al., 2006; Picciotto et al., 2002). Ceci suggere que
les meécanismes impliques dans les effets renforcant et anxiogéne s'établissent en parallele,
mais que l'expression comportementale dépend du contexte et de la contingence dans

lesquels la nicotine est donnée.

Par ailleurs, il a ét¢ montré que le stress induisait une hypoactivité des neurones
dopaminergiques projetant vers la BLA, qui était corrélee avec une augmentation des
niveaux d'anxiéte (Morel et al., 2022). Cette étude a montré que I'activite calcique de la
voie VTA-BLA était liee au temps passe dans les bras ouverts d'un EPM. En effet, plus les
souris passaient du temps dans les bras ouverts et plus il y avait une activite de cette voie,
suggérant un effet anxiolytique de la DA. De plus, une activation par optogenétique de la
voie VTA-BLA induit une augmentation du temps passe dans les bras ouverts (effet
anxiolytique) alors qu’une inhibition induit une diminution du temps passe dans ces mémes
bras (effet anxiogene; Morel et al., 2022 ; Figure 3.6).

La nicotine pourrait donc induire les effets anxiogénes ou anxiolytigues en modulant I'activité

des neurones dopaminergiques de la VTA projetant vers la BLA.

En conclusion, la consommation de drogue a pour conseqguence un comportement
compulsif de recherche et de consommation de cette derniere, avec des épisodes
récurrents d’abstinence et de rechute et une perte de contrble malgré les conséquences

négatives. Les effets negatifs induits par une drogue et les adaptations dans le temps,
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apparaissent donc étre tout aussi importants que les effets renforgants dans le
développement de l'addiction. L'étude des meécanismes cellulaires et la sequence des
évenements neuronaux qui participent a la balance entre effets positifs et négatifs de la

nicotine, pourrait permettre une meilleure comprehension de la mise en place de la
dépendance.
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Figure 3.6. Les neurones dopaminergiques de la voie VTA-BLA contrblent les comportements liés a
anxiété | A. Trace exemple d'un enregistrement in vivo de neurone photo-taggué exprimant une
opsine activatrice (ChR2 ; gauche, haut), avec I'augmentation moyenne de I'activité de décharge des
neurones dopaminergiques apres stimulation optogénétique de I'opsine (gauche, bas). Temps passe
dans les bras ouverts d'un paradigme d’EPM (elevated plus maze) chez des souris controle et
exprimant la ChR2, durant une stimulation optogénétique (droite). B. Trace exemple d'un
enregistrement in vivo de neurone photo-taggué exprimant une opsine inhibitrice (NpHR ; gauche,
haut), avec la diminution moyenne de l'activité de décharge des neurones dopaminergiques aprés
stimulation optogénétique de l'opsine (gauche, bas). Temps passé dans les bras ouverts d'un
paradigme d'EPM (elevated plus maze) chez des souris contrdle et exprimant la NpHR, durant une
stimulation optogénétique (droite). Adapté de Morel et al. 2022.
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Chapitre 4 : Premiere publication scientifique

Nicotine inhibits the VTA-to-amygdala dopamine pathway to promote anxiety.

Nguyen C., Mondoloni S., Le Borgne T., Centeno |., Come M., Jehl J., Solie C,,
Reynolds LM., Durand-de Cuttoli R., Tolu S., Valverde S., Didienne S., Hannesse B.,
Fiancette JF., Pons S., Maskos U., Deroche-Gamonet V., Dalkara D., Hardelin JP.,
Mourot A., Marti F.*, Faure P.* (*co-last). Neuron (2021).

Les neurones dopaminergiques de laire tegmentale ventrale présentent une forte
hétérogéneéite sur le plan moléculaire, anatomique et fonctionnel. Il est alors tentant de
décrire ce systtme dopaminergigue comme un ensemble de sous-circuits, projetant chacun
vers des regions différentes et etant impliqués dans des comportements distincts. Les
neurones dopaminergiques de la VTA sont au cceur du systeme de la récompense et
participent a I'encodage de stimuli renforgants mais eégalement aversifs. La nicotine, drogue
d’abus connue pour agir au niveau somatique des neurones dopaminergiques, est capable
d’'induire un renforcement tout comme elle peut engendrer des effets neégatifs comme
I'anxiéte. Nos travaux antérieurs ont montré que la nicotine n'active pas seulement une
population de neurones dopaminergiques de la VTA, comme cela est traditionnellement
decrit, mais elle induit également ['inhibition d'une autre population de neurones

dopaminergiques de la VTA (Eddine et al., 2015).

Cette premiere publication s’integre donc dans une problématique de dissection
fonctionnelle de l'action des drogues sur les circuits dopaminergiques de la VTA qui sous-
tendent les processus d’addiction. Nous démontrons, au moyen de marquages rétrogrades
et denregistrements electrophysiologiques juxtacellulaires in vivo, que les réponses
d’activation et d'inhibition des neurones dopaminergiques de la VTA a la nicotine déependent
de circuits anatomiquement et fonctionnellement distincts, entralnant des réactions
comportementales opposees face a la nicotine. Nous avons découvert que les neurones
activés par la nicotine projettent vers le NAc alors que les neurones inhibés projettent vers

I'Amg.

Nous avons ensuite cherché a comprendre les messages fonctionnels qui pourraient étre
mediés par ces deux réponses opposees. Dans une tache évaluant les niveaux d'anxiete,
nous avons montré que la nicotine, injectée en intrapéritonéale (0.5 mg/kg) ou en

intracraniale (100 ng), a des doses capables d'induire un renforcement, provoque un effet
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anxiogéne et que son action est dependante de la sous-unite B2 des recepteurs
nicotiniques. En effet, chez des animaux délétés de la sous-unité¢ B2 (p2KO), les deux types
de réponses a la nicotine ainsi que I'effet anxiogene sont abolis, mais peuvent étre restaures
par la réexpression lentivirale de la sous-unité B2 dans tous les neurones de la VTA. Ces
résultats suggerent donc que la nicotine exerce une action locale au niveau de la VTA,
pour medier a la fois les réponses activées et inhibées des neurones dopaminergiques,

ainsi que l'effet anxiogéne.

Enfin, nous avons mimé l'action de la nicotine par optogénétique sur les deux sous-
populations dopaminergiques mises en evidence - de fagon indépendante, bidirectionnelle
et sur des souris DAT-Cre - afin d’évaluer leurs implications dans les effets recompensants
et anxiogenes de la nicotine. L'activation optogénetique de la voie VTApa-NAc induit une
preference de place, sans effet sur I'anxiéte, alors que I'inhibition optogenétique de la voie
VTADA-Amg provogue une aversion de place et une augmentation des niveaux d'anxiete.
Au contraire, une activation de la voie VTADA-Amg prévient les effets anxiogenes mediés

par la nicotine.

L'ensemble de ces résultats implique les neurones dopaminergiques de la VTA projetant
vers 'Amg dans les comportements anxieux provoquées par la nicotine alors que les
neurones dopaminergiques projetant vers le NAc apparaissent impligués dans les effets
recompensants. Ces deux sous-populations de neurones dopaminergiques pourraient donc
medier de maniére différentielle, les effets antagonistes de la nicotine.
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SUMMARY

Nicotine stimulates dopamine (DA) neurons of the ventral tegmental area (VTA) to establish and maintain rein-
forcement. Nicotine also induces anxiety through an as yet unknown circuitry. We found that nicotine injec-
tion drives opposite functional responses of two distinct populations of VTA DA neurons with anatomically
segregated projections: it activates neurons that project to the nucleus accumbens (NAc), whereas it inhibits
neurons that project to the amygdala nuclei (Amg). We further show that nicotine mediates anxiety-like
behavior by acting on B2-subunit-containing nicotinic acetylcholine receptors of the VTA. Finally, using op-
togenetics, we bidirectionally manipulate the VTA-NAc and VTA-Amg pathways to dissociate their contribu-
tions to anxiety-like behavior. We show that inhibition of VTA-Amg DA neurons mediates anxiety-like
behavior, while their activation prevents the anxiogenic effects of nicotine. These distinct subpopulations
of VTA DA neurons with opposite responses to nicotine may differentially drive the anxiogenic and the rein-

forcing effects of nicotine.

INTRODUCTION

Nicotineis the principal addictive component that drives continued
tobacco use. The initiation of addiction involves the mesocortico-
limbic dopamine (DA) system, which contributes to the processing
of rewarding stimuli during the overall shaping of successful be-
haviors (Schultz, 2007). Addictive drugs such as nicotine are
assumed to hijack the mechanisms of reinforcement learning,
leading to an overvaluation of the drug reward at the expense of
natural rewards. Although drug-induced reinforcement learning
generally involves an increase in extracellular DA concentration
in the nucleus accumbens (NAc), the underlying molecular and
cellular mechanisms are drug dependent (Changeux, 2010; Di
Chiara and Imperato, 1988; Luscher, 2016). Nicotine exerts its re-
inforcing effects through the direct activation of nicotinic acetyl-
choline receptors (NAChR), a family of pentameric ligand-gated
ion channels (Changeux et al., 1998), expressed on midbrain DA
and GABA neurons, thus increasing the activity of both neuronal
populations (Maskos et al., 2005; Morel et al., 2014; Tolu et al.,

2604 Neuron 7109, 2604-2615, August 18, 2021 © 2021 Elsevier Inc.

2013). Cell-type-specific optogenetic manipulations have
confirmed that DA cell activation is sufficient to drive the transition
toward addiction and established causal links between DA neuron
activation and drug-adaptive behaviors (Pascoli et al., 2015). How-
ever, such a view does not take into account the heterogeneity of
midbrain DA neurons and the possibility that different messages
can be transmitted in parallel from DA neurons of the ventral
tegmental area (VTA). Indeed, VTA DA neurons belong to anatom-
ically distinct circuits, differ in their molecular features, and show
diverse responses to external stimuli (Lammel et al., 2008; Poulin
et al., 2018). DA neurons transmit signals related not only to
salience and reward but also to aversive stimuli (Brischoux et al.,
2009; de Jongetal., 2019), including the “negative” effects of nico-
tine at high doses (Grieder et al., 2010, 2019). However, how DA
neurons simultaneously drive opposite outcomes in response to
the same stimuli remains unclear. Although the vast majority of
research groups that have examined nicotine-evoked responses
have reported homogeneous activation of DA neurons and an in-
crease in DA release in their projection areas (Di Chiara and
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Figure 1. Nicotine injection evokes
opposing responses in distinct VTA DA
neuron populations

(A) Intravenous (i.v.) injections of nicotine (Nic;
30 pg/kg) induce activation or inhibition of distinct
VTA DA neurons in anesthetized mice (represen-
tative recordings). Post-recording identification of
Neurobiotin (NB)-labeled VTA DA neurons by
immunofluorescence (TH, tyrosine hydroxylase;
NB, streptavidin-AMCA against Neurobiotin).

(B) Response density after i.v. injection of either
saline (Sal; gray, n = 233) or nicotine (Nic; black,
n = 245) expressed as percentage of firing fre-
quency variation induced by the injection (Kol-
mogorov-Smirnov test, **p < 0.001).

(C) Time course for the average change in firing
frequency upon nicotine injection for activated
(Nic+ in red, n 155, maximum
variation +33.75% =+ 52.52%) and inhibited (Nic—
in blue, n = 88, minimum variation —35.43% =+
23.63%) VTA DA neurons.

(D) Firing rate variation (A) from baseline (Bas)
induced by Nic or Sal injection in nicotine-acti-
vated and nicotine-inhibited DA neurons. Com-
parison between mean firing rate during baseline
and maximal firing rate after injection for activated
neurons and between mean firing rate during
baseline and minimal firing rate after injection for
inhibited neurons (paired Wilcoxon test: ***p <
0.001; ns, p > 0.05) and comparisons between
saline-induced and nicotine-induced firing rate
variations (Wilcoxon test, **p < 0.001). Mean
scores are represented in black and individual
scores in gray.

(E) Dose-response curves in Nic+ (red) and Nic—
(blue) DA neurons. Responses to different doses
of nicotine (0, 10, 15, 30, 60, and 90 pg/kg, with n =
48,9, 27, 51, 33, and 17 for activated neurons and
n=11,3, 3,12, 9, and 5 for inhibited neurons) are
expressed as percentage of variation from base-
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line. Neurons are classified as activated or inhibited on the basis of their response to the injection of at least 30 png/kg nicotine (one-way ANOVA for dose effect:

Nic+, Fis, 17¢) = 7.54, ™*p < 0.001; Nic—, Fi5, 37 = 4.78, *p = 0.002).
(F) Time course for the average change in firing frequency upon saline (gray, n

recorded with tetrodes in freely moving mice with examples of traces for a Nic+ (red) and a Nic—

16) or nicotine injection for Nic+ (red, n = 8) and Nic— (blue, n = 8) VTA DA neurons
(blue) neuron.

(G) Localization of NB-labeled, Nic+ and Nic— DA neurons (n = 243), positioned on the Paxinos atlas at bregma — 3.3 mm. Nic— neurons had a more medial
distribution within the VTA than Nic+ neurons (Wilcoxon test, ***p < 0.001), but neither anteroposterior (Wilcoxon test, p = 0.4) nor dorsoventral (Wilcoxon test,
p = 0.56) differences in their distribution were observed. Results are plotted as mean + S.E.M.

Imperato, 1988; Grenhoff et al., 1986; Mansvelder and McGehee,
2000; Maskos et al., 2005; Picciotto et al., 1998; Zhao-Shea et al.,
2011), other reports suggest that the responses of VTA DA neurons
to nicotine are more heterogeneous than previously thought (Ed-
dine et al., 2015; Mameli-Engvall et al., 2006; Zhao-Shea et al.,
2011). Therefore, a key issue is how the multiple effects of nicotine
map onto DA cell diversity and whether nAChR or other features
can define different neuronal subpopulations that, through their
response to nicotine, can influence specific behaviors.

RESULTS

Distinct VTA DA neuron populations show opposite
responses to acute nicotine injection

We recorded the response of VTA DA neurons to an intravenous
(i.v.) injection of nicotine using single-cell electrophysiological re-

cordings in anesthetized mice. We used a dose of nicotine
(30 ngrkg) that has been shown to be reinforcing in the context
of i.v. self-administration (Morel et al., 2014). These neurons
were first identified during the recordings on the basis of their
electrophysiological properties (i.e., firing rate and action poten-
tial width) (Mameli-Engvall et al., 2006; Ungless and Grace, 2012)
and then filled with Neurobiotin (NB) by the juxtacellular labeling
technique (Eddine et al., 2015; Pinault, 1996). All neurons were
confirmed as DA neurons by post hoc immunofluorescence
with co-labeling for tyrosine hydroxylase (TH) and NB (Figure 1A).
Acute i.v. nicotine injections induced a significant variation of DA
neuron firing rates, producing either an increase or a decrease in
firing rate that was absent in control experiments with saline.
Indeed, the variations in firing frequency had a unimodal distribu-
tion for saline injections (n = 233 neurons) but a bimodal distribu-
tion for nicotine injections (n = 245; Figure 1B, comparison of
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distribution, Kolmogorov-Smirnov test, p < 0.001; see also Fig-
ure S1). Among the 245 identified DA neurons, some were
activated (Nic+; n = 155) whereas others were inhibited (Nic—,
n = 88) by nicotine injection (Figure 1C), in line with our previous
findings (Eddine et al., 2015). Nicotine-induced increases or de-
creases in DA neuron firing rate were of similar amplitude (about
35% from baseline for a dose of 30 pg/kg) and were higher in
amplitude than saline-evoked responses (Figure 1D). In addition,
nicotine-induced changes in DA neuron firing rate were dose
dependent and, importantly, maintained the polarity of their
response (i.e., either an increase or decrease) at all doses tested
(Figure 1E). Finally, to rule out potential confounding effects of
anesthesia on the activity of VTA DA neurons, putative VTA DA
neurons (n = 16) were recorded in freely moving mice (Figures
S2A-S2B), and nicotine or saline was injected into the tail vein
(30 ng/kg i.v.; see STAR Methods). We observed VTA DA neu-
rons that were either activated (Nic+; n = 8) or inhibited (Nic—;
n = 8) by the nicotine injection (Figure 1F), replicating the results
we found in anesthetized mice (comparisons between saline-
induced and nicotine-induced firing rate variations by Student’s
t test with Bonferroni correction, p = 0.02 for activated neurons
and p < 0.001 for inhibited neurons). Therefore, the nature of
nicotine-evoked responses (i.e., activation or inhibition) consti-
tutes a marker that allows the robust segregation of VTA DA neu-
rons into two populations.

We then sought to determine whether the spontaneous activ-
ity of these two populations of DA neurons differ in anesthetized
mice. The basal activity of VTA DA neurons is characterized by
the firing rate and the percentage of spikes within a burst (%
SWB) (Mameli-Engvall et al., 2006). Bursts are classically identi-
fied as discrete events consisting of a sequence of spikes with (1)
a burst onset defined by two consecutive spikes within an inter-
val of <80 ms and (2) the end of a burst defined by an inter-spike
interval of >160 ms (Grace and Bunney, 1984a; Ungless and
Grace, 2012). We found that nicotine-activated and nicotine-in-
hibited DA neurons had similar firing rates (A = 0.26 Hz, p =
0.0506) and bursting activities (A = 3.5%, p =0.064) (Figure S2C).
An analysis of the distribution of burst time intervals also high-
lighted different profiles in the distribution of inter-spike intervals
depending on the burst length (Figure S2C). Other parameters
describing cell spontaneous activity (e.g., coefficient of variation
or bursting frequency) were analyzed, but none of them revealed
a difference between nicotine-activated and nicotine-inhibited
DA neurons. Finally, a multiple logistic regression was used to
predict the probability of response type (inhibited/activated) on
the basis of predictor variables (the firing frequency, the coeffi-
cient of variation, %SWB, and bursting frequency). Only the
spontaneous firing frequency was statistically associated to
the outcome (p = 0.007), and the classification prediction was
very low (about 36%). Overall, differences between the two
groups could be detected, yet nicotine-evoked responses could
not be predicted on the basis of the sole analysis of spontaneous
activity.

We next asked whether these two populations were anatomi-
cally segregated. NB-filled cell bodies of each responding
neuron (n = 243) were positioned onto mouse brain atlas plates
(Paxinos and Franklin, 2004) (Figure S3) to study their anatomical
location. As illustrated by a single atlas plate schematic (bregma
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— 3.3 mm), anatomical coordinates suggest that the inhibited
neurons were located more medially within the VTA than the acti-
vated neurons, independently of their anteroposterior or dorso-
ventral positions (Figure 1G).

Nicotine-activated VTA DA neurons project to the NAc,
while nicotine-inhibited VTA DA neurons project to the
amygdala

The DA system is heterogeneous and is increasingly thought
about in terms of anatomically and functionally distinct sub-net-
works (Watabe-Uchida et al., 2012). DA neurons in the VTA have
been reported to project to different terminal regions on the basis
of their localization along the mediolateral axis (Beier et al., 2015,
2019; Lammel et al., 2008). Therefore, we next investigated
whether these two subpopulations belong to anatomically
distinct DA circuits by probing nicotine-evoked responses of
DA neurons with identified projection sites. To do so, we first tar-
geted the NAc by simultaneously injecting green RetroBeads
(RB), a retrograde tracer, in three sub-nuclei: the lateral shell
(NAcLSh), the medial shell (NAcMSh), and the core (Figure S4A).
Two weeks later, spontaneous and nicotine-evoked activities of
VTA DA neurons were recorded in vivo in anesthetized mice, and
neurons were then labeled with NB. Triple-labeling immunofluo-
rescence allowed us to confirm post hoc the DA nature (TH+),
projection site (RB+ or RB—), and position (NB+) of all recorded
neurons (Figure 2A; Figure S4B). We recorded and labeled 32
nicotine-activated and 17 nicotine-inhibited neurons in mice
with RB injected in the NAc (all shell + core), among which 30
neurons were further identified as NAc-projecting (RB+, TH+)
neurons. Among the NAc-projecting DA neurons, 93% (28 of
30) were activated by nicotine, while only 7% of neurons (2 of
30) were inhibited. In contrast, the remaining 19 DA neurons
showed no evidence of projection to the NAc (RB—, TH+), and
79% of these neurons (15 of 19) were inhibited by a nicotine in-
jection, while 21% (4 of 19) were activated (Figures 2B and 2C).
The proportion of nicotine-activated neurons in NAc-projecting
cells was thus significantly greater than what would be expected
from the entire population of RB+ and RB— neurons (Pearson’s
chi-square test, p < 0.001). A similar analysis was carried out
on mice with a single RB injection site of either the NAcMSh or
the NAcLSh to examine whether this effect was driven by a spe-
cific NAc sub-nucleus. Analysis of the nicotine-evoked re-
sponses on NAcMSh-projecting DA neurons (n = 14 RB+, TH+;
n = 8 RB—, TH+) and NAcLSh-projecting DA neurons (n = 6
RB+, TH+; n = 6 RB—, TH+) leads to the same conclusion that
the majority of DA neurons that project to the NAc are activated
by nicotine, regardless of the specific NAc sub-nucleus they
project to (Figure S5).

In a second series of experiments, RB were injected in the
amygdala nuclei (Amg), targeting both the basolateral amygdala
(BLA) and central amygdala (CeA) (Figure S4C). All recorded neu-
rons were once again labeled with NB and confirmed as DA post
hoc by triple-labeling immunofluorescence (TH+, NB+, RB+/—;
Figure 2D; Figure S4D). We recorded and labeled 26 nicotine-
activated and 26 nicotine-inhibited neurons in mice with RB in-
jected in the Amg (BLA + CeA) (Figures 2E and 2F), among which
22 VTA DA neurons were confirmed as Amg-projecting (RB+,
TH+) neurons. Among the Amg-projecting DA neurons, 86%
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Figure 2. VTA DA neuron populations activated or inhibited by nicotine belong to anatomically segregated projection pathways

(A) RetroBeads (RB) were injected in the nucleus accumbens (NAc; injection in the lateral shell [LSh] + medial shell [MSh] + core), and in vivo recordings of VTA DA
neuron responses to an i.v. nicotine injection were obtained in anesthetized mice. Post hoc identification of NAc-projecting DA neurons by immunofluorescent co-
labeling of tyrosine hydroxylase (TH), Neurobiotin (NB), and RetroBeads (RB).

(B) Localization of NB-labeled DA neurons (NB+ TH+; n = 49) following RB injection (filled circles, RB+; open circles, RB—) into the NAc. Red and blue colors
denote nicotine-activated (Nic+) and nicotine-inhibited (Nic—) neurons, respectively (RB+ Nic+, n = 28; RB+ Nic—, n = 2; RB— Nic+, n = 4; RB— Nic—, n = 15).
(C) Left: percentage and number of Nic+ (red) and Nic— (blue) cells among NAc-projecting DA neurons (RB+; top) or non-RB-labeled neurons (RB—; bottom), with
mean change in firing frequency in response to i.v. injection of either nicotine (red or blue, 30 ng/kg) or saline (black). Right: firing rate variation (A) from baseline
(Bas) induced by nicotine (Nic) injection in RB+ (mean A = +0.52 Hz) or RB— (mean A = —0.61 Hz) or RB— DA neurons following RB injection into the NAc.
Comparison between mean firing rate during baseline and maximum/minimum firing rate after injection: paired Wilcoxon test, “**p < 0.001 for RB+, “p = 0.017 for
RB—; comparison between nicotine-induced firing rate variation evoked in RB+ and RB— DA neurons: Wilcoxon test, **p < 0.001. Mean scores are represented in
black, and individual scores in red or blue.

(D) Same as in (A) but with RB injected in the amygdala (Amg; injection in central nucleus [CeA] + basolateral amygdala [BLA]).

(E) Localization of NB+ DA neurons (NB+ TH+, n = 52) following RB injection into the Amg (RB+ Nic+, n = 3; RB+ Nic—, n=19; RB— Nic+, n=23; RB— Nic—,n=7).
(F) Left: percentage and number of Nic+ (red) and Nic— (blue) cells among Amg-projecting DA neurons (RB+; top) or non-RB-labeled neurons (RB—; bottom).
Right: firing rate variation (A) from baseline (Bas) induced by nicotine (Nic) injection in RB+ (mean A = —0.32 Hz) or RB— (mean A = +0.79 Hz) DA neurons following
RB injection into the Amg. Comparison between mean firing rate during baseline and maximum/minimum firing rate after injection: paired Wilcoxon test, *p =
0.027 for RB+, **p = 0.002 for RB—; comparison between nicotine-induced firing rate variation evoked in RB+ and RB— DA neurons: Wilcoxon test, **p < 0.001).
(G) Density of responses evoked by nicotine in NAc-projecting (gold) and Amg-projecting (purple) DA neurons. Responses expressed as percentage of firing
variation induced by nicotine (Kolmogorov-Smirnov test, **p < 0.001).

(H) AAV-mediated delivery of the genetically encoded GPCR-activation-based-DA sensor (GRABp,) in the BLA and the NAcLSh of wild-type (WT) mice. One optic
fiber was implanted in the BLA of one brain hemisphere, and a second fiber was implanted in the NAcLSh of the other hemisphere. Examples of fluorescence
variation of GRABpa expression (as AF/F) induced by i.v. Nic or Sal injection and fiber implantation sites (left) in the BLA and (right) in the NAcLSh with post hoc
verification of both implantations.

(I) Left: mean fluorescence variation of GRABpa (expressed as AF/F; transparent curves, mean AF/F; bold curves, kernel fit of AF/F) induced by saline (gray) or
nicotine i.v. injection (30 ng/kg) in freely moving mice recorded by fiber photometry in the NAcLSh (gold; n = 8 injections in six mice) and the BLA (purple; n =7
injections in six mice). Right: difference in peak AF/F between nicotine and saline (paired Student’s t test, *p = 0.011 and ***p < 0.001 for BLA and NAcLSh;
difference in AF/F [nicotine — saline] between NAcLSh and BLA, Student’s t test, **p < 0.001). Results are plotted as mean + S.E.M.
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(19 of 22) were nicotine inhibited, while only 14% (3 of 22) were
activated. In contrast, DA neurons without evidence of projection
to the Amg (RB—, TH+) were mainly nicotine activated (77% [23
of 30]), with 23% of neurons (7 of 30) inhibited (Figures 2E and
2F). The proportion of inhibited neurons in Amg-projecting cells
was thus significantly greater than what would be expected
from the entire population of RB+ and RB— neurons (Pearson’s
chi-square test, p < 0.001). Analysis of the distribution of the
nicotine-evoked variation in firing frequency for NAc-projecting
(n = 30) and Amg-projecting (n = 22) neurons revealed two
different distributions (Kolmogorov-Smirnov test, p < 0.001)
with opposite modes (i.e., positive and negative variations; Fig-
ure 2@G). Overall, these results indicate that the majority of VTA
DA neurons activated by an i.v. nicotine injection project to the
NAc (core or shell), whereas the majority of nicotine-inhibited
neurons project to the Amg (comparison of the percentages of
inhibited and activated neurons in Amg-projecting neurons and
NAc-projecting neurons by Pearson’s chi-square test, p <
0.001). Notably, in line with previous reports (Lammel et al.,
2008), further anatomical analysis of triple-labeled VTA sections
revealed that Amg-projecting DA neurons are located more
medially in the VTA than NAc-projecting DA neurons (Figure S4E).
We found that NAc-projecting and Amg-projecting DA neurons
had similar firing rates (p = 0.8), but Amg-projecting neurons
tended to have higher bursting activity (p = 0.28), in line with
what we had previously observed for nicotine-activated and
nicotine-inhibited VTA DA neurons (Figure S4F; also see
Figure S2C).

We then probed how these opposite changes in the firing of
VTA DA neurons in response to nicotine injection translate into
DA release in the NAc and Amg. Using in vivo fiber photometry
and a genetically encoded DA sensor (GRABpaom; Sun et al.,
2018, 2020), we assessed the real-time dynamics of DA release
in the NAcLSh and in the BLA after i.v. nicotine injection (30 pg/
kg) in the tail vein of freely moving mice (Figure 2H). We found
that nicotine injection evoked an increase of DA release in the
NAcLSh, whereas it produced a decrease of DA release in the
BLA (Figure 2I), in agreement with our electrophysiological re-
sults at the cell body level. Together, these results confirm that
nicotine drives opposite functional responses within two distinct
DA pathways from the VTA.

Finally, we took advantage of the anatomical distinction be-
tween these two pathways to analyze the respective electro-
physiological properties of their VTA DA neurons in ex vivo
patch-clamp recordings. NAc-projecting (MSh + LSh + core) or
Amg-projecting (BLA + CeA) DA neurons were labeled with RB
(Figures S6A and S6B). Amg-projecting DA neurons showed
higher excitability (Figures S6C and S6D) than NAc-projecting
DA neurons, but no difference in nicotine-evoked currents was
found between these two populations (Figures S6E and S6F).
These results indicate that these two VTA DA cell populations
have different membrane properties but do not markedly differ
in the functional expression of somatodendritic NAChR.

The anxiogenic effect of nicotine requires 2-subunit-
containing nAChR in the VTA

We next asked whether these two distinct DA sub-circuits are
associated with different behavioral outcomes after an acute in-
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jection of nicotine. Nicotine is known to have rewarding proper-
ties, which require the activation of VTA DA neurons (Durand-de
Cuttoli et al., 2018; Maskos et al., 2005; Tolu et al., 2013). How-
ever, nicotine can also induce negative outcomes such as anxi-
ety-like behaviors and stress-induced depressive-like states
(Kutlu and Gould, 2015; Morel et al., 2018; Picciotto and Mineur,
2013), for which the underlying circuitry remains elusive. We hy-
pothesized that the activation and inhibition of the different DA
neuron pathways have distinct roles in nicotine-induced
behavior. We first aimed to establish the role of the VTA in the
anxiogenic effects of acute nicotine exposure. To this end,
mice were placed in an elevated O maze (EOM) after an acute in-
jection of either saline or nicotine (intraperitoneal [i.p.], 0.5 mg/
kg, injected 1 min before the test), and we found that nicotine,
but not saline, reduced exploration of the open arms over time
(Figure 3A,; see Figure S7A for individual data). Mice that received
nicotine injections also showed fewer entries into the open arms
(Figure S7A), and this anxiety-like phenotype was not related to a
detectable effect of nicotine on locomotor activity in an open
field (OF; Figure S7B). Next, to probe the specific role of the
VTA in this anxiogenic effect, we locally infused nicotine into
this brain region (Figure S7C) 1 min before the EOM test, using
bilaterally implanted cannulas. As with i.p. injections, we found
that the infusion of nicotine, but not saline, directly into the VTA
decreased exploration of the EOM open arms over time (Fig-
ure 3B; see Figure S7D for individual data). Finally, we assessed
the involvement of VTA B2 subunit-containing nAChR
(B2*nAChR) in the anxiogenic effect of nicotine, as nicotine-
evoked responses have been shown to be mediated mainly by
B2*nAChR present on the soma of both DA and VTA GABA neu-
rons (Tolu et al., 2013). In vivo juxtacellular recordings of VTA DA
neurons in mutant mice lacking the 2 subunit of NAChR ([32’/’
mice) demonstrated the absence of a response to nicotine injec-
tion (Figure 3G, left). Lentiviral re-expression of the B2 subunit
selectively in the VTA of p2~/~ mice (B2~/~Vec mice) globally
restored the response to nicotine injection (Figure 3C; Figure S8),
allowing the reemergence of nicotine-induced increases or de-
creases in DA neuron firing (Figure 3C, left). Regarding behavior,
B2/~ mice were insensitive to the anxiogenic effect of nicotine
injection in the EOM test, and lentiviral re-expression of 2 in
the VTA (B2~/~Vec mice) restored this effect (Figure 3D; see Fig-
ure S7G for individual data). Together, these results indicate that
the anxiogenic effect of an acute nicotine injection requires
signaling through B2*nAChR in the VTA but do not allow us to
conclude whether the activation and/or inhibition of specific
VTA DA neuron populations is required.

Manipulating the VTA-Amg DA pathway modulates basal
and nicotine-induced anxiety

Ideally, dissociating whether nicotine-evoked activation or inhi-
bition of VTA DA neurons is necessary for the behavioral effects
of nicotine would require to isolate these responses in DA neu-
rons, as well as in VTA GABA neurons, which also express
nAChR (Grieder et al., 2019; Tolu et al., 2013). However, because
nicotine-induced activation and inhibition of DA neurons are
concomitant and inextricably linked to one another (as nicotine
cannot directly inhibit neurons), and because the responses of
VTA DA and GABA neurons to nicotine are also tightly linked
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Figure 3. pB2-subunit-containing nAChRs mediate VTA DA neuron responses to nicotine injection and nicotine-induced anxiety-like behavior
(A) Nicotine (Nic; 0.5 mg/kg) or saline (Sal) was injected intraperitoneally (i.p.) 1 min before the 9 min elevated O maze (EOM) test. Nic injection in a group of wild-
type (WT) mice (n = 21) decreased the time they spent in the open arms of the EOM compared with the group injected with Sal (n = 23) (two-way repeated-
measures [RM] ANOVA: treatment X time interaction, Fp, g4 = 5.37, *p = 0.006; main effect of time, Fp, g4) = 3.84, *p = 0.025; post hoc Wilcoxon test with
Bonferroni corrections: *p = 0.03 for 3 versus 9 min, p = 0.1 for 3 versus 6 min, p = 0.2 for 6 versus 9 min; post hoc Wilcoxon test: Sal versus Nic at 9 min,
***p < 0.001).

(B) Mice implanted with intracranial (IC) bilateral guide cannulas were injected either with Sal or with Nic (100 ng in 100 nL infusion) over 1 min before the 9 min
EOM test. The Nic-injected mice (n = 7) spent less time in the open arms over time, but not the control mice (n = 6) (two-way RM ANOVA: treatment x time
interaction, Fpz 22) = 9.66, **p < 0.001; main effect of time, **p < 0.001; post hoc Student’s t test with Bonferroni corrections: ***p < 0.001 for 3 versus 9 min, *p =
0.025 for 3 versus 6 min, “p = 0.02 for 6 versus 9 min; post hoc Student’s t test: Sal versus Nic at 9 min, p = 0.054).

(C) Top left: representative juxtacellular recording traces of VTA DA neurons in mice lacking the 2 nAChR subunit (82 /") and in p2~/~-vectorized mice, in which
the B2 subunit has been virally re-expressed together with a GFP marker in the VTA (B2~/~Vec). Bottom left: individual and mean responses (expressed as
percentage of firing frequency variation) indicate that there were no Nic-evoked responses in VTA DA neurons of 2 /= mice (n = 46 cells from 12 mice) and that
both Nic-evoked activation (n = 51 cells from 18 mice) and inhibition (n = 39 cells from 19 mice) of VTA DA neurons were restored in f2~/~Vec mice. Top right:
immunofluorescence for TH and GFP on BQ’/’Vec mice. Bottom right: cumulative distribution of Nic-evoked response amplitude of VTA DA neurons in B2’/’
mice (n = 46 cells from 12 mice; gray) and B2 ~/~Vec mice (n = 90 cells from 24 mice; black) (Kolmogorov-Smirnov test, **p = 0.008). Bar plots show the maximum
firing variation induced by Nic (filled bars) and saline (unfilled bars) in the two groups. Nic injection did not alter the firing frequency of VTA DA neurons in g2/~
mice, but it induced a significant increase (mean 12.45 + 13.37) or decrease (mean —13.16 + 16.31) in the firing frequency of VTA DA neurons in 2Vec mice
compared with saline (***p < 0.001,"*p < 0.001 or **p < 0.001, **p = 0.005; Wilcoxon paired test with Bonferroni corrections).

(D) EOM test after i.p. Nic injection (0.5 mg/kg) in a control group of 2/~ mice, some of which were sham-transduced with GFP in the VTA (see STAR Methods;
$2~/~, n=23) and in 2~/"Vec mice (n = 18). Re-expression of B2 subunit in the VTA (82~ ~Vec) restored the nicotine-evoked anxiogenic effects in the EOM test,
which was absent in the 132’/’ mice (two-way RM ANOVA: treatment x time interaction, F», 75 = 3.43, “p = 0.04; main time effect, F», 75 = 6.87, **p = 0.002; post
hoc Student’s t test with Bonferroni corrections: **p = 0.003 for 3 versus 9 min, *p = 0.03 for 3 versus 6 min, p = 0.2 for 6 versus 9 min; post hoc Student’s t test:
B2/~ and B2/~ GFP versus 2~/~Vec mice at 9 min, p = 0.06). Results are plotted as mean + S.E.M.

(Tolu et al., 2013), we decided to manipulate the two populations  ure S10C) or in the NAcLSh (Figure S10D) to restrict the effects
of DA neurons independently, using optogenetics. DAT-Cre of the optogenetic stimulation to DA terminals within that region.
mice expressing CatCh, Jaws (Figure S9), or YFP with no opsin We first examined the effect of optogenetic manipulations
(Figures S10A and S10B) were implanted in the BLA (Fig- of DA terminals in the amygdala. Compared with YFP

Neuron 709, 2604-2615, August 18, 2021 2609




¢? CellPress

A OFF ON OoFF B
Optical 20+ Optical AAV-DIO-hCatCh-YFP
fibers AAV-DIO-YFP - . fibers AAV-DIO-YFP
- E 1 - N g
oofe  feli 3 oglde
IRy s L TSIy
BLA <40 BLA )
. £ 5 .
DAT-cre mice ; e DAT-cre mice
DA-specific 04 DA-specific
0-5 510  10-15
Time (min)
C D
Optical AAV-DIO-hCatCh-YFP 409 Optical = AAV-DIO-hCatCh-YFP
fibers AAV-DIO-YFP fibers ™ AAV-DIO-YFP
-1 - w —
X £ 30
©
N e S
BLA 53
< 20
[}
Tmn|®  Tomn % [t NI .
Iy o—0 JE—
E b e
=10 ?
IP Nic (é I » onso
05mgkg) \C  ° e
ST 1
03 36 69
Time (min)

% Time spent in open arms

Preference score (ON-OFF %)
o
1

-80-

Neuron

Figure 4. Inhibition of BLA-projecting DA
neurons drives anxiety-like behavior but
" not place preference
(A) Left: AAVs for Cre-dependent expression of
Jaws (orange; n = 18) or YFP (green; n = 19) were
% injected into the VTA of DAT-Cre mice, and optical
fibers were placed in the BLA. Right: percentage
o P of time spent in the EOM open arms for mice
stimulated continuously at 520 nm over a 5 min
period (ON) in the BLA (two-way RM ANOVA: time
X opsin interaction, Fp, 7g = 3.32, *p = 0.04; post
hoc Student’s t test for Jaws versus YFP mice:
*p = 0.04 for ON; post hoc Student’s t test with
Bonferroni corrections for Jaws mice: *p = 0.01 for
5 versus 10 min, *p = 0.02 for 10 versus 15 min).
(B) Left: AAVs for Cre-dependent expression of
B CatCh (blue; n = 18) or YFP (green; n = 19) were
injected into the VTA of DAT-Cre mice, and optical
fibers were placed in the BLA. Right: percentage
of time spent in the EOM open arms for mice
stimulated at 470 nm over a 5 min period (ON) at
10 Hz, 5 ms pulses in the BLA (two-way RM
ANOVA: main effect of time, Fpp, 7o) = 4.41, *p =
0.02; time x opsin interaction, Fiz, 70; = 4.43, "p =
0.015; post hoc Student’s t test for CatCh versus
YFP mice: **p = 0.009 for ON; post hoc Student’s t
test with Bonferroni corrections for CatCh mice:
**p = 0.001 for 5 versus 10 min; *p = 0.01 for 10
versus 15 min).
(C) Left: AAVs for Cre-dependent expression of
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CatCh (blue; n = 13) or YFP (green; n = 9) were injected into the VTA of DAT-Cre mice, and optical fibers were placed in the BLA. Nicotine (Nic; 0.5 mg/kg) was
injected intraperitoneally (i.p.) 1 min before the 9 min elevated O maze (EOM) test. Right: percentage of time spent in the EOM open arms for mice stimulated in
the BLA throughout the test at 10 Hz, 5 ms light pulses after i.p. nicotine injection (two-way RM ANOVA: main effect of time, Fo, 401 = 4.92, *p = 0.01; time X opsin
interaction, Fo, 40y = 3.74, *p = 0.03; post hoc Student’s t test for CatCh versus YFP mice at 9 min: **p = 0.006).
(D) Preference score in a 20 min real-time place preference (RTPP) test defined by the percentage of time spent in the compartment in which animals are photo-
stimulated compared with the compartment in which they are not (ON-OFF). Optical inhibition of the VTA-BLA pathway (orange; n = 17 mice) induced online place
avoidance compared with the control mice (YFP, green; n = 20) (Student’s t test, *p = 0.017). Mice with optical activation of the VTA-BLA pathway (blue; n = 12) did
not display any difference compared with the control mice (YFP, green; n = 13) (Student’s t test, p = 0.5). Results are plotted as mean + S.E.M.

controls, photo-inhibiting DA neuron terminals in the BLA of
Jaws-expressing mice reduced the percentage of time spent
in the open arms of the EOM (Figure 4A; see Figure ST11A
for individual data). There were also no detectable effects of
the light stimulation on the number of entries in the open
arms (Figures S11A and S11B) or on locomotor activity (Fig-
ure S11C). Conversely, photo-activating DA terminals in the
BLA of CatCh-expressing mice increased the percentage of
time spent in the open arms of the EOM in comparison with
mice expressing YFP (Figure 4B; see Figure S11B for individ-
ual data). Moreover, we also noticed that the position of the
animal at the onset of the stimulation did not affect any of
the behavior observed in the EOM (Figures S11A and S11B).
To determine whether the anxiogenic effect observed during
inhibition of DA neuron terminals in the BLA was specific to
the BLA nucleus, we used another group of wild-type (WT)
mice injected with either Jaws or GFP in the VTA and im-
planted bilateral optical fibers either in the BLA or in the
CeA (Figures S12A and S12B). We found that optogenetically
inhibiting VTA neuron terminals in Jaws-expressing WT mice
decreased the percentage of time spent in the open arms of
the EOM when optical fibers were implanted in the BLA, but
not when they were implanted in the CeA (Figures S12C and
S12D). There was not a detectable effect of stimulation on lo-
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comotor activity in an OF (Figures S12E and S12F). We next
asked whether optogenetically activating the terminals of
BLA-projecting VTA DA neurons could prevent the anxiogenic
effect of nicotine injection. DAT-Cre mice expressing CatCh or
YFP only in the VTA received an i.p. injection of nicotine 1 min
before the EOM test and received light stimulation in the BLA
throughout the 9 min test. Indeed, we found that the light-
evoked activation of BLA terminals of DA neurons during the
EOM test abolished the anxiogenic effect of the nicotine injec-
tion, as the percentage of time spent by CatCh-expressing
mice in the EOM open arms did not decrease during the
test and was significantly higher in these mice than in YFP-ex-
pressing controls during the last 3 min period of the test (Fig-
ure 4C). We next explored the behavioral outcome of manip-
ulating the terminals of BLA-projecting VTA DA neurons on
motivational valence by using a real-time place preference
(RTPP) paradigm. Photo-inhibiting DA terminals in the BLA re-
sulted in a significant avoidance for the compartment where
animals were photo-stimulated, in keeping with our previous
findings that inhibition of this pathway produces an anxiogenic
effect in the EOM test, while photo-activating these terminals
had no behavioral effect (Figure 4D). Inhibition of BLA-projec-
ting VTA DA neurons therefore plays a central role in medi-
ating the anxiogenic effect of nicotine.
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Figure 5. Activation of NAcLSh-projecting
VTA DA neurons drives real-time place pref-
erence behavior but has no effect on anxi-
ety-like behavior

(A) Left: AAVs for Cre-dependent expression of
CatCh (blue; n = 13) or YFP (green; n = 14) were in-
jected into the VTA of DAT-Cre mice, and optical
fibers were placed inthe NAcLSh. Right: percentage
of time spent in the EOM open arms for mice stim-
ulated at 470 nm over a 5 min period (ON) at 10 Hz,
5 ms pulses in the NAcLSh (two-way RM ANOVA:
no time or opsin effect or interaction, Fp, 509; = 0.8,
p=0.5).
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in the NAcLSh throughout the test after i.p. nicotine injection (two-way RM ANOVA: main time effect, F» 42) = 12.6, **p < 0.001; opsin effect, Fjy, 21; = 5.08,

*p = 0.03; no interaction, Fp, 42) = 0.55, p = 0.6).

(D) Preference score in a 20 min RTPP test defined by the percentage of time spent in the compartment in which animals are photo-stimulated compared
with the compartment where they are not (ON-OFF). Mice with optical inhibition of the VTA-NAcLSh pathway (orange; n = 12) did not display any difference

compared with the control mice (YFP; green, n = 12) (Student’s t test, p = 0.5).

Optical activation of the VTA-NAcLSh pathway (blue; n = 13) induced online

place preference compared with the control mice (YFP, green; n = 14) (Student’s t test, *p = 0.04). Results are plotted as mean + S.E.M.

The VTA-NAc DA pathway is not involved in nicotine-
induced anxiety-like behavior

DA in the NAc has been suggested to be involved in the modu-
lation of anxiety-like behavior (Radke and Gewirtz, 2012; Zarrin-
dast et al., 2012). We thus next assessed whether NAc-projec-
ting neurons also participate in the anxiogenic effects of acute
nicotine administration. We examined the behavioral outcome
of optogenetic manipulations of DA neuron terminals in the
NAc during the EOM test. Light-evoked activation (CatCh-ex-
pressing mice; Figure 5A) or inhibition (Jaws-expressing mice;
Figure 5B) of DA neuron terminals in the NAcLSh had no effect
on the time spent in the open arms of the EOM (see Figures
S13A and S13B for individual data). There was also no detect-
able effect of the light stimulation on the number of entries in
the open arms (Figures S13A and S13B) or on locomotor activity
(Figure S13C). Moreover, the position of the animal at the onset
of the stimulation did not reveal any impact on the behavior
observed in the EOM (Figures S13A and S13B). Selectively inhib-
iting NAcLSh DA terminals using Jaws produced a slight change
in basal anxiety levels but, more important, did not attenuate the
anxiogenic effect of nicotine in the EOM test, as the drug
reduced the exploration of the open arms over time in both con-
trol and opsin group (Figure 5C). NAcLSh-projecting VTA DA
neurons are therefore not involved in mediating the anxiogenic
effect of nicotine. In contrast, activation of DA neuron terminals

in the NAcLSh induced significant place preference in the
RTPP protocol, indicating that stimulating this pathway is
rewarding (Figure 5D). Because medial and lateral NAc areas
have different functional roles (de Jong et al., 2019), we further
investigated the effect of optogenetic modulation of VTA neuron
terminals in the NACcMSh in a separate group of WT mice (Fig-
ure S14A). Stimulating these terminals produced an increased
number of entries and time spent in the EOM open arms, but
this likely results from an increase of locomotor activity, as the
distance traveled in an OF was likewise increased (Figures
S14B and S14C). Inhibiting these terminals produced a slight
decrease in basal anxiety levels but did not induce behavioral
change in the EOM test nor prevented the reduction of time
spent in open arms over time induced by nicotine (Figures
S14B and S14D). Finally, we did not observe a significant effect
of activating or inhibiting these terminals on the place preference
score in the RTPP (Figure S14E). Our results thus demonstrate
that NAcMSh and NAcLSh projections of VTA DA neurons are
not involved in the nicotine-induced anxiety-like behavior
observed in the EOM test.

DISCUSSION

The VTA has long been perceived as a structure that broadly dis-
seminates DA in the brain, with the different time courses of DA
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release providing a phenomenological account for the functional
involvement of DA neurons in different behavioral processes
(Schultz, 2007). This temporal account of DA neuron function
was gradually replaced or extended by the notion that the DA
system, in particular the VTA, is divided into subpopulations of
DA neurons, each associated with distinct appetitive, aversive,
or attentional behaviors (Lammel et al., 2012). However, we are
only beginning to appreciate how the functional activation and
inhibition dynamics within these subpopulations affect behav-
ioral processes. Here, we show that (1) activation and inhibition
of VTA DA neurons appear concurrently as a consequence of
nicotine injection, and (2) they correspond to two anatomically
and functionally distinct circuits, which mediate contrasting
behavioral effects. Our results argue for a functional dissociation
of VTA-to-Amg and VTA-to-NAc DA pathways: inhibition of Amg-
projecting VTA DA neurons is anxiogenic, while activation of
NAcLSh-projecting VTA DA neurons is rewarding. We cannot
completely rule out the possibility that optogenetic excitation
of axon terminals produces backpropagation of action potentials
and activation of other pathways. However, as the VTA projec-
tions to the NAc and Amg are anatomically segregated (i.e., neu-
rons do not send collaterals to these two regions; Beier et al.,
2015), it is unlikely that this would directly affect the functional
dissociation between the two pathways studied in this work.
Furthermore, the fact that photoactivation of NAcLSh terminals
is reinforcing, but not those of the NACMSh or BLA, argues
against this possibility.

VTA DA neurons are known to be heterogeneous in their
axonal projections, electrophysiological properties, and in
several molecular features. For example, they show striking dif-
ferences in their expression of hyperpolarization-activated cyclic
nucleotide-gated cation channels (HCN), of the DA transporter
(DAT), of the DA receptor D2R, and vesicular glutamate trans-
porters (VGLUTSs) (Lammel et al., 2008; Margolis et al., 2008; Mo-
rales and Margolis, 2017). However, the functional conse-
quences of this heterogeneity on behavior remain poorly
understood. Here, we demonstrate that nicotine injection evokes
opposite responses in two distinct subpopulations of VTA DA
neurons: a large majority of those with axons projecting to the
NAc are activated, while a large majority of those with axons pro-
jecting to the Amg are inhibited. In addition to their functional and
anatomical segregation, we found that these subpopulations
display different excitabilities in vitro and different bursting activ-
ities in vivo. However, they cannot be distinguished solely on the
basis of their spontaneous firing pattern in anesthetized mice.
Are there specific intrinsic differences between these two
neuronal populations, besides their projection sites, that would
underlie their opposing responses to nicotine injection?
NAcMSh-projecting VTA DA neurons exhibit smaller /, currents
than BLA-projecting VTA DA neurons, but both have similar input
resistances and capacitances (Ford et al., 2006), and NAc core-
and BLA-projecting neurons have similar expressions of DAT,
D2R, and TH (Su et al., 2019). We have previously reported
that nicotine-activated and nicotine-inhibited VTA DA cells react
similarly to D2R agonist or antagonist injection in vivo, in agree-
ment with similar D2R expression levels in the two neuronal pop-
ulations (Eddine et al., 2015). Finally, there is no clear variation in
nicotine-evoked currents in Amg-projecting or NAc-projecting
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VTA neurons, suggesting that nAChR expression does not differ
markedly between these populations.

Although intrinsic differences may still exist, it is also possible
that the emergence of either nicotine-evoked activation or inhibi-
tion of these neurons by nicotine arises from network dynamics.
Nicotine’s primary action is to activate nAChR, which are well-
characterized ligand-gated cation channels and cause neuronal
depolarization. Within the VTA, nicotine directly activates both
DA and GABA neurons, which both express nAChR (Klink
et al., 2001; Tolu et al., 2013). In particular, p2*"nAChR of the
VTA neurons are key mediators of the reinforcement effects of
nicotine, as previously shown by re-expressing the 2 subunit
of NAChR locally in the VTA of B2/~ mice (Maskos et al., 2005;
Tolu et al., 2013) or by rendering B2*nAChR insensitive to nico-
tine using light (Durand-de Cuttoli et al., 2018). Here, we show
that B2*nAChR of VTA neurons are also required to evoke, after
systemic nicotine injection, the anxiogenic properties of nicotine
as well as the inhibition of the subpopulation of DA neurons pro-
jecting to Amg. Therefore, nicotine acting through f2* nAChR ac-
tivates VTA GABAergic interneurons and DA neurons projecting
to the NAc, while concurrently inhibiting DA neurons projecting
to the Amg. The inhibitory effect of nicotine may be mediated
by inhibition through local DA release (Eddine et al., 2015),
although no difference in D2R-mediated inhibitory postsynaptic
currents or in DA reuptake between NAcMSh-projecting and
BLA-projecting DA neurons has been reported (Ford et al.,
2006). Alternatively, it could involve either local (interneurons)
or long-range GABAergic inhibition of the Amg-projecting DA
neuron subpopulation primarily, which is compatible with the
recent demonstration of distinct inhibitory networks resulting in
specific feedback loops between VTA and NAc sub-regions
(Yang et al., 2018).

Nicotine is highly reinforcing, but also produces aversive and
anxiogenic effects at various doses (Balerio et al., 2006; Kutlu
and Gould, 2015; Picciotto and Mineur, 2013; Wolfman et al.,
2018). Importantly, as the doses of nicotine used in this study
are known to be rewarding in different paradigms in mice, an ef-
fect attributable to VTA DA neuron activation (Durand-de Cuttoli
et al., 2018; Maskos et al., 2005; Tolu et al., 2013), we demon-
strate that the same dose of nicotine can concurrently induce a
rewarding effect by activating the VTA to NAc DA pathway,
and a “negative” emotional state by inhibiting the VTA to Amg
DA pathway. Yet we find that neither the activating effects nor
the inhibiting effects of nicotine injection on VTA DA neurons
can override each other; that is to say that both types of re-
sponses occur at each dose of nicotine along the dose-response
curve, with neither response taking precedence at any specific
dose. Thus, depending on the context, the exact same dose of
nicotine can trigger anxiety or reinforcement. Aversion for high
doses of nicotine and anxiety associated with nicotine with-
drawal have been attributed to nicotinic and glutamatergic
signaling in the habenulo-interpeduncular axis (Fowler et al.,
2011; Frahm et al., 2011; Molas et al., 2017; Zhao-Shea et al.,
2013). There is also evidence that nAChR of neurons located in
the Amg modulate depressive-like states (Mineur et al., 2016).
However, a role for DA in aversion to nicotine has also been pro-
posed. D1R and D2R antagonists prevent conditioned-place
aversion induced by an acute high-dose nicotine injection
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(Grieder et al., 2012), and B2*nAChR have been shown to be
necessary for both the aversive and rewarding effects of nicotine
by a strategy of B2 subunit re-expression in DA and GABAergic
neurons of the VTA in 2/~ mice (Grieder et al., 2019). However,
the mechanism underlying these opposite effects of the drug has
not yet been established. Here, we show that activation of
B2*nAChR of VTA neurons is necessary for nicotine to inhibit
Amg-projecting DA neurons and induce anxiety-like behavior.
This indicates that VTA signaling is critically involved in the acute
anxiogenic effect of nicotine and suggests that it could also
mediate aversion to nicotine. Our experiments also demonstrate
that inhibition of the VTA to Amg DA pathway allows the expres-
sion of anxiety-like behavior and that a reduction of this inhibition
relieves nicotine-induced anxiety-like behavior. These experi-
ments strongly suggest a driving role for the inhibition of this
pathway in nicotine-induced anxiety behavior, yet they do not
exclude the possibility that other pathways also transmit the anx-
iogenic effect of nicotine.

Our findings emphasize the complex role of the DA system in
not only positive but also negative motivational processes, pro-
posing a more nuanced view of the effects of reinforcing doses of
nicotine on VTA DA neurons. Opposing responses of DA neurons
to drug exposure have also been observed with cocaine (Mejias-
Aponte et al., 2015), ethanol (Doyon et al., 2013), and morphine
(Margolis et al., 2014). Notably, the inhibition of VTA DA neurons
induced by opioids differs according to their NAc or BLA projec-
tion zone (Ford et al., 2006), suggesting that the behavioral ef-
fects of opioid drugs could also result from a specific pattern
of inhibition in these two pathways. As our results demonstrate
that both rewarding and anxiogenic messages occur simulta-
neously upon nicotine exposure and are conveyed by distinct
subpopulations of VTA DA neurons, the question then arises as
to how the concurrent engagement of two circuits with opposing
messages could compete to produce nicotine reinforcement
and whether an imbalance between the two could lead to addic-
tion. Indeed, this question may prove critical when it comes to
medical strategies aimed at smoking cessation. Although the op-
togenetic strategies used in this study are well suited to mimic
the individual effects of a drug that also produces strong and
synchronized neuronal activity, the translational value of these
effects is perhaps not to be sought in the specific activation or
inhibition of a given neuronal pathway but rather in the functional
imbalance this creates between the target structures of VTA neu-
rons. Nevertheless, a detailed understanding of the multiple
pathways engaged in nicotine-evoked responses and of their
respective behavioral contributions can still help us understand
the mechanisms leading to nicotine addiction. In this respect,
the activation and inhibition processes that appear in VTA DA
neurons as a consequence of systemic nicotine injection call
for further mechanistic studies, as they correspond to discrete
neuronal circuits and mediate distinct behavioral effects, both
of which are relevant to the understanding of addiction.
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Antibodies

Anti-tyrosine Hydroxylase produced in mouse Sigma-Aldrich Cat# T1299; RRID:AB_477560
Anti-GFP produced in chicken Aveslabs Cat# GFP-1020; RRID:AB_10000240

Anti-rabbit Cy2-conjugated produced in donkey
Anti-mouse Cy3-conjugated produced in donkey

Anti-chicken Alexa488-conjugated
AMCA-Streptavidin

Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch
Jackson ImmunoResearch

Cat# 711-225-152; RRID:AB_2340612
Cat# 715-165-150; RRID:AB_2340813
Cat# 703-545-155; RRID:AB_2340375
Cat# 016-150-084; RRID:AB_2337243

Bacterial and virus strains

Lenti-pGK-B2-IRES-GFP

Lenti-pGK-IRES-GFP

pAAV.Ef1a.DIO.hCatCh.YFP

AAV5-EF1a-DIO-hCatCh-YFP

pPAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2
AAV5-CAG-Flex-Jaws-eGFP

pAAV-Ef1a-DIO-YFP

AAV5-CAG-Flex-Jaws-eGFP

PAAV.hSyn.eGFP.WPRE.bGH
AAV5-Ef1a-DIO-YFP

pPAAV-CAG-Jaws-KGC-GFP-ER2
AAV2-CAG-Jaws-KGC-GFP-ER2

Maskos et al., 2005; https://doi.org/10.1038/
nature03694: Provided by Institut Pasteur,
Paris, France

Maskos et al., 2005; https://doi.org/10.1038/
nature03694: Provided by Institut Pasteur,
Paris, France

This paper: Provided by Institut de la vision,
Paris France

This paper: Provided by Institut de la vision,
Paris France

Adgene

This paper: Provided by Institut de la vision,
Paris France

This paper, Provided by Institut de la vision,
Paris France

This paper, Provided by Institut de la vision,
Paris France

Adgene

This paper, Provided by Institut de la vision,
Paris France

Adgene

This paper, Provided by Institut de la vision,
Paris France

Virus (Lentivirus)

Virus (Lentivirus)

plasmid

Virus (AAV)

65014 -Plasmid
Virus (AAV)

Plasmid

Virus (AAV)

105539-Plasmid
Virus (AAV)

99233-Plasmid
Virus (AAV)

pPAAV-CAG-GFP Adgene 83279-Plasmid

AAV2-7Tm8-CAG-GFP This paper, Provided by Institut de la vision, Virus (AAV)
Paris France

pAAV-Ef1a-DIO-hChR2-YFP This paper, Provided by Institut de la vision, Plasmid
Paris France

AAV9-Ef1a-DIO-hChR2-YFP This paper, Provided by Institut de la vision, Virus (AAV)
Paris France

AAV5-hSyn-hChR2(H134R)-eYFP Adgene 26973-AAV5

AAV5.hSyn.eGFP.WPRE.bGH Adgene 105539-AAV5

AAV5-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2 Adgene 65014-AAV5

psAAV-hSyn-GRABDA2m Sun et al., 2020; https://doi.org/10.1101/ Plasmid
2020.03.28.013722

AAV1-hSyn-GRABDA2m This paper, Provided by Institut de la vision, Virus (AAV)
Paris France

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

NaCl Sigma-Aldrich S7653

KCI Sigma-Aldrich P9333
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NaH2PO4 Sigma-Aldrich S8282
MgCI2 Sigma-Aldrich M2670
CaCl2 Sigma-Aldrich 233506
NaHCO3 Sigma-Aldrich S6297
Sucrose Sigma-Aldrich S0389
Glucose Sigma-Aldrich 49159
Kynurenic Acid Sigma-Aldrich K3375
Albumin, from bovine serum Sigma-Aldrich A4503
KGlu Sigma-Aldrich P1847
HEPES Sigma-Aldrich H3375
EGTA Sigma-Aldrich E3889
ATP Sigma-Aldrich A9187
GTP Sigma-Aldrich G8877
Biocytin Sigma-Aldrich B4261
Nicotine tartrate Sigma-Aldrich N5260
Glucose Sigma-Aldrich G8270
DPBS 10x Life Technologies 14200-067
Neurobiotin Tracer Vector laboratories SP-1120
Prolong Gold Antifade Reagent Invitrogen P36930
Chloral Hydrate Sigma-Aldrich 302-17-0
Sodium Acetate Sigma-Aldrich 57654611
Quinpirole Tocris 55397
Eticlopride Tocris 57266

Experimental models: Organisms/strains

strain (mouse), strain background
(Mus musculus) - males
strain (mouse), strain background
(Mus musculus) - males
strain (mouse), strain background
(Mus musculus) - males

Janvier Laboratories, France

Maskos et al., 2005; https://doi.org/
10.1038/374065a0

Turiault et al., 2007; https://doi.org/
10.1111/j.1742-4658.2007.05886.x

C57BL/6j SC-C57J-M

ACNB2 KO, maintained on a
C57BL6/J background
DATicre, maintained on a
C57BL6/J background

Software and algorithms

R Project for Statistical Computing
Fiji

PyCharm

Adobe lllustrator 2020

Spike 2 Software

Spike sort 3D

Spike extractor

Cheetah software

Doric Neuroscience Studio
Clampfit (pClamp suite)

http://www.r-project.org/
https://fiji.sc

CE version 2020.3.4 (Python 3.8)
Adobe

CED

5.6.3

2.5.0.0

version 3.01 2.5.4

Doric

Molecular Devices

RRID:SCR_001905
RRID:SCR_002285
RRID:SCR_018221
RRID:SCR_010279
RRID:SCR_000903
Neuralynx acquisition
Neuralynx acquisition
Neuralynx acquisition
RRID:SCR_018569
RRID:SCR_011323

RESOURCE AVAILABILITY

Lead contact

Further information and requests for resources and reagents should be directed to and will be fulfilled by the Lead Contact, Philippe
Faure (phfaure@gmail.com) or Fabio Marti (fabio.marti@upmc.fr).

Materials availability

This study did not generate new unique reagents.
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Data and code availability
All the data are available from the corresponding authors upon request.

EXPERIMENTAL MODEL AND SUBJECT DETAILS

Wild-type (WT) C57BL/6J (Janvier Labs, France), ACNB2 KO (32~/7) and DAT'®RE (DAT-Cre) male mice, weighing 25-35 g, were used
in this study. B2~/~ mice were generated using standard homologous recombination procedures. Founders were backcrossed onto a
C57BL/6J background for a least 20 generations and bred on site. DAT°"E mice were provided by Francois Tronche (IBPS Paris,
France). They were bred on site and genotyped as described (Turiault et al., 2007).

Mice were kept in an animal facility where temperature (20 + 2°C) and humidity were automatically monitored, and a circadian light-
dark cycle of 12/12 hours was maintained. All experiments were performed on 8-to-16-week-old mice. All experiments were per-
formed in accordance with the recommendations for animal experiments issued by the European Commission directives 219/
1990, 220/1990 and 2010/63, and approved by Sorbonne University.

METHOD DETAILS

Viral production

AAV vectors were produced as previously described (Khabou et al., 2018) using the co-transfection method, and purified by iodixanol
gradient ultracentrifugation (Choi et al., 2007). AAV vector stocks were titrated by quantitative PCR (QPCR) (Aurnhammer et al., 2012)
using SYBR Green (Thermo Fischer Scientific). Lentiviruses were prepared as previously described (Maskos et al., 2005; Tolu et al.,
2013), with a titer of either 380 ng of p24 protein per uL or 764 ng/uL for the AChR B2-expressing vector, and 150 ng of p24 protein per
uL or 361 mg per 2 uL for GFP-expressing vector.

Drugs

The nicotine (Nic) used for all experiments is a nicotine hydrogen tartrate salt (Sigma-Aldrich, USA). For juxtacellular recordings, we
performed an intravenous injection (IV) of Nic at a dose of 30 pg/kg (4.16 mg/kg, free base) or saline solution (H,O with 0.9% NaCl).
For the behavioral test, in elevated O-maze (EOM) or open-field (OF), mice were injected intra-peritoneally (IP) with Nic at 0.5 mg/kg,
1-minute before the test. For intra-cranial (IC) experiments in EOM, saline solution or 100ng of Nic tartrate, in a volume of 100 nl, were
infused over 1 minute before the beginning of the test. All solutions were prepared in the laboratory.

Stereotaxic surgeries

For virus and RB injections, intracranial cannulas, fibers, catheters and micro-drive implantations, mice were anesthetized with a gas
mixture of oxygen (1 L/min) and 3% isoflurane (Vetflurane®, Virbac) for the induction of anesthesia, and then placed in a stereotaxic
frame (David Kopf) maintained under anesthesia throughout the surgery at 1% isoflurane. A local anesthetic (100 pL Lurocaine®) was
applied at the location of the scalp incision or the catheter implant before the procedure. At the end of the surgery, 0.1 mL of bupre-
norphine (Buprecare®, 1 mg/kg) was injected subcutaneously to prepare awakening.

Retrobead injection

Green fluorescent retrograde tracer, retrobeads (RB, LumaFluor Inc., Naples, FL), were injected (200 nL per site, 0.1 uL/min) in WT
animals either in the NAc (NAc lateral shell NAcLSh: bregma 1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral 4.0 mm; NAc medial shell NAcCMSh:
bregma 1.78 mm, lateral 0.45 mm, ventral 4.1 mm; NAc core: bregma 1.55 mm, lateral 1.0 mm, ventral 4.0 mm) or in the Amg (BLA:
bregma —1.61 mm, lateral 3.18 mm, ventral 4.7 mm; CeA: bregma - 0.78 mm, lateral 2.3 mm, ventral 4.8 mm) with a 10 uL Hamilton
syringe (Hamilton) coupled with a polyethylene tubing to a 36G injection cannulas (Phymep). Note that these empirically derived ste-
reotaxic coordinates do not precisely match those given in the mouse brain atlas (Paxinos and Franklin, 2004), which we used as
references for the injection-site images. To enable retrograde transport of the RB into the somas of midbrain DA neurons, we waited
for an adequate time to perform the electrophysiology experiments, depending on the injection zone: 3 weeks after injection into the
NAc and 2 weeks after injection into the Amg.

Intracranial infusion

Bilateral guide cannulas (Bilaney) were implanted in the VTA (bregma 3.1 mm, lateral 0.5 mm, ventral 4.3 mm) of WT mice under anes-
thesia 1 week before the EOM experiment, in order to enable local infusion of drugs. Before each experiment session a double in-
jection cannula (4.5 mm length, 1 mm interval) was inserted into the implanted bilateral guide cannulas (length under pedestal
4.0 mm), 0.5 mm beyond the tip of the guide cannulas. The day of the experiment, the cannulas were connected to a multi-syringe
pump (Univentor) allowing saline or nicotine (100 ng) injection over 1 minute (injected volume of 100 nL).

Virus injection and optogenetic experiments

For lentiviral re-expression of the B2 subunit, we performed bilateral injections of 1L of PGK-B2-IRES-GFP (B2~/~Vec mice) or sham
PGK-IRES-GFP into the VTA of 2=/~ mice (coordinates from bregma 3.1 mm, lateral 0.5 mm, ventral 4.5 mm).
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To perform DA neuron-specific optogenetic experiments, intracranial (IC) injections were performed bilaterally into the VTA
(bregma 3.1 mm, lateral 0.5 mm, ventral 4.5 mm) of 8-week-old DAT-Cre mice, in which Cre recombinase expression is restricted
to DA neurons without disrupting endogenous dopamine transporter (DAT) expression (Turiault et al., 2007; Zhuang et al., 2005),
with 0.5 pL of AAV per hemisphere (AAV5.EF1¢.DIO.CatCh.YFP 2.46e'2 or 6.53e'® vg/mL used in the BLA and AAV9.EF14.DIO.h-
ChR2.YFP 9.59e'® vg/mL used in the NAcLSh, AAV5.CAG-Flex-Jaws-eGFP 1.16e'® vg/mL, AAV5.EF14.DIO.YFP 6.89¢'® or
9.10e'® vg/mL). A double-floxed inverse open reading frame (DIO) allowed restraining to VTA DA neurons the expression of CatCh,
a channelrhodopsin mutant with enhanced light sensitivity and Ca* permeability (Kleinlogel et al., 2011) for activation, or Jaws a red-
shifted cruxhalorhodopsin Jaws (Chuong et al., 2014) for inhibition (Figure S9). Optical fibers (200 um core, NA = 0.39, Thor Labs)
coupled to a zirconia ferule (1.25 mm) were implanted bilaterally in the different target sites of the VTA (coordinates for BLA implan-
tation: bregma —1.6 mm, lateral 3.18 mm, ventral 4.5 mm) (coordinates for NAcLSh implantation: bregma 1.5 mm, lateral 1.75 mm,
ventral 3.90 mm), and fixed to the skull with dental cement (SuperBond, Sun medical). An ultra-high-power LED (470 nm for Catch,
520 nm for Jaws, Prizmatix) coupled to a patch cord (500 um core, NA = 0.5, Prizmatix) was used for optical stimulation (output in-
tensity of 10 mW, frequency of 10 Hz, 5 ms-pulse for CatCh, continuous stimulation at 520 nm for Jaws).

To perform non-conditional expression in different subnuclei of the amygdala (Amg), an AAV2-CAG-Jaws-GFP (1.45 e'2 ng/uL) or
AAV2-7m8-CAG-GFP (5.70 e'2 ng/uL) were injected bilaterally into the VTA (same coordinates as previously indicated) of distinct
groups of 8-week-old WT mice. Optical fibers were bilaterally implanted in those mice either in the basolateral amygdala (BLA:
bregma —1.6 mm, lateral 3.18 mm, ventral 4.5 mm) or in the central amygdala (CeA: bregma —0.78 mm, lateral 2.3 mm,
ventral 4.8 mm).

To perform non-conditional expression in the NAc medial shell (NAcMSh), a AAV5.hSyn.hChR2(H134R).eYFP (2.4e'®) or AAV5.h-
syn.Jaws.KGC.GFP.ER2 (1.3e'®) or AAV5.hSyn.eGFP.WPRE.bGH (2.2¢'%) was injected bilaterally in the VTA of distinct groups of
8 week-old WT male mice. Optical fibers were bilaterally implanted in those mice in the NAcMSh with 12° angle (NAcMSh: bregma
1.5 mm, lateral 1.5 mm, ventral 4.5 mm).

All experiments were conducted at least 4 weeks after viral injection, to enable expression of the different constructs. The optical
stimulation cable was plugged onto the ferule during all experimental sessions when on purpose, to habituate the animals and control
for latent experimental effects.

Fiber photometry experiments

8-week-old WT mice were injected with 0.5 pl of AAV-hSyn-GRABpaom (1.23e'* vg/mL) in the BLA (bregma —1.61 mm, lateral
3.18 mm, ventral 4.7 mm) or NAcLSh (bregma 1.5 mm, lateral 1.55 mm, ventral 3.95 mm). Optical fibers (200 um core, NA = 0.39,
Thor Labs) coupled to a stainless-steel ferule (1.25 mm) were implanted after virus injection at the same coordinates, and fixed to
the skull with dental cement (SuperBond, Sun medical). Two weeks after surgeries, animals begin a habituation period to the plastic
cylinder used for photometry recordings.

Before the measurements, the animals were implanted in one of the tail veins with a catheter (30G needle connected to PE10
tubing). Venous return and the absence of tail swelling after a saline injection ensured a good positioning of the catheter, which
was then glued and taped to the animal’s tail. During awakening, the mouse was placed into a 7 cm-diameter plastic cylinder
from which its tail can protrudes on the outside via a hole (see schematic on Figure S2B).

Fluorescence measurements of DA levels in the NAcLSh and BLA were recorded using a Doric Lenses 1-site 2-color fiber photom-
etry system. The fiber photometry console was connected to the LED driver to control connectorized LED in Lock-in mode (CLED
465 nm modulated at 220.537 Hz) that was connected to its port on the Mini Cube (FMC4_AE(405)_E(460-490)_F(500-550)_S)
through an optic patch cord (MFP_200/220/LWMJ-0.37_1m_FC-FC_T0.20). Light stimulation and recorded fluorescence were trans-
mitted through an optical fiber (FT400EMT, 400 um core, NA = 0.39, Thorlabs) connected both to the animal’s implanted optical fiber
via a zirconia sleeve and to the sample (S) port on the Mini Cube. Finally, the photoreceiver converting recorded light to electrical
signals (AC Low setting, New Focus 2151 Visible Femtowatt Photoreceiver, New Focus, San Jose, CA, USA) was connected to
the Mini Cube through an optic path cord (600 um core, NA = 0.48, FC-FC, Doric Lenses) fitted on a fiber optic adaptor (Doric Lenses)
and to the fiber photometry console. Signal was acquired through Doric Neuroscience Studio software (version 5.2.2.5) with a sam-
pling rate of 12.0 kS/s (kilosamples per second) and a low-pass filter with a cutoff frequency of 12.0 Hz.

We assessed changes in DA levels in NAcLSh or BLA in response to saline or nicotine injection in the tail vein of the animal. After
catheter implantation, the animal recovers in the plastic cylinder for 30 min. We then started to record after at least 3 min baseline,
5 min after saline injection, 15 min after 30 png/kg or 60 pug/kg nicotine injection. After the session, mice were re-anesthetized to care-
fully remove the catheter and were allowed to rest for one day before the next recording session.

In vivo electrophysiology on anesthetized mice

Mice were deeply anesthetized with an IP injection of chloral hydrate (8%), 400 mg/kg, supplemented as required to maintain optimal
anesthesia throughout the experiment. The scalp was opened and a hole was drilled in the skull above the location of the VTA. Intra-
venous administration of saline or nicotine (30ng/kg) was carried out through a catheter (30G needle connected to polyethylene
tubing PE10) connected to a Hamilton syringe, into the saphenous vein of the animal. For multiple doses of nicotine, mice received
first a dose of 30 png/kg and then one to four subsequent injections of nicotine at different doses, either 10, 15, 60 and/or 90 pg/kg
(pseudo-randomly administrated). Extracellular recording electrodes were constructed from 1.5 mm outer diameter / 1.17 mm inner
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diameter borosilicate glass tubing (Harvard Apparatus) using a vertical electrode puller (Narishige). The tip was broken straight and
clean under microscopic control to obtain a diameter of about 1 um. The electrodes were filled with a 0.5% NaCl solution containing
1.5% of neurobiotin® tracer (VECTOR laboratories) yielding impedances of 6-9 MQ. Electrical signals were amplified by a high-
impedance amplifier (Axon Instruments) and monitored audibly through an audio monitor (A.M. Systems Inc.). The signal was digi-
tized, sampled at 25 kHz, and recorded on a computer using Spike2 software (Cambridge Electronic Design) for later analysis. The
electrophysiological activity was sampled in the central region of the VTA (coordinates: between 3.1 to 4 mm posterior to bregma, 0.3
to 0.7 mm lateral to midline, and 4 to 4.8 mm below brain surface). Individual electrode tracks were separated from one another by at
least 0.1 mm in the horizontal plane. Spontaneously active DA neurons were identified based on previously established electrophys-
iological criteria (Grace and Bunney, 1984b; 1984a; Ungless and Grace, 2012).

After recording, nicotine-responsive cells were labeled by electroporation of their membrane: successive currents squares were
applied until the membrane breakage, to fill the cell soma with neurobiotin contained into the glass pipet (Pinault 1996). To be able to
establish correspondence between neurons responses and their localization in the VTA, we labeled one type of response per mouse:
solely activated neurons or solely inhibited neurons, with a limited number of cells per brain (1 to 4 neurons maximum, 2 by hemi-
sphere), always with the same concern of localization of neurons in the VTA.

In vivo electrophysiology on freely moving animals
Micro-drive and electrodes
Hand-made poly-electrodes (bundle of 8 electrodes: “octrodes”) were obtained by twisting eight polyimide-insulated 17 um Nickel-
Chrome wires (A-M SYSTEMS, USA). The use of eight channels relatively close to each other allows for a better discrimination of the
different neurons. Before implantation and recording, the octrodes were cut at suitable length and plated with a solution of platinum
(platinum black plating solution, Neuralynx; Bozeman, USA) and poly-ethylene glycol (1 mg/mL) (25% platinum - 75% PEG) to lower
theirimpedance to 200-500 kOhms and improve the signal-to-noise ratio. The free ends of 2 octrodes were connected to the holes of
an EIB-18 (electrode interface board, Neuralynx) and fixed with pins. We designed and manufactured a micro-drive system (home-
made 3D conception and printing) consisting of a frame on which is mounted the EIB, and a platform on which are glued the 2 octr-
odes. Using a driving screw, we were able to slide the platform up and down within the frame, allowing to move through the VTA
during chronic recordings in order to sample neuronal populations.
Micro-drive implantation
After anesthetic procedure, the cranial bone of the mouse was exposed by a midline incision of the scalp. The skull was drilled and
recording electrodes were placed just above the VTA (bregma - 3.2 + 0.1 mm, lateral 0.5 + 0.1 mm, ventral 4.1 + 0.1 mm from the brain
surface) (Paxinos and Franklin, 2004). A small amount of petroleum jelly (Vaseline) was applied on top the hole and around the re-
cordings electrodes to prevent clotting and facilitate sliding for the following weeks. Monopolar ground electrodes were laid over
the cortical layer of the cerebellum, cemented to the skull with SuperBond (Sun Medical) and pinned on the EIB during surgery.
SuperBond and dental acrylic cement were then used to fix the micro-drive to the skull for chronic recordings. The scalp was stitched
and buprenorphine was injected subcutaneously to facilitate awakening. Animals recovered until regaining pre-surgery body weight,
for at least one week.
Neuronal recordings and characterization of DA neurons
Recordings of extracellular potentials were performed using a digital acquisition system (Digital Lynx SX; Neuralynx) together with the
Cheetah software. Signals from each wire were band-pass-filtered between 600 and 6000 Hz for multi-unit recordings at 32 kHz sam-
pling. Spikes sorting and clustering were performed using SpikeSort3D (Neuralynx), and validation of clusters was done with custom-
written Python routines based on activity and waveform criteria as well as auto- and cross-correlograms. From the starting position
after surgery (around 4.10 mm), electrodes were lowered (75 pm steps) every other day to sample as many neurons as possible until a
depth of 5.0 mm was reached. The electrophysiological characteristics of VTA neurons were assessed each time an active cell was
encountered. Extracellular identification of putative DA neurons (pDAn) was based on their location as well as on a set of unique elec-
trophysiological properties that characterize these cells in vivo: (1) a typical triphasic action potential with a marked negative deflec-
tion; (2) a characteristic long duration (> 2.0 ms) action potential; (3) an action potential width from start to negative trough > 1.1 ms; (4)
a slow firing rate (1-10 Hz) with a regular single spiking pattern and occasional short bursting activity. Putative GABA neurons were
characterized by a characteristic short duration of action potential from start to negative trough (< 1.0 ms), and a high firing rate (>
12Hz). D2 receptor (D2R) pharmacology was also used to confirm DA neuron identification: after a baseline (10 min) and a saline
(5 min) IP injection, 0.2 mL of quinpirole (1 mg/kg, D2R agonist) was injected (10 min recording), followed by 0.2 mL-eticlopride
(1 mg/kg, D2R antagonist) injection (10 min recording). Since most DA, but not GABA neurons, express inhibitory D2 auto-receptors,
neurons were considered as pDAn, if quinpirole induced at least 30% decrease in their firing rate, while eticlopride restored firing
above the baseline. Nevertheless, as continuous D2 pharmacology could have affected DA neurons firing, we allowed mice to
recover two days after this experiment and we did not test all encountered pDAn. We thus performed pharmacological confirmation
when first encountering a pDA neuron in a given mouse or at the end of the week if at least one putative neuron was present. Neurons
were considered DA only if they responded to the pharmacology, or if they presented electrophysiological characteristics defined
above and were recorded between two positive pharmacological experiments.

We assessed the pDAnN responses to nicotine injection in the tail vein of the animal (catheter implantation presented above see
Fiber photometry section, Figure S2B). We let the animal recover after catheter implantation and habituate to the plastic cylinder
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for 30 min, and then started to record VTA neurons. For each session, we recorded 7 min of baseline, 7 min after saline injection,
15 min after 30 pg/kg nicotine injection and 20 min after 60 png/kg nicotine injection. After the session, mice were re-anesthetized
to carefully remove the catheter and were allowed to rest for one day before the next recording session. The screw was turned to
lower the octrodes into the VTA and try to sample new pDAn within the following days.

Ex vivo patch-clamp recordings

For a functional verification of CatCh or Jaws expression, AAV5.EF14.DIO.CatCh.YFP or AAV5.EF14.DIO.Jaws.eGFP virus was in-
jected into 7 to 9-week-old male DAT°"E mice. For the characterization of NAc-projecting and Amg-projecting neurons, green retro-
bead tracers (Lumafluor) were injected into 7-9 week old male WT mice. After 4 weeks (for DAT-Cre mice) or 2 weeks (for WT mice),
mice were deeply anesthetized by an intraperitoneal injection of a mix of ketamine (150 mg/kg Imalgene® 1000, Merial) and xylazine
(60 mg/kg, Rompun® 2%, Bayer). Coronal midbrain sections (250 pm) were sliced with a Compresstome (VF-200, Precisionary In-
struments) after intracardial perfusion of cold (4°C) sucrose-based artificial cerebrospinal fluid (SB-aCSF) containing (in mM): 125
NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH,POy4, 5.9 MgCl,, 26 NaHCOg, 25 sucrose, 2.5 glucose, 1 kynurenate (pH 7.2, 325 mOsm). After 10 to 60 mi-
nutes at 35°C for recovery, slices were transferred into oxygenated artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing (in mM): 125 NaCl,
2.5KCl, 1.25 NaH,PO4, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 26 NaHCO3, 15 sucrose, 10 glucose (pH 7.2, 325 mOsm) at room temperature for the rest of
the day, and individually transferred to a recording chamber continuously perfused at 2 mL/minute with oxygenated aCSF. Patch
pipettes (4-8 MQ) were pulled from thin wall borosilicate glass (G150TF-3, Warner Instruments) with a micropipette puller (P-87, Sut-
ter Instruments, Novato, CA) and filled with a potassium gluconate-based intracellular solution containing (in mM): 116 K-gluconate,
20 HEPES, 0.5 EGTA, 6 KClI, 2 NaCl, 4 ATP, 0.3 GTP, and biocytin 2 mg/mL (pH adjusted to 7.2). Neurons were visualized using an
upright microscope coupled with a Dodt contrast lens, and illuminated with a white light source (Scientifica). A 460 nm LED (pE-2,
Cooled) was used for visualizing GFP-, YFP- or RB-containing cells (using a bandpass filter cube, AHF). Whole-cell recordings
were performed with a patch-clamp amplifier (Axoclamp 200B, Molecular Devices) connected to a Digidata (1550 LowNoise acqui-
sition system, Molecular Devices). Signals were low-pass filtered (Bessel, 2 kHz) and collected at 10 kHz using the data acquisition
software pClamp 10.5 (Molecular Devices). Optical stimulation was applied through the microscope with two LEDs (460 nm and
525 nm, pE-2, CoolLED). To characterize CatCh expression, a 1 s continuous photostimulation was used to evoke currents in
voltage-clamp mode (—60 mV), and a 10 Hz - 5 ms/pulse photostimulation was used to drive neuronal firing in current-clamp
mode. Regarding Jaws expression, continuous photostimulation (20 s) was used in current-clamp (—60 mV). To record nicotinic cur-
rents from RB+ DA neurons of the VTA, local puffs (500 ms) of nicotine tartrate (100 uM in aCSF) were applied with a glass pipette (2-
3 um diameter) positioned 20 to 30 um away from the soma and connected to a picospritzer (World Precision Instruments, adjusted to
~2 psi). All electrophysiological recordings were extracted using Clampfit (Molecular Devices) and analyzed with R.

Immunostaining

After euthanasia, brains were rapidly removed and fixed in 4% paraformaldehyde. After a period of at least three days of fixation at
4°C, serial 60-pm sections were cut from the midbrain with a vibratome. Immunostaining experiments were performed as follows:
free-floating VTA brain sections were incubated for 1 hour at 4°C in a blocking solution of phosphate-buffered saline (PBS) con-
taining 3% bovine serum albumin (BSA, Sigma; A4503) (vol/vol) and 0.2% Triton X-100 (vol/vol), and then incubated overnight at
4°C with a mouse anti-tyrosine hydroxylase antibody (anti-TH, Sigma, T1299) and a chicken anti-GFP antibody (Life technologies
Molecular Probes, A-6455), both at 1:500 dilution, in PBS containing 1.5% BSA and 0.2% Triton X-100. The following day, sec-
tions were rinsed with PBS, and then incubated for 3 hours at 22-25°C with Cy3-conjugated anti-mouse and Alexa488-conjugated
anti-chicken secondary antibodies (Jackson ImmunoResearch, 715-165-150 and 711-225-152) at 1:500 and 1:1000 dilution in a
solution of 1.5% BSA in PBS, respectively. After three rinses in PBS, slices were wet-mounted using Prolong Gold Antifade Re-
agent (Invitrogen, P36930). Microscopy was carried out with a fluorescent microscope, and images captured using a camera and
analyzed with ImageJ.

In the case of electrophysiological recordings, the recorded neurons were identified by immunohisto-fluorescence as described
above, with the addition of 1:200 AMCA-conjugated streptavidin (Jackson ImmunoResearch) in the solution. Immunoreactivity for
both TH and neurobiotin (NB) allowed us to confirm the neurochemical phenotype of DA neurons in the VTA (TH+ NB+).

In the case of optogenetic experiments on DAT®RE mice, identification of the transfected neurons by immunofluorescence was
performed as described above, with the addition of chicken-anti-GFP primary antibody (1:500, ab13970, Abcam) in the solution.
A goat-anti-chicken AlexaFluor 488 (1:500, Life Technologies) was then used as secondary antibody. Immunoreactivity for TH,
GFP and neurobiotin/biocytin allowed us to confirm the neurochemical phenotype of DA neurons in the VTA (TH+ NB+) and the trans-
fection success (GFP+).

Image acquisition

For immunofluorescence pictures, all slices were imaged by acquisition on a Leica DMR epi-fluorescent microscope, under identical
conditions of magnification, illumination and exposure (using photometrics coolsnap camera). Images were captured in gray level
using MetaView software (Universal Imaging Corporation, Ropper Scientific, France) and colored post-acquisition on ImageJ
software.
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Elevated O-maze test

All behavioral tests were conducted during the light period of the animal cycle (between 1:00 and 7:00PM). The raw data for behav-
ioral experiments were acquired as the time spent by animals in the different zones of the environments. Animals were detected in
their body center with a 2D USB camera, connected to the Anymaze software for acquisition.

The elevated O-maze (EOM) apparatus consists of two open (stressful) and two enclosed (protecting) elevated arms that together
form a zero or circle (diameter of 50 cm, height of 58 cm, 10 cm-wide circular platform). The time spent in exploring enclosed versus
open arms indicates the anxiety level of the animal. The first EOM experiment assessed the effect of an IP injection of Nic (0.5 mg/kg)
on WT mice. The test lasts 10 minutes: mice are injected 1 minute before the test, and then put in the EOM for 9 minutes. In the second
EOM experiment, mice received an IC infusion of Nic (100 ng/infusion) over 1 minute before the 9-minute test. Finally, optogenetic
EOM experiments consisted in 15 minute-test, alternating 5 minute-periods of stimulation and non-stimulation (OFF-ON-OFF). For
“rescue” experiment in EOM, nicotine was injected IP to the mice with the same protocol as described above, the test lasted for
9 minutes with continuous stimulation along the test (continuous for inhibition and 10Hz for activation).

Real-time place preference test

The real-time place preference (RTPP) protocols were performed in a Y-maze apparatus (Imetronic, Pessac, France), using only two
arms of the Y-maze as two distinct compartments (the third arm was closed by a door and not available to the animal). The chamber in
between is an equilateral triangle (side of 11 cm) used as a neutral compartment, where the animal was never photo-stimulated. Each
arm of the maze measures 25 cm X 12 cm. The first arm displays black and white stripes with smooth walls and floor, whereas the
other arm displays uniform-gray rough walls and floor. Choices of the compartment where the animals will be stimulated were coun-
terbalanced across animals in the same test and YFP-control groups.

The RTPP test consisted of a 20 minute-session where animals can freely navigate between the compartments but are photo-stim-
ulated only in one of the two compartments.

Implanted animals were connected with a bilateral fiber (diameter of 400 um, NA = 0.39, Thorlabs) attached to a rotor connecting
the 470 nm-LED or 520 nm-LED (Prizmatix) with a fiber of diameter 500 um and NA = 0.5 (Thorlabs). LED output was controlled using a
Master-8 pulse stimulator (A.M.P.I., Jerus) which delivered a discontinuous stimulation of 5-ms light flashes at 10 Hz frequency and
470 nm wavelength (for CatCh experiments), or a continuous stimulation at 520 nm (for Jaws experiments). Naive mice were con-
nected and placed at the center of the neutral compartment before starting the recording. The time spent in the neutral compartment
was not taken into account in the result. The results are presented as preference score which is the difference of time spent between
the stimulated compartment over the “non-stimulated” compartment.

Open field paradigm

The open field (OF) is a square enclosure of 50 cm x 50 cm where animals can move freely. Animal displacements were quantified by
comparing the time spent in the center versus the periphery of the square. When nicotine was injected to WT mice in the OF test (IP
injection of nicotine tartrate at 0.5 mg/kg, 0.1 mL/10 g, 1 minute before the test), animals were placed in the center of the OF for a 9-
minute test duration, freely moving inside the enclosure. Regarding the optogenetic experiments conducted in the OF, animals were
placed in the maze for 15 minutes, while alternating between OFF, ON and OFF optical stimulations periods of 5 minutes each.

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Measurements of neuronal activity

Timestamps of action potentials were extracted in Spike 2 and analyzed using R, a language and environment for statistical
computing (http://www.r-project.org). Spontaneous activity of DA cell firing in vivo was analyzed with respect to the average firing
frequency (in Hz) and the percentage of spikes-within-burst (% SWB = number of spikes within burst divided by total number of spikes
in a given window). Neuronal basal activity was defined on at least three-minute recording. To determine whether the spontaneous
activity of VTA DA neurons could predict their responses to nicotine injection (activation or inhibition), we analyzed 4 variables that
characterize the firing patterns: the mean firing frequency, the coefficient of variation of the firing frequency estimated on sliding win-
dows, the %SWB and the burs event frequency. For multiple logistic regression, gim function (R 4.0, with binomial family) was used
for fitting and predict.glm function wad used to obtain prediction.

Method for classifying VTA DA neurons subpopulations in response to nicotine injection

Subpopulations of DA neurons were automatically classified using variation of firing frequency and the following routine: First, we
calculated the maximal variation from the baseline per neuron, within the first 3 (for anesthetized animals) or 5 minutes (for freely-mov-
ing mice) following injection. We then used a bootstrapping method (see below) to exclude non-responding neurons. Two neurons
included in Figure 1B (n = 245) did not show statistical variations after nicotine injections and were thus removed from the rest of the
study. Neurons displaying an increase in firing frequency (Af > 0) were defined as ‘“Nic+,” while neurons displaying a decrease in firing
frequency (Af < 0) were defined as “Nic-.” For the dose-response curve, neurons were classified as Nic+ or Nic- based on their
response to a nicotine dose of 30 ng/kg or higher. For saline injections, only nicotine-responsive neurons were considered, and
the polarity of the variation was defined based on the response to nicotine (i.e., in Nic+ neurons, we consider that saline increases
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activity). In 2 ~/~ mice, VTA DA neurons did not show a clear change in firing rate after nicotine injection. In B2Vec mice, lentivirus-
mediated expression of 2 is most likely heterogenous within the VTA, hence not all recorded cells are expected to respond to nico-
tine. In 27/~ and B2Vec mice, we thus divided populations of neurons using the threshold criteria (Af < 0 or > 0) and evaluated the
impact of re-expression without using the bootstrapping method (Figures 3B and S8A-S8D). Responding neurons (boostrapping at
2%) are shown in Figures S8E and S8F. Overalll, for 2=/~ mice, only 22/46 neurons (47%) showed a response (bootstrapping at 2%),
while for B2vec mice this ratio increased to 65/90 (72%).

Quantification of neuronal responses to nicotine injection

Firing frequency was quantified on overlapping 60 s windows shifted by 15 s time steps (except for Figure S1, in which windows are
shifted by 1 s steps). For each neuron, the firing frequency was rescaled as a percentage of its baseline value averaged during 3 mi-
nutes before nicotine injection. The responses to nicotine are thus presented as a percentage of variation from baseline (mean +
SEM). The effect of nicotine was assessed by comparing the maximum of firing frequency variation induced by nicotine and saline
injection. For activated (respectively inhibited) neurons, the maximal (respectively minimal) value of firing frequency was measured
within the response period (3 to 5 minutes) that followed nicotine or saline injection. The results are presented as mean + SEM of the
difference of maximum variation after nicotine or saline. The mean responses to nicotine injections for recordings in freely moving
mice, both for inhibited and activated groups, pooled 7 responses at 30 ng/kg Nic and one response at 60 pug/kg. Neurons that signif-
icantly responded to nicotine injections were identified by bootstrapping. Baseline spike intervals were randomly shuffled 1000 times.
Firing frequency was estimated on 60 s time windows, with 15 s time steps. For each neuron we determined the percentile from the
shuffled data corresponding to the nicotine-evoked response (max or min frequency after nicotine injection). Neurons were individ-
ually considered as responsive to nicotine injection if this percentile is > 0.98 or < 0.02.

Quantification of juxtacellularly labeled neurons

A total number of 245 neurons were recorded and labeled for Figure 1. Those 245 neurons were used in Figure 1B. Two non-respond-
ing neurons were removed, so 243 neurons were used for Figures 1C, 1D, and 1G. Among them, 101 neurons were shown in Figures
2B and 2E, with 49 neurons labeled in NAc-RB injected mice and 52 in Amg-RB injected mice. The locations of the labeled neurons
were manually placed on sections of the Paxinos atlas georeferenced in a 2D grid using Adobe lllustrator rules. The medio-lateral and
dorso-ventral coordinates of the location of each neuron were extracted from the grid pattern and the antero-posterior coordinates
were estimated from the section of the Paxinos atlas on which the neurons were placed. These three coordinates were used to make
density histograms of location for nicotine-activated and nicotine-inhibited DA neurons or NAc-projecting and Amg-projecting DA
neurons.

Quantification of fluorescence

Data from fiber photometry experiments were first down-sampled by a 100-factor using custom MATLAB routine. Down-sampled
data were then further analyzed on R software. First, we subtracted the mean value of “autofluorescence” (signal acquired after
each recording with the same parameters, but without the optic fiber attached to the mouse) to the signal. We then fitted an expo-
nential to this signal and subtracted it before adding an offset equal to the mean of the signal before detrending to account for the slow
decay of the signal due to bleaching during recording. We defined a baseline fluorescence value (FO) as the mean fluorescence of the
signal during 120 s before injection time, for each injection (saline and nicotine) individually. We then calculated normalized variation
in fluorescence (AF/F) as (F-F0)/FO for each injection. The analysis was carried out by averaging each AF/F obtained for each con-
dition (all saline or nicotine injections done in NAcLSh implanted mice, same for saline or nicotine in BLA animals) and mean data were
smoothed using a normal kernel.fit (bandwidth = 120). All Nic responses (n = 7) for BLA implantation were done at 30 ng/kg recorded
in 6 different animals. For NAcLSh implantation, 6 animals received Nic injection at 30 or 60 ng/kg (n = 8, mean fluorescence pooled 2
injections at 60 ug/kg and 6 injections at 30 ug/kg). For each injection (saline and nicotine), peak fluorescence (maximum and min-
imum of AF/F for NAcLSh and BLA implanted mice respectively) were detected within a 100 s window after injection. For each paired
injection, we calculated the difference in peak fluorescence between nicotine and saline.

Statistics: figure by figure

All statistical analyses were done using the R software with home-made routines. Results are plotted as mean + SEM. The total num-
ber (n) of observations in each group and the statistical tests used for comparisons between groups or within groups are indicated on
the figures directly or in the figure legends. Comparisons between means were performed with parametric tests as Student’s t test, or
two-way ANOVA for comparing two groups when parameters followed a normal distribution (Shapiro-Wilk normality test with p >
0.05), or Wilcoxon non-parametric test as when the distribution was skewed. Holm’s sequential Bonferroni post hoc analysis was
applied, when necessary. Statistical significance was set at p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), or p < 0.001 (***), or p > 0.05 was considered
not to be statistically significant.

Figure 1: Kolmogorov-Smirnov test was used to compare the responses of VTA DA neurons to saline or nicotine injection. Wilcoxon
test was used to demonstrate a significant increase or decrease of firing frequency induced by nicotine injection compared to saline
injection (B). Wilcoxon test was used to compare the firing frequency before and after nicotine or saline injection. Wilcoxon test was
used to compare the firing frequency variation induced by nicotine or saline injection. (D). One-way ANOVA was used to demonstrate
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a dose-effect of nicotine on activated or inhibited DA neurons (E). Wilcoxon test was used to compare coordinates of nicotine-in-
hibited and nicotine-activated recorded neurons (G).

Figure 2: Wilcoxon test was used to compare the firing frequency before and after nicotine in RB+ and RB- DA neurons. Wilcoxon
test was used to compare firing frequency variations induced by nicotine in RB+ and RB- DA neurons (C-F). Kolmogorov-Smirnov
test was used to compare the responses of NAc-projecting and Amg-projecting DA neurons to nicotine injection (G). Paired Student’s
t test was used to compare the peak of fluorescence induced by saline and nicotine injection in NAcLSh or BLA. Student’s t test was
used to compare the difference in AF/F (Nicotine — Saline) between NAcLSh and BLA (l).

Figure 3: For behavior (A-C), over time effect of nicotine or saline injection (IP and IC) on the time spent by the mice in the open arms
of the EOM was first tested with one-way repeated-measures ANOVA for each group of mice (shown in Figures S7A, S7D, and S7G).
Two-way repeated-measures ANOVA (time/treatment or time/genotype) were used to compare the difference between the groups.
In case of significant interaction effect between factors, Wilcoxon or Student’s t test with Holm’s sequential Bonferroni corrections
were used for intra-group and inter-group post hoc analysis (as indicated in the figure). For electrophysiology (B), Kolmogorov-Smir-
nov test was used to compare responses to nicotine of DA neurons in B2/~ mice and 2~/ ~Vec mice. Wilcoxon tests with Bonferroni
corrections are used to demonstrate a significant increase or decrease of firing frequency induced by IV nicotine injection in 2=/~ Vec
mice compared to saline and nicotine injections in B2/~ mice.

Figure 4 and 5: For EOM experiments (A-B), effect of light was first tested with one-way repeated-measures ANOVA for each group
of mice (shown in Figures S11A, S11B, S13A, and S13B). Two-way repeated-measures ANOVA (time/opsin) were used to compare
the difference between the groups. In case of a significant interaction effect between factors, Wilcoxon or Student’s t test with Holm’s
sequential Bonferroni corrections were used for intra-group and inter-group post hoc analysis (as indicated in the figure). For EOM
experiment under nicotine (C), over time effect of nicotine injection on the time spent by the mice in the EOM open arms was first
tested with one-way repeated-measures ANOVA for each group. Two-way repeated-measures ANOVA (time/opsin) were used to
compare the difference between the groups. In case of a significant interaction effect between factors, Wilcoxon or Student’s t
test with Bonferroni corrections were used for intra-group and inter-group post hoc analysis (as indicated in the figure). For RTPP
experiments (D), preference scores between groups were compared with Student’s t test.

Figure S2: Wilcoxon test was used to compare spontaneous activity of nicotine-inhibited and nicotine-activated recorded neu-
rons (C).

Figure S4: Wilcoxon test was used to compare coordinates of NAc- and Amg-projecting neurons (E). Wilcoxon test was used to
compare spontaneous activity of NAc- and Amg- projecting DA neurons (F).

Figure S5: Wilcoxon test was used to compare firing frequencies before and after nicotine in RB+ and RB- DA neurons. Wilcoxon
test was used to compare firing frequency variations induced by nicotine in RB+ and RB- DA neurons (D/H).

Figure S6: Two-way repeated-measures ANOVA (current, phenotype) was used to compare neuronal excitability (D). Wilcoxon test
was used to compare nicotine-evoked currents (F).

Figure S7: Two-way repeated-measures ANOVA (time, treatment) was used to compare the distance traveled by mice in the OF
after nicotine or saline injection (A). One-way repeated-measures ANOVA were used to test the overtime effect of saline or nicotine
intraperitoneal injection, or intracranial infusion, or the time spent by mice in the open arms of the EOM. Two-way repeated-measures
ANOVA (time, treatment) was used to compare number of entries in the open arms of the EOM after saline or nicotine injection (A, D,
G). Two-way repeated-measures ANOVA (time, genotype) was used to compare the time spent and the number of entries in the EOM
open arms after nicotine injection between groups (A-D-F-G). In case of a significant interaction effect between factors, Wilcoxon or
Student’s t test with Holm’s sequential Bonferroni corrections were used for intra-group and inter-group post hoc analysis.

Figure S8: Kolmogorov-Smirnov test was used to compare the responses of VTA DA neurons to saline or nicotine injection in B2/~
(A) and B2~/~Vec mice (C). Wilcoxon test was used to compare firing frequency before and after nicotine or saline injection. Wilcoxon
test was used to compare firing frequency variation induced by nicotine or saline injection in p2~/~ (B-G-F) and p2~~Vec mice (D-
G-F).

Figure S11 and S13: For anxiety measurements, one-way repeated-measures ANOVA were used to test the light effect on the time
spent in the open arms of the EOM. Two-way repeated-measures ANOVA were used to compare the stimulation effect depending on
the position of the animal (closed arms or open arms) at the onset of the light and the number of entries in the open arms of the EOM
between groups (A-B). For locomotor activity, two-way repeated-measures ANOVA (time, opsin) were used to compare the differ-
ence of light effect on the distance traveled by the mice between the groups (C). In case of a significant interaction effect between
factors, Wilcoxon or Student’s t test with Holm’s sequential Bonferroni corrections were used for intra-group and inter-group post
hoc analysis (as indicated in the figure).

Figure S12: EOM experiments (C-D) and locomotor activity (E-F) were analyzed as previously described for Figure S9.

Figure S14: For EOM experiments, the time spent in the open arms (cf. Figure 3), and the number of entries were analyzed as pre-
viously described (cf. Figure S11). Locomotor activity was analyzed as previously described in Figure S11. For RTPP experiments (E),
preference scores between groups were compared with Student’s t test.
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Figure S1: Paired responses to saline and nicotine injections of in vivo recorded DA neurons in
anesthetized mice. Related to Figure 1.

Responses of VTA DA neurons to saline (left) and nicotine (right) injections. Responses are rank ordered
based on the response to nicotine, from the most inhibited (below) to the most excited (above). Left: Colored
scale of amplitude responses. Right. Examples of individual responses to nicotine (10 neurons), horizontal
dotted lines indicate 0, vertical dotted lines the nicotine injections.
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Figure S2: In vivo recordings of DA neurons: anesthetized and freely moving experiments. Related to
Figure 1.

(A) From left to right: Picture of the micro-drive (upside-down view). Schematic of micro-drive implantation for
in vivo recordings of freely moving mice. Histological slice showing tetrode implantation in the VTA. (B) Left:
Schematic of the plastic cylinder used for IV nicotine injection into the tail vein during tetrode and fiber
photometry recordings in freely moving animals. Right: Example of one multi-channel recording of three VTA
neurons (color-coded after clustering on all channels, top). GABAergic neurons are in green and blue and a
putative DA neuron is in red. DA neurons are characterized by electrophysiological criteria (firing frequency,
bursting activity, regularity of firing and large refractory period as seen in the auto-correlogram, bottom) and
their response to Quinpirole/Eticlopride (D2R selective agonist and antagonist respectively, bottom right). (C)
Analysis of the spontaneous activity of NB-labeled DA neurons that were either activated (red) or inhibited
(blue) by the nicotine injection. Top: Basal firing rates and percentage of spikes-within-burst (%SWB) between
activated and inhibited neurons were not statistically different (Wilcoxon test p =0.051 and p = 0.064). Bottom:
Interval between SWB (in ms) as a function of the length of the burst (from two to seven action potentials).
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Figure S3: Localization of in vivo labeled DA neurons on anesthetized mice. Related to Figure 1.
Localization of VTA DA neurons labeled in vivo after juxtacellular recordings on anesthetized animals.
Neurons are color-coded according to their responses to nicotine injection (activated in red, n = 155 and
inhibited in blue, n = 88), and positioned according to the antero-posterior axis on the Paxinos atlas from
Bregma -2.8 to -3.8 mm.
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Figure S4: Retrobead injections into the NAc and Amg. Related to Figure 2.

(A, C) Examples of retrograde tracer (retrobeads RB, in yellow) injected in all of the NAc (A) and Amg sites
(C), reported onto different Paxinos atlas slices. (B, D) Representative immunofluorescence images of VTA
slices (TH+, red) revealing neurons containing RB (RB+, green), after RB injection into the NAc (B) or into
the Amg (D). (E) Left: A Paxinos atlas slice at 3.3 mm from bregma, onto which neurobiotin-filled cell bodies
of all recorded neurons from RB-injected mice were positioned (NAc-projecting neurons n = 30, gold and
Amg-projecting neurons n = 22, purple). Right. Medio-lateral distribution (shown as density) of the neurons
shown in E) that project either to the NAc (gold) or to the Amg (purple). Amg-projecting neurons were located
more medially in the VTA than NAc-projecting neurons (Wilcoxon test, *** p < 0.001). (F) Analysis of the
spontaneous activity of NB-labeled DA neurons that were found RB+ after either NAc injection (n = 30, gold)
or Amg injection (n = 22, purple). NAc-projecting DA neurons and Amg-projecting DA neurons displayed
similar firing frequency (Wilcoxon test, p = 0.8). The Amg-projecting neurons tend to have a higher bursting
activity even though it is not statistically different than the NAc-projecting neurons (Wilcoxon test, p = 0.28).
IF: interfascicular nucleus; IPN: interpeduncular nucleus; ml: medial lemniscus; SNc: substantia nigra pars
compacta
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Figure S5: DA neurons projecting to either NAcMSh or NAcLSh are activated by nicotine injection.
Related to Figure 2.

(A) Retrobeads (RB) were injected in the NAc Medial Shell (NAcMSh) of WT mice and VTA DA neuron
responses to an |V nicotine injection (30 ug/kg) were recorded in vivo on anesthetized animals, and labeled
with neurobiotin. Example of RB site in the NAcMSh (top) and retrobeads labelling in the VTA two weeks after
injection (bottom). (B) Post hoc identification of NAcMSh-projecting DA neurons by immunofluorescent co-
labeling of tyrosine hydroxylase (TH), neurobiotin (NB) and RB (scale bar 20 um). Localization on the Paxinos
atlas at bregma - 3.4 mm of NB-labeled DA neurons (NB+ TH+, n = 22) following RB injection (eRB+, o RB-
) into the NAcMSh. Red and blue colors denote nicotine-activated (Nic+) and nicotine-inhibited (Nic-) neurons,
respectively. (RB+ Nic+, n = 14, RB+ Nic-, n = 0; RB- Nic+, n = 5; RB- Nic-, n = 3). (C) Top: Percentage and
number of Nict+ (red) and Nic- (blue) cells among NAcMSh-projecting DA neurons (RB+). Mean change in
firing frequency of NAcMSh-projecting DA neurons in response to an |V injection of nicotine (red) or saline
(grey). Bottom: Percentage and number of Nic+ (red) and Nic- (blue) cells in non-RB-labeled neurons (RB-).
Mean change in firing frequency of RB- DA neurons in response to an |V injection of nicotine (black) or saline
(grey). (D) Firing rate variation (A) from baseline (Bas) induced by nicotine (Nic) injection in RB+ (/eff, mean
A =+0.50 Hz) or RB- (right, mean A = +0.05 Hz) DA neurons. (Comparison between mean firing rate during
baseline and maximum firing rate after injection: paired Wilcoxon test, *** p (RB+) < 0.001, p (RB-) = 0.64;
Comparison between nicotine-induced firing rate variation evoked in RB+ and RB- DA neurons: Wilcoxon
test, ** p = 0.004). Mean scores are represented in black, and individual scores in red or blue. (E) RB were
injected in the NAc Lateral Shell (NAcLSh) of WT mice and VTA DA neuron responses to an IV nicotine
injection were recorded as in (A). (F) Localization of NB-labeled DA neurons (NB+ TH+, n = 12) following RB
injection into the NAcLSh. (RB+ Nic+, n = 6; RB+ Nic-, n = 0; RB- Nic+, n = 4; RB- Nic-, n = 3) and example
of NB- labelled identified DA neuron (scale bar 20 um). (G) Same as in (C) for NAcLSh -projecting (RB+) DA
neurons (top) and for non-RB-labeled (RB-) neurons (bottom) when RB were injected in the NAcLSh. (H)
Same as in (D) for NAcLSh -projecting (RB+) DA neurons (left, mean A = +0.73 Hz) and for non-RB-labeled
(RB-) neurons (right, mean A = -0.23 Hz). (Comparison between mean firing rate during baseline and
maximum firing rate after injection: paired Wilcoxon test, * p (RB+) = 0.03, p (RB-) = 0.8; Comparison between
nicotine-induced firing rate variation evoked in RB+ and RB- DA neurons: Wilcoxon test, p = 0.13). Mean
scores are represented in black, and individual scores in red or blue.
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Figure S6: VTA DA neurons projecting to the Amg are more excitable but not more reactive to nicotine
than NAc-projecting DA neurons. Related to Figure 2.

(A) Immunofluorescence image of VTA DA (TH+) neurons projecting to the NAc (retrobeads, RB+) labeled
after patch-clamp recording (neurobiotin, NB+). (B) Immunofluorescence image of an Amg-projecting (RB+)
VTA DA (TH+) neuron labeled after patch-clamp recording (neurobiotin, NB+). (C) Firing of NAc-projecting
and Amg-projecting VTA DA neurons after current injections (20, 60 and 100 pA). (D) Higher excitability of
Amg-projecting (n = 15, purple) compared to NAc-projecting (n = 13, gold) DA neurons (two- way RM ANOVA
main effect phenotype F(1,26) = 4.96, * p = 0.035, current F(4,104) = 15.97, *** p < 0.001, current x phenotype
interaction F(4,104) = 13.78, *** p < 0.001). (E) Nicotine-evoked currents (local puff 100 uM) in RB+-identified,
NAc- or Amg-projecting VTA DA neurons recorded in brain slices (whole-cell voltage-clamp mode -60 mV).
(F) Mean currents evoked by nicotine in either NAc-projecting (n = 16, gold, 33.0 + 19.8 pA) or Amg-projecting
(n=17, purple, 22.4 + 13.3 pA) VTA DA neurons were not statistically different (Student’s t-test, p = 0.08).
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Figure S7: Detailed analysis of nicotine-induced anxiety-like behaviors and the role of $2 subunit-
containing nAChR. Related to Figure 3.

(A) Left: Individual data for Figure 3A, Sal (grey, n = 23) or Nic (black, n = 21), solid colors indicate group
means, individual data with open gray dots (one-way RM ANOVA Nic: F240 = 5.18, ** p = 0.01; Sal: Fp44 =
1.65, p = 0.2). Right: Mean number of open arm entries during elevated O-maze (EOM) test (two-way RM
ANOVA main time effect F2g4)= 8.02, *** p < 0.001). (B) Locomotor activity was measured in a square open
field (OF) following an intraperitoneal (IP) injection of either saline (IP Sal, grey, n = 6) or nicotine (IP Nic 0.5
mg/kg, black, n = 6) in WT mice. No difference was observed in the distance traveled over time (two-way RM
ANOVA no time, no treatment or interaction effect, p > 0.05) or in the total distance traveled during 9 minutes
(inset, Student's t-test, p > 0.05). (C) Example of post hoc verification of intracranial guide cannula
implantations in WT mice. Bilateral injection cannulas (0.5 um longer than the guide cannulas) are inserted
on the day of the experiment for local infusion into the VTA. Tyrosine hydroxylase (TH) labeling is shown in
yellow. (D) Left: Individual data for Figure 3B, intracranial (IC) infusion of Sal (grey, n = 6) or Nic (red, n = 7)
1 mg/mL 1 minute before the test (one-way RM ANOVA Nic: F(2,12)=26.11, *** p < 0.001; Sal: F(2,10= 0.01, p
= 0.99). Group means are shown by solid color points, individual data with open gray dots. Right: Mean
number of open arm entries during EOM test (two-way RM ANOVA main time effect F(220 = 8.25, ** p =
0.002). (E) Schematic of 2 subunit re-expression by lentiviral vectorization in the VTA of 27 mice.
Lentiviruses encoding either pGK-B2-IRES-GFP (B2--Vec) or pGK-GFP (B2--GFP, used as a control) were
injected into the VTA. Representative immunofluorescence image of a $2-Vec mouse brain labeled for TH
(red) and GFP (green). (F) Percentage of time spent in the open arms of the EOM by B2--GFP mice (n = 6,
green) and B2-- mice (n = 17, grey) was not different (two-way RM ANOVA no time, no treatment or interaction
effect, p > 0.05). (G) Left: Individual data for Figure 3D, B27- mice (n = 23, green) and 2--Vec mice (n = 18,
brown) after IP injection of Nic 0.5 mg/kg 1 minute before the test (one-way RM ANOVA for 32--Vec mice:
F(234= 8.65, ** p < 0.001; and for f2-- mice: F244)= 1.08, p = 0.3). Group means are shown by solid color
points, individual data with open gray dots. Right: Mean number of open arm entries from $27-GFP or 2
mice in this test (two-way RM ANOVA main time effect F(278)= 7.26, ** p = 0.001).

IF: interfascicular nucleus; IPN: interpeduncular nucleus; SNc: substantia nigra pars compacta;, ml: medial
lemniscus; SNc: substantia nigra pars compacta.

14



@ Nic (IP 0.5 mg/kg), n = 21

ol I

—100-
£ 80 - 1
@© [72)
S E
g - 60 c
[ (b}
= &
2 - 40 - P
@ 2
E E
|_
= N[ 5
‘\. =
L o 4
1 1 1T 1
0-3 36 69 0-3 36 69
Time (min) Time (min)

Implant location of bilateral guide cannulas

B2-IRES-GFP

30+

% Time spent in open arms

F
€

% Time spent in open arms

5

° )

B

Time (min)

|
0-3 3-6 6-9

WT mice

I.P Nic (0.5 mg/kg)
v TAmin |T° T+9 min
| |
| | I
10
— 8 ]
3
T 6 + {
% 4 §6
@ S
229 o sa,n=6 g
® Nic,n=6 =
0 - [ I 1 |9 O
0-3 3-6 6-9
Time (min)

Sal,n=6
~100-
- 80
- 60
o - 40 -
®
J.\_
® - 20 -
e
L o
1T 1 1 1
0-3_36 69 0-3 36 69
Time (min) Time (min)

T

B2, n=17

7 0 B2'GFP.n=6

|
0-3

T
3-6
Time (min)

|
6-9

G
@

F¥¥

% Time spent in open arms

o—o

T 1
0-3 36 6-9
Time (min)

Figure S7

—_

Nb of entries in open arms

5_

@ Nic (IC 100 ng - 100nl infusion), n =7

| T |
0-3 3-6 6-9
Time (min)

® (327"Vec (Nic IP 0.5mg/kg), n = 18
® (327 (Nic IP 0.5mg/kg), n = 23

100

_80_

_60_

_40_

_20_

_0_

— T 1
0-3 36 69
Time (min)

—_

Nb of entries in open arms

5

0_

i E\£§§

| T |
0-3 3-6 6-9
Time (min)



Figure S8: B2 nAChR subunit re-expression in the VTA restores DA neuron response to nicotine
injection. Related to Figure 3.

(A) Density plot of percentage of firing variation induced by IV injection of either saline (Sal, grey, n = 46) or
nicotine (Nic, black, n = 46) in 2~ mice (Kolmogorov-Smimov test, p = 0.7). (B) Firing rate variation (A) from
baseline (Bas) induced by Nic and Sal injection in B2--Vec mice DA neurons with increase (Afr>0) or decrease
(Afr<0) in firing frequency after Nic injection. Comparison between mean firing rate during baseline and
maximum firing rate after injection (paired Wilcoxon test, *** p < 0.001), comparison between saline-induced
and Nic-induced firing rate variation (Wilcoxon test, p(Afr>0) = 0.07, p(Afr<0) = 0.4). (C) Density plot of
percentage of firing variation induced by IV Sal or Nic injection in f2--Vec mice (Sal: grey, n = 79, Nic: black,
n = 90). (Kolmogorov-Smirnov test, * p = 0.024). (D) Firing rate variation (A) from baseline (Bas) induced by
Nic and Sal injection in B2--Vec mice DA neurons with increase (Afr>0) or decrease (Afr<0) in firing frequency
after Nic injection. Comparison between mean firing rate during baseline and maximum firing rate after
injection (paired Wilcoxon test, *** p < 0.001), comparison between saline-induced and Nic-induced firing rate
variation (Wilcoxon test, *** p < 0.001). Mean scores are represented in black, and individual scores in grey.
(E) Time course for the average change in firing frequency upon saline (grey) or nicotine injection for activated
(Nic+, in red) and inhibited (Nic-, in blue) VTA DA neurons in 2 and f2--Vec mice. Comparison between
saline-induced and nicotine-induced firing rate variation (paired Wilcoxon test, ** p = 0.0015, *** p < 0.001)
(F) Firing rate variation (A) from baseline (Bas) induced by Nic injection in Nic+ or Nic- DA neurons in 2+
and $2--Vec mice. Comparison between mean firing rate during baseline and maximum firing rate after Nic
injection (paired Wilcoxon test, * p = 0.015, *** p < 0.001), comparison between Nic-induced firing rate
variation in $2--and B2-Vec mice (Wilcoxon test, *** p < 0.001). Mean scores are represented in black, and
individual scores in grey. In panels B and D, all neurons are considered, while in E and F only responding
neurons (i.e those with a statistically significant increase (Nic+) or decrease (Nic-) in firing rate in response to
Nic injection, see bootstrapping in Methods) are included.
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Figure S9: Temporally specific control of DA neuron firing with Jaws and CatCh. Related to Figure 4.
(A) Representative immunofluorescence image of VTA DA neurons after patch-clamp recordings in mice
injected with AAV-Ef1a-DIO-Jaws-eGFP into the VTA. Neurobiotin (NB, blue), tyrosine hydroxylase (TH, red),
GFP (green) (scale bar 20 um). (B) Example of a recording trace of a VTA DA neuron during continuous light
stimulation (highlighted in yellow, 20 s, 520 nm) and raster plot of action potentials showing light-induced
inhibition in Jaws-expressing DA neurons (n = 7). (C) Representative immunofluorescence image of VTA DA
neurons (NB, blue; TH, red; GFP, green) after patch-clamp recording in mice injected with AAV-DIO-hCatCh-
YFP into the VTA (scale bar 20 um). (D) Example of recording trace of a DA neuron of the VTA during light
stimulation (10 Hz, 5-ms pulse, 470 nm) and light-evoked inward current in DA neurons expressing CatCh.
Mean light-evoked currents in seven DA neurons.
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Figure $10: Fiber locations for optogenetic experiments. Related to Figure 4.

(A) Representative immunofluorescence images of VTA sections after AAV-DIO-Jaws-eGFP or AAV-DIO-
YFP injection into the VTA. (B) Representative immunofluorescence images of VTA sections after AAV-Ef1a-
DIO-hCatCh-YFP or AAV-Ef1a-DIO-YFP injection into the VTA. (C) Verification of fiber implantations into the
basolateral Amg (BLA) of mice used in optogenetic experiments, positioned onto Paxinos atlas slices from
bregma -1.22 to -1.82 mm. Left side: orange dots indicate fiber tip location for mice injected with Jaws (n =
13), and green dots indicate fiber location in YFP controls (n = 10). Right side: blue dots indicate fiber tip
location for mice injected with CatCh (n = 16), and green dots indicate fiber location in YFP controls (n = 11).
(D) Verification of fiber implantations into the NAc lateral shell (NAcLSh) of mice used in optogenetic
experiments, positioned onto Paxinos atlas slices from bregma + 0.86 to + 1.54 mm. Left side: blue dots
indicate fiber tip location for mice injected with CatCh (n = 13), and green dots indicate fiber tip positions in
YFP controls (n = 14). Right side: orange dots indicate fiber tip location for mice injected with Jaws (n = 11),
and green dots indicate fiber tip location in YFP controls (n = 12).
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Figure S11: Detailed analysis of optogenetic effects on elevated O-maze test and locomotor behavior.
Related to Figure 4.

(A) Left: Individual data for Figure 4A (Jaws, n = 18, orange, one-way RM ANOVA F234)= 5.28, ** p = 0.01;
YFP, n =19, green, one-way RM ANOVA F236 = 0.32, p = 0.7). Middle: Time spent in open arms for mice
injected with Jaws during the 10 first minute of EOM, divided in two groups depending on the location of the
animal, either in open arms (OA, white) or closed arms (CA, gray) at the onset of the stimulation (two-way
RM ANOVA OA vs CA main light effect F1,17)= 9.02, ** p = 0.008, no effect of position F1,17)= 0.003, p =
0.96). Right: Open arm entries during EOM (two-way RM ANOVA Jaws vs YFP no effect of time or opsin).
Group means are shown by solid color points, individual data with open gray dots. (B) Left: Individual data for
Figure 4B (CatCh, n = 18, blue, one-way RM ANOVA F 234 = 9.27, ** p < 0.001; YFP, n = 19, green, one-
way ANOVA F236)= 0.01, p = 0.99). Middle: Time spent in open arms for mice injected with CatCh during the
10 first minutes of EOM, divided in two groups depending on the location of the animal, either in open arms
(OA, white) or closed arms (CA, gray) at the onset of the stimulation (two-way RM ANOVA OA vs CA main
light effect F1,16)= 16.56, *** p < 0.001, no effect of position F(1,16)= 0.32, p = 0.57). Right: Open arm entries
during EOM (two-way RM ANOVA CatCh vs YFP no effect of time or opsin). Group means are shown by solid
color points, individual data with open gray dots. (C) Locomotor activity was assessed in a novel open field
(OF) in the three paired groups. Top: Jaws-injected (n = 20) and YFP-injected mice (n = 20) with fibers
implanted in the BLA (two-way RM ANOVA, main time effect Fo76) = 44.27, *** p < 0.001, no opsin or
interaction effect). Bottom: CatCh-injected (n = 13) and YFP-injected mice (n = 10) implanted in the BLA (two-
way RM ANOVA, main time effect F2.42)= 25.17, *** p < 0.001, no opsin or interaction effect).
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Figure $12: Inhibition of VTA terminals in the BLA, but not the CeA, produces anxiety-like behavior.
Related to Figure 4.

(A) Left: Representative immunofluorescence image of a VTA section with AAV-CAG-Jaws-GFP (Jaws)
expression (GFP: green labeling, TH: red labeling). Right. Optical fibers were implanted in the basolateral
Amg (BLA) of wild-type (WT) mice injected either with Jaws (orange dots represent the fiber tip location, n =
7) or with AAV-CAG-GFP (GFP, green dots, n = 3) in the VTA. (B) Left: Representative immunofluorescence
image of a VTA section with Jaws expression (GFP: green labeling, TH: red labeling). Right: Optical fibers
were bilaterally implanted in the central amygdala (CeA) of a separate group of WT mice injected with either
Jaws (orange dots represent the fiber tip location, n = 7) or with GFP (green dots, n = 7) in the VTA. (C)
Photo-inhibiting VTA axon terminals in the BLA using Jaws during the EOM in the same mice induced a
decrease in the time spent in the open arms compared to the control group (two- way RM ANOVA, time x
opsin interaction Fo42) = 3.44, * p = 0.04, post hoc Student’s t-test p (ON Jaws vs GFP) = 0.056; post hoc
Student’s t-test with Bonferroni corrections Jaws *p (5 minutes vs 10 minutes) = 0.01; ** p (10 minutes vs 15
minutes) = 0.005). (D) Photo-inhibiting VTA terminals in the CeA did not produce any difference in the amount
of time spent in the open arm of the EOM test (two-way RM ANOVA, time x opsin interaction F32) = 3.67, *
p = 0.04, post hoc Student’s t-test with Bonferroni corrections p > 0.05). (E) Mice implanted in the BLA were
tested for any difference in locomotor activity between groups in the open field (OF). The test lasted 15
minutes and consisted of a 5-minute period of photostimulation (continuous at 520 nm) in between two non-
stimulation periods (OFF-ON-OFF). During both OFF- and ON-periods, the groups did not present any
statistically significant difference in the distance traveled in the OF (two-way RM ANOVA main time effect
Fo.44)=5.89, ** p = 0.005, no opsin or interaction effect, post hoc Student’s t-test with Bonferroni corrections,
p > 0.05). (F) Photo-inhibiting VTA terminals in the CeA did not produce any statistically significant difference
in locomotor activity in the OF test between the Jaws- and GFP-expressing groups (two-way RM ANOVA
main time effect F232) = 23.11, *** p < 0.001, time x opsin interaction F232) = 3.8, * p = 0.03, no opsin effect,
post hoc Student’s t-test with Bonferroni corrections, p > 0.05).

IF: interfascicular nucleus; IPN: interpeduncular nucleus; ml: medial lemniscus; SNc: substantia nigra pars
compacta.
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Figure $13: Detailed analysis of optogenetic stimulations of NAcLSh in elevated O-maze test and
locomotor behavior. Related to Figure 5.

(A) Left: Individual data for Figure 5A (CatCh, n = 13, blue, one-way RM ANOVA F224 = 0.61, p = 0.6; YFP,
n =14, green, one-way RM ANOVA F2.26)= 1.47, p = 0.3). Middle: Time spent in open arms for mice injected
with CatCh during the 10 first minute of EOM, divided in two groups depending on the location of the animal,
either in open arms (OA, white) or closed arms (CA, gray) at the onset of the stimulation (two-way RM ANOVA
OA vs CA no effect of light F1,11)= 0.46, p = 0.5, or position F(1,11)=1.35, p =0.27). Right: Open arm entries
during EOM (two-way RM ANOVA CatCh vs YFP no effect of time or opsin). Group means are shown by solid
color points, individual data with open gray dots. (B) Left: Individual data for Figure 5B (Jaws, n = 12, orange,
one-way RM ANOVA F2.22)= 0.25, p = 0.8; YFP, n = 12, green, one-way RM ANOVA F222= 0.93, p = 0.4).
Middle: Time spent in open arms for mice injected with Jaws during the 10 first minute of EOM, divided in two
groups depending on the location of the animal, either in open arms (OA, white) or closed arms (CA, gray) at
the onset of the stimulation (two-way RM ANOVA OA vs CA no effect of light F¢1.11)= 0.18, p = 0.67, or
position Fi1,11)= 1.9, p = 0.19). Right: Open arm entries during EOM (two-way RM ANOVA Jaws vs YFP no
effect of time or opsin). Group means are shown by solid color points, individual data with open gray dots. (C)
Locomotor activity was assessed in a novel open field (OF) in the three paired groups. Top: CatCh-injected
(n = 13) and YFP-injected mice (n = 14) implanted in the NAcLSh (two-way RM ANOVA, main time effect
F(2s0)=14.27, ™ p < 0.001, time x opsin interaction F(250= 4, * p = 0.02, post hoc Wilcoxon test for CatCh
vs YFP at 5 minutes, * p = 0.04). Bottom: Jaws-injected (n = 12) and YFP-injected mice (n = 12) implanted in
the NAcLSh (two-way RM ANOVA, main time effect F44)= 12.47, *** p < 0.001).

26



AAV-DIO-Jaws-eGFP

_ AAV-DIO-Jaws-eGFP
A Optical AAV-DIO-hCatCh-YFP , C Optical AAV-DIO-hCatCh-YFP
fibers  AAV-DIO-YFP DAT-cre mice fibers  AAV-DIO-YFP

, A

oo

€

NAcLSh
- 40 T-1min TO T+15 min
t | OFF; ON ; OFF
o 30+ L | | |
£ 30 154 Connection of  Open field
e Bl £ 25- ° - optical fibers
2 : g
< 20 g 20 2104 20~
] ; ; £ 154 2 E
g L\T/? ?\T [0} § _,qzj g 15—
E XY 10 Y 210 S 5 o
= ~ 1Y ) ks ©
2 kS Pt £104
; 5+ = |e oy
| | - 0 - | | O__ © 0_.n g 5_
5 10 15 5 10 15 [JOA [T CA = o|ench
Time (min) 0-¢ | |
— 40 - 5 10 15
i Time (min)
o 30+
e © a 1 ]
S 30 4 " i S 20 —
P £ 254 i < —
5 e 2 =15
= 2 S 20- I 8 210 B
.E ,l_ — = o o c @ g
AN B N : gi0{8——g— 4
@ SR\ S\ i\e & - = 8
g ) [75) 10 o lo] % 5_ [
= - 10 4  10- g s 5
xR = . ; 2 one a en=12
L 0 - = o O—.n=12 O_7n=12 | |
| E— | — — O— & I T ] 5 10 15
5 10 15 5 10 15 OA [ CA 5 10 15 Time (min)
Time (min)

Figure S13



Figure S14: Activation of VTA terminals in the NAcMSh changes the EOM exploration and increases
locomotor activity but not place preference. Related to Figure 5.

(A) Top: Representative immunofluorescence image of a VTA section with AAV-hSyn-Jaws-GFP (Jaws)
expression (GFP: green labeling, TH: red labeling). Bottom: Optical fibers were bilaterally implanted in the
NAc medial shell (NAcMSh: bregma 1.7; lateral 1.75; ventral 4.25 mm, angle 12°) of wild-type (WT) mice
injected into the VTA with either AAV-hSyn-ChR2-eYFP (ChR2, blue dots represent fiber tip locations, n = 8),
Jaws (orange dots, n = 7) or AAV-hSyn-eGFP as a control (GFP, green dots, n = 10) into the VTA. (B) Top:
Activating VTA axon terminals in the NAcMSh by ChR2 photostimulation during the EOM task induced an
increase in both the number of entries into the open arm (two-way RM ANOVA main time effect F(2.2¢)= 15.68,
***p < 0.001, time x opsin interaction F(22)= 7.59, ** p = 0.002; post hoc Student’s t-test for ChR2 vs GFP
mice: ** p (ON) = 0.007 ; post hoc Student’s t-test with Bonferroni corrections for ChR2 mice, *** p (5 vs 10
minutes) < 0.001, *** p (10 vs 15 minutes) = 0.001) and in the percentage of time spent by the mice in the
open arms compared to the control group (two-way RM ANOVA main time effect F(22¢ = 7.28, ** p = 0.003,
opsin F1,14)=5.26, * p = 0.038, time x opsin interaction F2¢)=4.53, * p = 0.02; post hoc Student’s t-test for
ChR2 vs GFP mice: *** p (ON) < 0.001; post hoc Student’s t-test and Wilcoxon test with Bonferroni corrections
for ChR2 mice, p (5 vs 10 minutes) = 0.06, *** p (10 vs 15 minutes) < 0.001). Bottom: Inhibiting VTA axon
terminals in the NACMSh by Jaws photostimulation during the EOM task did not alter the number of entries
into the open arm, nor the percentage of time mice spent in the open arms (two-way RM ANOVA no time or
opsin effect, nor interaction effect). (C) Top: Locomotor activity assessed in ChR2- and GFP-expressing
groups in a square novel open field (OF). The OF test lasts 15 minutes, with 10 Hz photostimulation at 470
nm, 5-ms pulses, during a 5-minute ON period in between two non-stimulation periods (OFF-ON-OFF).
Activating VTA terminals in the NAcMSh by ChR2 photostimulation produced a significant increase of
locomotor activity compared to GFP-expressing mice (two-way RM ANOVA main time effect F 226 = 38.45,
***p <0.001, opsin F1,14= 17.93, ** p < 0.001, time x opsin interaction F ¢ = 18.45, *** p < 0.001; post
hoc Student’s t-test with Bonferroni corrections for ChR2 mice, *** p (5 vs 10 minutes) < 0.001, *** p (10 vs
15 minutes) < 0.001). Bottom: Locomotor activity assessed in Jaws- and GFP-expressing groups, where the
stimulation occurs continuously at 520 nm over the 5-minute ON period. Inhibiting VTA terminals in the
NAcMSh by Jaws photostimulation did not alter locomotor activity in comparison to GFP-expressing mice
(two-way RM ANOVA no time or opsin effect nor interaction effect). (D) The number of entries in the open
arms (two-way RM ANOVA main time effect F2.20) = 5.27, * p = 0.014) and the percentage of time spent in
the open arms of the EOM after nicotine IP injection in Jaws or GFP injected mice stimulated continuously
throughout the test in the NACMSh (two-way RM ANOVA main time effect F(220 = 7.88, ** p = 0.003, and
effect of opsin F1,10=7.79, * p = 0.019). (E) Preference score in 20min-RTPP defined by the % of time spent
in the compartment where the animals are photo-stimulated compared to the compartment where they are
not (ON-OFF). Neither activation (Student t-test, p = 0.4) nor inhibition (Student t-test, p = 0.9) of the DA axon
terminals in the NAcCMSh induced place preference or aversion.

IF: interfascicular nucleus; IPN: interpeduncular nucleus; ml: medial lemniscus; SNc: substantia nigra pars
compacta; VTA: ventral tegmental area
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Chapitre 5 : Seconde publication scientifique

Nicotine inhibits the VTA-to-amygdala dopamine pathway through a NAc
inhibitory feedback loop.
Le Borgne T., Nguyen C., Vicqg E., Jehl J., Solié C., Guyon N., Daussy L., Reynolds L.M.,
Gulmez A., Mondoloni S., Tolu S., Pons S., Valjent E., Maskos U., Mourot A., Faure P.*,
Marti F.* (* co-last). En préparation.

Nous avons vu que, en fonction du contexte et de I'environnement dans lequel se trouve
un individu, une méme dose de nicotine est capable d’'induire des effets récompensants
ou anxiogenes. Ces effets comportementaux distincts sont mediés par une activation des
neurones dopaminergiques projetant vers le NAc et une inhibition des neurones
dopaminergiques projetant vers I'Amg. En effet, I'activation de la voie VTApa-NAC induit des
effets récompensants alors que ['inhibition de la voie VTApaA-Amg induit un message
anxiogéne. L’inhibition observée in vivo necessite I'expression de la sous-unite B2 des
recepteurs nicotiniques, localement dans la VTA. La nicotine, en agissant au niveau des
recepteurs nicotiniques, produit une activation des neurones. En effet, ces derniers sont des
récepteurs permeables aux cations et vont donc avoir pour conséquence de depolariser le
neurone. L'inhibition ne peut donc pas étre directement induite par la nicotine. De plus, nos
précedents travaux de recherche ont examing séparement I'effet d’'une activation ou d’'une

inhibition de ces deux populations, mais jamais leur induction simultanée.

Cette seconde publication s’inscrit dans la continuité de la premiére publication que je vous
ai presente. L'objectif ici est de comprendre le mécanisme a la base de linhibition des
neurones dopaminergiques observee en réponse a la nicoting, et le réle de cette inhibition
dans la mise en place de I'addiction. Egalement, nous avons cherché & déterminer si
I'inhibition observée en réponse a la nicotine était specifique de cette drogue ou si elle
pouvait étre généralisee a d'autres drogues d’abus, comme l'alcool, généralement
consomme en méme temps qu'une cigarette.

Pour ce faire, nous avons eu recours a des techniques anatomiques, électrophysiologiques
et comportementales. Dans un premier temps, nous avons effectué des enregistrements
electrophysiologiques juxtacellulaires in vivo, et montré que des injections intraveineuses de
nicotine et d'alcool produisent exactement les mémes effets sur les neurones
dopaminergiques. Ces deux drogues induisent une augmentation de la frequence de

décharge des neurones dopaminergiques de la voie VTADA-NAC et une diminution de la
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frequence de décharge des neurones dopaminergiques de la voie VTApa-Amg. Ces
premiers résultats montrent que I'alcool et la nicotine, bien qu’ayant des cibles moléculaires
difféerentes, semblent agir de la méme fagon sur le systeme dopaminergique de la VTA.
Afin d’'identifier si des différences intrinseques de ces deux sous-populations pourraient
expliquer cette inhibition, nous avons eu recours a des expeériences en patch-clamp
couplées a des traceurs retrogrades injectés dans les sous-noyaux respectifs du NAc
(NAcShellLat) ou de 'Amg (BLA), et enregistré la réponse de ces deux populations a des
puffs de nicotine. Nous avons ainsi montré que les neurones dopaminergiques projetant
vers le NAc présentent de plus forts courants nicotiniques depolarisants, mémes pour des
faibles doses. Puisque les neurones projetant vers 'Amg présentent de plus faibles courants
nicotiniques, ils peuvent étre plus sensibles a une potentielle source d’inhibition. Nous
n‘avons cependant observe aucune différence significative, ex vivo, dans les entrées
GABAergiques recues par ces deux populations apres application de nicotine dans le bain,
qui pourrait expliquer l'inhibition des neurones projetant vers I'’Amg. Par contre, nous mettons
en evidence, in vivo, que I'activation des neurones de la voie VTADA-NAC, dépendante de
I'expression de la sous-unite B2, suffit & induire I'inhibition d’une population de neurones
dopaminergiques dans la VTA. Nous avons demontre, grace a l'utilisation de souris délétees
pour les récepteurs D2 (DAT-D2KO), que cette inhibition conséquente & I'activation ne
semble pas étre provoquée par une libération somatodendritique de DA dans la VTA. En
effet, les neurones n’exprimant plus le récepteur D2 (inhibant I'activitté dopaminergique une
fois active) presentent toujours une inhibition a la nicotine. Par ailleurs, nous avons decouvert
que les neurones de la voie VTADA-BLA sont contactés par des neurones inhibiteurs
GABAergiques du NAc, qui pourraient constituer une source inhibitrice externe a la VTA,
responsable de l'inhibition observeée in vivo en réponse a la nicotine et a I'alcool. Nous
avons mis en évidence qu'une activation optogéneétique de la voie VTApa-NAc suffit a
provoquer l'inhibition de neurones dopaminergiques dans la VTA, et gu'une inhibition des
terminaisons GABAergiques du NAc au niveau de la VTA blogue la réponse inhibitrice a la
nicotine.

Enfin, une etude comportementale vient compléter ces travaux dans le but d’évaluer la
conseguence d'une inhibition de la voie VTADA-AmMg dans un processus de renforcement.
Pour ce faire, nous avons eu recours a des boites opérantes pour simuler un comportement
d’auto-administration par optogenétique. Les résultats montrent que la simple activation d’'un
sous-circuit dopaminergique projetant vers le NAc suffit a induire un renforcement. Toutefois,
une modulation optogeénétique bidirectionnelle de la voie VTApA-BLA n'impacte pas ['effet
renforcant de la stimulation de la voie VTApa-NAc. Ce travail est préevu d’étre compléte.
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Nicotine inhibits the VTA-to-amygdala dopamine pathway through a NAc inhibitory
feedback loop.

Le Borgne T., Nguyen C., Vicq E., Jehl J., Solié¢ C., Guyon N., Daussy L., Reynolds L.M., Guimez A,
Mondoloni S., Tolu S., Pons S., Valjent E., Maskos U., Mourot A., Faure P.*, Marti F.* (*co-last). In prep.

ABSTRACT

Nicotine mediates both reinforcing and anxiogenic effects by acting on the dopaminergic (DA) neurons of
the ventral tegmental (VTA). Specifically, nicotine activates DA neurons projecting to the nucleus
accumbens (NAc), contributing to preference behaviors. Conversely, it inhibits DA neurons projecting to
the amygdala (Amg), responsible for the anxiogenic effect of nicotine, although the underlying mechanism
of inhibition remains unclear. In this study, we showed that NAc- and Amg-projecting VTA DA neurons
are equally activated and inhibited by ethanol and nicotine. A common mechanism could therefore be
shared by these two drugs. We found that re-expression of the 32 subunit of nicotinic acetylcholine
receptors (NAChRs) in the VTA-NAc pathway, or its optogenetic activation, can in turn induce inhibition of
VTA DA neurons via direct GABAergic projections from the NAc. Inhibition of the VTA-BLA pathway
therefore appears to be consequent to activation of the VTA-NAc pathway, and does not appear to alter
the reinforcement induced by activation of NAc-projecting VTA DA neurons.

INTRODUCTION

The escalating global burden of disease associated with tobacco and alcohol use is a major public health
challenge. Emerging evidence highlights cigarette smoking and alcohol consumption as two of the most
important contributors to the development of cancer (Tran et al., 2022). Understanding the cellular
mechanisms and the sequence of neuronal events that drive addiction is necessary to develop innovative
products to aid withdrawal and to define effective prevention strategies. In this context, the
mesocorticolimbic dopamine (DA) system is central and is involved in critical cognitive processes such as
conditioning, reinforcement learning, motivation, decision-making (Schultz, 2006), and in responses to
nicotine or alcohol (Di Chiara & Imperato, 1988). Exposure to addictive substances alters both the
response to the drug and the decision-making parameters (Dongelmans et al., 2021). Drugs of abuse act
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on DA neurons through a variety of cellular mechanisms, but primarily increase DA release in the nucleus
accumbens (NAc) (Di Chiara & Imperato, 1988). Specifically, nicotine acts on nicotinic acetylcholine
receptors (NAChRs), a heterogeneous family of ligand-gated ion channels (Changeux et al., 1998), and
increases the activity of both DA and GABA neurons in the ventral tegmental area (VTA) (Maskos et al.,
2005; Tolu et al., 2013). However, VTA DA neurons exhibit remarkable heterogeneity based on molecular
properties and projection areas (Beier et al., 2015; Lammel et al., 2008; Watabe-Uchida et al., 2012).
These neurons encode not only appetitive stimuli and reward predictions, but also salient signals such as
aversive or alarming events (Bromberg-Martin et al., 2010; Mirenowicz & Schultz, 1996; Schultz, 2006).
Indeed, global optogenetic activation of VTA DA neurons can induce conditioned place preference (Tsai
et al., 2009) or reinforcement in a self-administration paradigm (Pascoli et al., 2015), whereas inhibition
of the same neurons induces avoidance behavior (Tan et al., 2012).

Our previous work has shown that nicotine not only activates one population of VTA DA neurons
as traditionally described, but also induces inhibition of another population of VTA DA neurons (Eddine et
al., 2015; Nguyen et al., 2021). On the one hand, VTA DA neurons activated by nicotine project to the
NAc and optogenetic activation of this pathway induces a place preference. On the other hand, VTA DA
neurons inhibited by nicotine project to the amygdala (Amg) and optogenetic inhibition of this pathway
mediates anxiety-like behavior (Nguyen et al., 2021). However, the mechanism underlying this inhibition
remains unknown. This study investigates whether this inhibition can be extended to alcohol, another drug

of abuse, and aims to elucidate the mechanism of nicotine-induced inhibition and its role in reinforcement.

RESULTS

Nicotine and alcohol induce similar opposite responses in vivo

In vivo single-cell electrophysiological recordings were performed in anesthetized mice to record VTA DA
neurons before and after intravenous (i.v.) injection of both nicotine (Nic; 30 pg/kg i.v.) and ethanol (EtOH;
250 mg/kg i.v.). These neurons were first identified according to their location and their
electrophysiological patterns (see Methods) and then filled with neurobiotin (NB) using the juxtacellular
labeling technique (Eddine et al., 2015; Pinault, 1996). All neurons were thus confirmed as DA neurons
by post hoc immunofluorescence with co-labeling for tyrosine hydroxylase (TH) (Figure 1A). Acute i.v.
paired injections of nicotine and ethanol induced a significant variation in DA neuron firing rates (Figure
1B), resulting in either an increase or a decrease in the firing rate that was absent in vehicle injections
(Sal; n = 72; Kolmogorov-Smirnov test: Sal vs. EtOH ***p<0.001, Sal vs. Nic ***p<0.001; Fig S1). The

distribution of firing frequency variations across neurons showed a unimodal pattern after i.v. saline
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injections (Fig $1), while those after i.v. ethanol and nicotine injections exhibited a similar bimodal
distribution (n = 72; Kolmogorov-Smirnov test, p=0.49) (Figure 1C). Among the 72 neurons recorded, 67
neurons showed a significant response to ethanol while 69 exhibited a significant response to nicotine,
as compared to the baseline variation (see Methods). Some neurons displayed activation in response to
i.v. ethanol injection (EtOH+; n = 56), while others showed inhibition (EtOH-; n = 16) when compared to
i.v. saline injection (paired Wilcoxon test: EtOH vs. Sal, ***p<0.001 for activated DA neurons, ***p<0.001
for inhibited DA neurons) (Figure 1D, leff) and to baseline (Bas; paired Wilcoxon test: Bas vs. EtOH+
***p<0.001, Bas vs. EtOH- ***p<0.001) (Figure 1D, right).

We next asked whether excited and inhibited neurons were anatomically distinct. NB-filled cell bodies of
each responding neuron (n = 72) were positioned on mouse brain atlas plates (Paxinos and Franklin,
2004) (Figure S1), revealing that EtOH- neurons were predominantly located in the central region of the
VTA, whereas EtOH+ neurons were mainly located in the lateral region (Figure S1). In addition, the
polarity of the responses was not dose-dependent, as neurons maintained their activation or inhibition
across all ethanol doses tested (Figure S1). Similar results were observed with nicotine (paired Wilcoxon
test: Nic vs. Sal, ***p<0.001 for activated DA neurons, ***p<0.001 for inhibited DA neurons; Bas vs. Nic+
***p<0.001, Bas vs. Nic- ***p<0.001) (Figure 1E), consistent with previous reports (Nguyen et al., 2021).
Strikingly, nicotine and ethanol injections induced similar firing variations (Figure 1F), with 80% of the
neurons responding similarly to nicotine and ethanol (i.e., activated or inhibited by both nicotine and
ethanol, Figure 1G). Only 14 out of 71 neurons do not respond similarly and are activated by ethanol and
inhibited by nicotine. Permutation analysis revealed that this similarity in response polarity exceeded what
would be expected by chance, as none of the surrogates reached a level of 80% of matched injections
with the same response direction (0 out of 10,000). These results suggest that nicotine and ethanol elicit

activation or inhibition in the same subpopulations of DA neurons.

Nicotine and alcohol activate VTA DA neurons projecting to the NAc while inhibit VTA DA neurons
projecting to the amygdala

To estimate the response of subpopulations of VTA DA cells depending on their anatomical projections,
we injected retrobeads (RB) into either the NAc (NAcLatShell, NAcMedShell, NAcCore) or the Amg (BLA,
CeA). We then performed in vivo single-cell electrophysiological recordings before and after paired i.v.
injection of nicotine and ethanol. Triple-labeling immunofluorescence allowed us to confirm post hoc the
DA nature (TH+), the projection site (RB+), and the position (NB+) of all recorded neurons (Figure 2A,
Figure S2). We first confirmed that nicotine elicited different polarity of responses depending on whether
the neurons projected to the NAc or the Amg. This was evident from the distribution of the maximum



102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
17
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135

variation in frequency after nicotine injection, which differed depending on the projection site (NAc-proj
DA neurons, n=13; Amg-proj DA neurons, n=16; Kolmogorov-Smirnov test: Nic-NAc vs. Nic-Amg
***p<0.001) (Figure 2B). Consistent with our previous results (Nguyen et al., 2021), most NAc-projecting
neurons were excited, whereas Amg-projecting neurons were mainly inhibited. Specifically, among the
neurons projecting to the NAc, 12 out of 13 were activated, while among those projecting to the amygdala,
15 out of 16 were inhibited after i.v. nicotine injection compared to baseline frequency (Figure 2C; paired
Wilcoxon test: **p=0.01 for NAc-projecting DA neurons, **p=0.002 for Amg-projecting DA neurons).
Furthermore, compared to saline, nicotine significantly activated the majority of NAc-projecting DA
neurons (paired Student's t test: Nic vs. Sal, **p<0.001), whereas it inhibited the majority of Amg-
projecting DA neurons (paired Student’s test: Nic vs. Sal, ***p<0.001) (Figure 2D).

In the same population of neurons, ethanol i.v. injection also led to different distributions of firing frequency
in NAc-projecting VTA DA neurons and in Amg-projecting VTA DA neurons (NAc-proj DA neurons: n=13;
Amg-proj DA neurons: n=16; Kolmogorov-Smirnov test: EtOH-NAc vs. EtOH-Amg **p=0.002) (Figure
2E). Specifically, 11 out of the 13 neurons projecting to the NAc were activated, and 13 over 16 neurons
projecting to the Amg were inhibited after i.v. injection of nicotine (paired Wilcoxon test: p= 0.12 for NAc-
projecting DA neurons, p=0.12 for Amg-projecting DA neurons) (Figure 2F). Similar to nicotine, ethanol
significantly activated the majority of NAc-projecting DA neurons (paired Student’s t-test: Nic vs. Sal,
***p<0.001), while it inhibited the majority of Amg-projecting DA neurons compared to saline (paired
Student test: Nic vs. Sal, *p=0.05) (Figure 2G). By examining, in the same neurons, the polarity of
nicotine- and ethanol-induced frequency variations, we observed a correlation of 87.5% among Amg-
projecting VTA DA neurons and a correlation of 92.3% among NAc-projecting VTA DA neurons (Figure
2H). Only 3 neurons showed different polarity of responses: 2 Amg-projecting DA neurons were activated
by ethanol but inhibited by nicotine, and 1 NAc-projecting DA neuron was inhibited by ethanol but activated
by nicotine.

In summary, these results show that nicotine and alcohol induce the same opposite responses within two
distinct dopaminergic pathways. These observations suggest the existence of a common network
mechanism, shared by nicotine and alcohol, that results in the inhibition of Amg-projecting DA neurons.

Nicotine-induced activation is sufficient to trigger nicotine-induced inhibition

To unravel this network mechanism, we first investigated the balance between direct excitatory and
indirect inhibitory effects of nicotine on DA neurons projecting to either the NAcLatShell or the BLA. These
two specific pathways are respectively excited and inhibited by nicotine, and are involved in distinct
behaviors, either preference or avoidance (Nguyen et al., 2021). We examined nicotine-induced currents
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ex vivo using patch-clamp recordings on neurons identified by RB labeling. All neurons recorded were
filled with biocytin (B) at the end of experiments to verify the DA phenotype by post-hoc
immunofluorescence, with co-labeling of TH, RB and B (Figure 3A). We found that nicotine induced
smaller nicotinic currents in Amg-projecting DA neurons (dose 10 uM, n=13; dose 30 uM, n=8; dose 100
MM, n=10) than in NAc-projecting DA neurons (dose 10 uM, n=8; dose 30 uM, n=13; dose 100 uM, n=11)
for three doses of nicotine (two-way ANOVA: dose effect F257=9.5, ***p<0.001; projection effect,
F157=1428.4, ***p<0.001) (Figure 3B). Consequently, NAc-projecting DA neurons, which are known to
be activated by nicotine in vivo, are more responsive to nicotine than Amg-projecting DA neurons,
suggesting a differential expression of nAChRs in these two neurons’ subpopulations.

We next decided to determine whether nicotine-induced inhibition might be mediated by local
GABAergic interneurons and recorded nicotine-evoked GABAergic currents within the two
subpopulations. We found no significant increase in amplitude or frequency of the spontaneous post-
synaptic inhibitory currents (sIPSCs) (Figure 3C, top and Figure S3) in Amg-projecting VTA DA neurons
(n=14), which are known to be inhibited in vivo. In contrast, in NAc-projecting VTA DA neurons, we
observed an increase in sIPSC amplitude on average (n=17 neurons, Student’s t-test: *p=0.04) (Figure
3C, bottom) and in cumulative distributions (Kolmogorov-Smirnov test: amplitude ***p<0.001, frequency
*p=0.01) (Figure S3). Moreover, miniature post-synaptic inhibitory currents (mIPSCs) amplitudes per
neurons are similar in the two subpopulations, but different in cumulative distribution (Kolmogorov-
Smirnov test: amplitude ***p<0.001) (Figure S3). Thus, these results suggest that nicotine-induced
inhibition of Amg-projecting DA neurons is unlikely to be mediated by an increased GABAergic signaling
originating from VTA neurons.

Finally, we tested whether inhibition of Amg-projecting DA neurons could be the consequence of
activation of NAc-projecting DA neurons. Nicotine evoked response (activation and inhibition) is primarily
caused by nicotine binding to $2-containing nAChRs expressed in the VTA (Durand-de-Cuttoli et al., 2018;
Mameli-Engvall et al., 2006; Tolu et al., 2013), and nAChRs are cationic receptors that thus cannot directly
inhibit DA neurons. We then used 27 mice and re-expressed the 32 subunit only in NAc-projecting
neurons (the neurons that are activated by nicotine). For this purpose, we used a retrograde virus
expressing a Cre-recombinase injected into the three subnuclei of the NAc (NAcLatShell, NAcMedShell,
NAcCore), and a Cre-dependent lentivirus expressing the $2 subunit in the VTA. We then performed in
vivo single-cell electrophysiological recordings of VTA DA neurons activity in vectorized mice expressing
either GFP or B2-GFP construct specifically on VTA-NAc pathway (Figure 3D). We demonstrated that
neurons from P27 mice expressing the control vectorization (GFPNAcVec n=19) showed the same
distribution of firing frequency variation after i.v. nicotine or saline injections (Kolmogorov-Smirnov test,

p=0.79) (Figure 3E, top). However, responses to nicotine of neurons from 2~ mice expressing the 2
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vectorization (B2Nacvec n=32) showed a bimodal distribution compared to the unimodal distribution of
responses observed with i.v. saline injections (Kolmogorov-Smirnov test, *p=0.02) and with nicotine in
GFPNAcvec (Kolmogorov-Smirnov test, *p=0.04) (Figure 3E, bottom). DA neurons in the VTA of GFPNAcvec
mice showed no response to nicotine, whereas activation and inhibition are fully restored in f2Nacvec mice
(Figure 3F). Indeed, in p2Nacvec mice, nicotine induced changes in firing frequency compared to baseline,
both for increase and decrease responses (paired Wilcoxon test: activation ***p<0.001, inhibition
**p<0.01), but also compared to saline injection (paired Wilcoxon test: ***p<0.001) (Figure 3F). These
results indicate that re-expression of 2 subunit only in the VTA-NAc pathway is sufficient to provoke both
nicotine-induced activation and inhibition of VTA DA neurons. We also re-expressed the 2 subunit in the
VTA-Amg pathway (Figure 3G) and found that it did not produce strong inhibition. The nicotine-induced
changes in firing in B2AmeVec mice showed a unimodal right-shifted distribution compared to that observed
with saline (Kolmogorov-Smirnov test, **p=0.002) but is not different from that observed in GFPAmgVec
mice (Kolmogorov-Smirnov test, p=0.2) (Figure 3H). Indeed, out of 21 neurons, 12 respond with an
increase in their firing rate, and 4 neurons with a decrease (Figure 3l). However, only activated neurons
showed a firing rate variation statistically different from that induced by saline (Figure 3l).

Thus, activation of NAc-projecting DA neuron is sufficient to restore nicotine-induced inhibition in
another subset of DA neurons. Nicotine-induced inhibition may rely on activation of D2 autoreceptors
following somatodendritic DA release from excited VTA DA neurons. To test this mechanism, we used
DAT-D2R- mice, which specifically lack D2 receptors in DA neurons. We found that both activated and
inhibited responses were unchanged in recorded VTA DA neurons. Contrary to what was suggested in a
previous paper (Eddine et al., 2015), autoinhibitory D2 receptors do not appear to underlie nicotine-
induced inhibition (Figure S4).

In conclusion, we have shown that nicotine-induced inhibition can be evoked by activation of VTA
DA neurons projecting to the NAc. Because it does not depend on local GABAergic circuitry or DA release
in the VTA, it may involve long-range GABAergic neurons that are activated by VTA-NAc DA projections.

VTA-NAc pathway activates feedback inhibitory loop that target VTA-BLA DA neurons

NAc medium spiny neurons expressing dopaminergic D1 receptors (D1-MSNs) are known to send direct
inhibitory projections to the VTA neurons (Yang et al., 2018). First, we examined the connectivity between
NAc GABAergic terminals and BLA-projecting DA neurons by combining optogenetics with patch-clamp
recordings (Figure 4A). To do this, we expressed ChR2 in the three subnuclei of the NAc (in different
batches of mice) and injected red RB into the BLA, and recorded light-evoked IPSCs in BLA-projecting
DA neurons. Neurons were then filled with biocytin (B) to verify the DA phenotype (co-labeling for TH, RB
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and B, Figure 4B). We found that a small percentage of BLA-projecting DA neurons responded to light
stimulation from the NAcMedShell (41.2%, n=7/17 neurons), while a higher proportion responded to light
stimulation from the NAcShellLat (61.6%, n=8/13 neurons) and almost all responded to light stimulation
from the NAcCore (90.9%, n=10/11 neurons) (Figure 4C). These results suggest that VTA DA neurons
projecting to the BLA receive strong GABAergic inhibition coming from the three subnuclei of the NAc.

In light of these results, we investigated the functional impact of this inhibitory pathway and
injected a retrograde ChR2-containing virus (retroChR2) with YFP signal into the three subnuclei of the
NAc in DATcre mice, so that retroChR2 was specifically expressed in VTA DA neurons projecting to the
NAc (Figure 4D, left). All YFP-positive cells recorded in patch-clamp experiments followed 10 and 20 Hz
stimulation patterns (Figure 4D, middle). Recorded neurons were confirmed to be DA by post hoc
immunofluorescence verification of co-labeling of TH, YFP and B. Neurons expressing the YFP signal
were localized in the medial and lateral portions of the VTA (Figure 4D, right), consistent with previous
findings (Lammel et al., 2008; Yang et al., 2018).

We then used multi-unit extracellular recordings, which allowed us to simultaneously lower a
tetrode and an optical fiber into the VTA. To mimic nicotine-induced response, we used 5 min of
optogenetic stimulation at 10 or 20 Hz. NAc-projecting neurons are localized laterally, whereas Amg-
projecting neurons are localized more medially within the VTA (Figure S2, (Nguyen et al., 2021). Thus,
we placed the optical fiber at lateral coordinates within the VTA, to preferentially induce light activation of
NAc-projecting neurons. Optical stimulation induced frequency variations of the putative DA (pDA)
neurons and showed a bimodal distribution of the frequency variation that differs from the maximum
spontaneous variation occurring during baseline. (n=43, Kolmogorov-Smirnov test: **p=0.002) (Figure
4E). Specifically, when exposed to 10 or 20 Hz photostimulation, a significant increase in firing frequency
was observed in a subset of pDA neurons likely expressing retroChR2 (paired Wilcoxon test: n=15, ***p<
0.001 for 10Hz photostimulation; n=6, *p < 0.05 for 20Hz photostimulation) (Figure 4F). Conversely, a
significant proportion of pDA neurons are inhibited by photostimulation (paired Wilcoxon test: n=13,
***p<0.001 for 10Hz photostimulation; n=8, **p<0.01 for 20Hz photostimulation) (Figure 4G). These
results suggest that activation of NAc-projecting DA neurons triggers inhibition of a subset of VTA DA
neurons. Because we were unable to label neurons in vivo using this electrophysiological technique to
identify projections, we tested the response to nicotine in 6 light-inhibited neurons. As a result, 4 out of
the 6 neurons were inhibited by both 10 Hz photostimulation and nicotine (Figure S5), suggesting that
some of the light-inhibited neurons may project to the Amg.

Long-range GABAergic neurons could originate either from the NAc or from other regions known
to send GABAergic inputs to VTA DA neurons. To confirm that nicotine-induced inhibition involves
descending fibers from the NAc to the VTA, we expressed JAWS halorodopsin in the NAc to block its
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projection to the VTA (Figure 4H). We then recorded in vivo neurons inhibited by an i.v. injection of
nicotine. By applying a second i.v. injection of nicotine coupled with an optogenetic inhibition of NAc
terminals in the VTA (Figure 4l), we showed that blocking NAc inputs to the VTA modulates and even
tends to reverse nicotine-induced inhibition. (Figure 4J, lef). Maximum variations from baseline showed
a decrease for i.v. nicotine (Nic), but an increase for i.v. nicotine coupled with photoinhibition of NAc
terminals (Opto+Nic), compared to i.v. saline (Sal) (n=6; paired Student’s t-test: Sal vs. Nic **p<0.01, Nic
vs. NicOpto ***p=0.001) (Figure 4J, right and Figure S5). Light photostimulation alone does not induce
variations in firing frequency, suggesting that this change in nicotine effect is not due to disinhibition alone
(Figure S5).

Taken together, these results suggest that activation of NAc-projecting DA neurons leads to
activation of MSN neurons in the NAc. These neurons have established connections with BLA-projecting
VTA DA neurons, suggesting that they may be responsible for their inhibition when exposed to nicotine.
This circuit-based mechanism involving an inhibitory loop between VTA and NAc may also apply to
ethanol-induced activation and inhibition.

The VTA-BLA pathway does not modulate choice and value in reinforcement learning

Nicotine-induced activation and inhibition are inextricably linked to one another. To investigate the
functional role of VTA-BLA inhibition in reinforcement, we set up an optogenetic DA neuron self-
stimulation task (0DASS, Harada et al., 2021). It consisted of a box with two levers delivering optogenetic
stimulation of DA neurons, to mimic the effects of nicotine and alcohol on the two VTA DA subpopulations.
To simulate drug effects, we expressed ChR2 in one hemisphere and JAWS in the other, both in the VTA
of DAT-Cre mice, and implanted optical fibers in the NAcLatShell and BLA, respectively (Figure 5A).
During the first week, mice were conditioned to press an active lever that stimulated VTA-NAcLatShell
terminals. Animals could choose between an active lever, which delivered the oDASS and was indicated
by a cue, and an inactive lever. The active lever (and associated cue) was switched daily to avoid side
effects (N=10 animals; two-way ANOVA: lever x session interaction, F472=3.5, *p=0.01; main effect of
session, F472=9.2, ***p<0.001) (Figure 5B-C, yellow panel). During the second week, once mice had
already learned the task, we added inhibition of VTA-BLA terminals, concurrent with activation of VTA-
NAcLatShell terminals, on the active lever. The active and inactive levers were also signaled by the same
light cue to ensure that mice track the stimulation independently of the cue. Mice were still able to track
this dual stimulation regardless of the cue position (N=10 animals; two-way ANOVA: lever x session
interaction, Fs72=4.1, **p=0.004; lever effect, F115=10.01, **p=0.005; session effect, F472=6.1,
***p<0.001) (Figure 5B-C, orange panel). The third week consisted of a choice between two active
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levers: one associated with activation of VTA-NAcLatShell terminals only, and the other with the dual
stimulation. Mice pressed both levers equally, even if the two levers had two different oDASS patterns
(N=10 animals; two-way ANOVA: lever x session interaction, F47.=11.3, ***p<0.001) (Figure 5B-C red
panel). Finally, mice rapidly stopped pressing the levers during extinction (N=10 animals; two-way
ANOVA: session effect, F4,72=29.5, ***p<0.001). These results suggest that concomitant inhibition of the
VTA-BLA pathway does not seem to affect the reinforcement induced by VTA-NAcLatShell activation, at
least not the value associated with the lever delivering the oDASS. This is supported by the similar results
obtained in experiments using VTA-NAcLatShell stimulation only (Figure S6A-D).

We then examined whether inhibition of the VTA-BLA pathway alone mediated motivational
valence. Four weeks after the first experiment, mice were re-tested by pressing an active lever that
activated only VTA-NAcLatShell terminals (Figure 5D). Mice immediately showed a number a lever
presses similar to last day of week3 (N=10 animals; two-way ANOVA: lever x session interaction,
F472=4.3, **p=0.004; main effect of lever, F118=45.4, ***p<0.001). The following week, active lever was
associated with inhibition of VTA-BLA terminals alone (Figure 5D). Mice then drastically stopped pressing
the active lever, indicating that inhibition of the VTA-BLA pathway does not support reinforcement (N=10
animals; lever x session interaction, F472=8.2, ***p<0.001; lever effect, F118=15.6, ***p<0.001; session
effect, F470=16.7, ***p<0.001). However, mice still pressed the active lever more than the inactive lever,
suggesting a possible effect of VTA-BLA pathway inhibition on salience.

Similar results were observed with activation of the VTA-BLA terminals concomitant with
activation of VTA-NAcLatShell terminals (N=8 animals; two-way ANOVA; week 1: lever x session
interaction, Fas6= 3, *p=0.03, main effect of session, Fs56=12.5, ***p<0.001; week 2: lever effect,
F1.14=12.2,**p=0.003, session effect F4 56=6.3, ***p<0.001; week 3: lever x session interaction, F4 56= 18.5,
***p<0.001; week4: session effect, F456=27.8, ***p<0.001) (Figure 5.E-G). After the reconditioning week,
activation of only the VTA-BLA terminals also showed a drastic decrease in active lever presses (N=7
animals; two-way ANOVA,; reconditioning: lever x session interaction, F44s=4.6, **p=0.003, main effect of
lever, F112=20.32, ***p<0.001; VTA-BLA*: lever effect, F1,12=22.58, *** p<0.001, session effect, F445=4,
**p=0.007) (Figure 5.H). Again, mice are able to discriminate between the two levers as they press the
active lever more than the inactive one, suggesting a salience effect. Taken together, these results
indicate that the VTA-BLA pathway does not appear to be involved in value-based choice.

DISCUSSION

The VTA has traditionally been regarded as the neural structure responsible for the widespread
distribution of DA throughout the brain. The temporal variation in DA release has been used to explain
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the functional role of DA neurons in various behavioral processes (Schultz, 2007). However, this temporal
perspective on DA neuron function has evolved over time, giving way to the idea that the DA system,
particularly within the VTA, consists of distinct subpopulations of DA neurons, each associated with
specific appetitive, aversive, or attentional behaviors (Lammel et al., 2012). Optogenetic manipulation of
specific subpopulations and pathways supports this notion. Previously, our research has shown that
nicotine induces both activation and inhibition of VTA DA neurons, each associated with two distinct
anatomical and functional circuits. Interestingly, these circuits appear to produce opposite behavioral
effects: inhibition of VTA DA neurons projecting to the BLA is anxiogenic, whereas activation of those
projecting to the NAcLatShell is rewarding. Here, we provide evidence that inhibition and excitation cannot
be viewed as isolated events; rather, inhibition arises as a consequence of excitation facilitated by
feedback inhibition from the NAc. This finding has important conceptual implications, as it suggests that
the VTA should not be viewed as a collection of independent subcircuits that could function in isolation.
Instead, it is important to understand the response patterns of the different connections in the context of
specific behavioral scenarios.

An important element of our demonstration of a network-based mechanism underlying inhibition
is that both alcohol and nicotine induce inhibition of the VTA DA-Amg pathway and activation of the VTA
DA-NAc pathway. Whereas nicotine exerts its effects via specific molecular targets, the nAChRs, alcohol
lacks a well-defined molecular target. Nevertheless, recent research in rats has shown a greater activation
of dopaminergic neurons in the lateral part of the VTA in response to ethanol compared to those located
medially (Doyon et al., 2021). This population of neurons corresponds anatomically to those projecting to
the NAc, consistent with activation of the pathway under ethanol that would override a potential source of
inhibition. Indeed, alcohol, like nicotine, induces an increase in DA release at the NAc (Di Chiara &
Imperato, 1988). Taken together, these findings strongly suggest the involvement of a network
mechanism to explain the observed inhibitory effects, as alcohol and nicotine do not rely on identical
molecular pathways. This also justifies the use of optogenetics to recover some of the effects of drug
exposure.

Amg plays a key role in emotional memory processes. It is therefore conceivable that the anxiety
elicited by the initial nicotine intake may assign a particular salience or value to this experience.
Consequently, any alterations in dopaminergic signaling within this neural region during the period of drug
intake could potentially alter the emotional salience of the intake event and influence the way in which
animals subsequently respond to the drug. With this in mind, we sought to investigate the consequences
of inhibition in the context of a reinforcement learning process using an optogenetic approach.
Unfortunately, our results were inconclusive, as inhibition neither reduced nor increased the reinforcing

effect of the stimulus. There are several plausible interpretations of these results. First, inhibition may not
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play a significant role in the reinforcement process. Alternatively, the ineffectiveness of inhibition could be
due to suboptimal parameters for optogenetic inhibition. For example, the duration of the inhibitory
patterns may need to be increased in order to achieve detectable effects. Furthermore, it is possible that
giving the animals a choice between NAc and NAc/Amg stimulation from the outset could have a more
pronounced effect on their behavioral responses, potentially explaining the observed lack of effect. Further

investigation is warranted to explore these intriguing possibilities.

METHOD DETAILS

Animals

Experiments were performed on wild-type (WT) C57BI/6R] (Janvier Labs, France), DATICRE (DAT-Cre),
DAT-D2KO, ACNB2KO (32K0) mice, weighing 25-35 grams. 32X0 mice were provided by Uwe Maskos’ team
(Pasteur institute, Paris, France). DATICRE mice were provided by Frangois Tronche’s team (IBPS Paris,
France), and were bred on site and genotyped as described (Turiault et al., 2007). DAT-D2-KO were
provided by Emmanuel Valjent's team (IGF, Montpellier, France). WT animals were males, while the
transgenic animals were equally divided between males and females.

Mice were kept in an animal facility where temperature (20 + 2°C) and humidity were automatically
monitored and a circadian light cycle of 12/12-h light-dark cycle was maintained. All experiments were
performed on 8-to-20-week-old mice.

All experiments were performed in accordance with the recommendations for animal experiments issued
by the European Commission directives 219/1990, 220/1990 and 2010/63, and approved by Sorbonne

University.

Virus

Lentiviruses were prepared in Pasteur institute as previously described (Maskos et al., 2005; Tolu et al.,
2013), with a titer of either 260 ng/pl for the AChR B2-expressing vector (PDGF.low.mCherry.lox.2) or
370 ng/pl for GFP-expressing vector (PDGF.low.mCherry.lox.32). AAV-Ef1a-flox-hChR2-YFP and CAG-
Flex-Jaws-eGFP was prepared by Vision Institute (Paris, France). pAAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP
and pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2 was provided by Addgene. ssAAV-retro/2-hSyn1-chl-
mCherry_2A_iCre-WPRE-SV40p(A) and ssAAV-retro/2-hEF1a-dlox-hChR2(H134R)_EYFP(rev)-dlox-
WPRE-hGHp(A) was provided by VVF Zurich.
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Drugs

In all our experiments we used a nicotine hydrogen tartrate salt (Sigma-Aldrich, USA) and liquid ethanol
96% (Emprove, Ph Eur BP, Sigma-Aldrich).

For juxtacellular and tetrode recordings, we performed an intravenous injection (IV) of nicotine at a dose
of 30 pg/kg or ethanol at a dose of 250 mg/kg or saline solution (H20 with 0.9% NaCl). For patch-clamp
recordings, we used 30 uM of nicotine for bath-application and 10, 30 or 100 uM for local puffs. Al
solutions were prepared in the laboratory.

Stereotaxic surgeries

For viral or retrobead injections, mice were anesthetized with a gas mixture of oxygen (1 L/min) and 3%
isoflurane (IsoFlo) through a TeamSega apparatus. Mice deeply anesthetized were then placed in a
stereotaxic frame (David Kopf), maintained under anesthesia throughout the surgery at 3 to 2%
isoflurane. The skin was shaved, disinfected and locally anesthetized with 100 ul of lurocaine 10% at the
location of the scalp incision. Depending on the experiments that are developed below, unilateral or
bilateral craniotomies were then performed over the VTA, NAc or BLA. At the end of the surgery, 75 pl of
buprenorphine (Buprecare, 0.1 mg/kg) was injected subcutaneously to prepare awakening.

Retrobeads injections

Green or red fluorescent retrograde tracers, retrobeads (RB, Lumafluor), were performed using a cannula
(diameter 36G, Phymep, Paris, France). Red RB were using when combined with optogenetic
experiments in slice electrophysiology, to not overlap with the ChR2-YFP signal. Green RB were used for
juxtacellular recordings, and for patch-clamp recordings without optogenetics. The canula were connected
to a 10 pl Hamilton syringue (Mode 1701, Hamilton Robotics, Bonaduz, Switzerland) place in a syringe
pump (QSI, Stoelting Co, Chicago, IL, USA). For juxtacellular recordings, injections were performed in
the 3 subnuclei of the NAc (NAc medial shell NACMSh: bregma 1.78 mm, lateral 0.45 mm, ventral 4.1
mm; NAc core: bregma 1.55 mm, lateral 1.0 mm, ventral 4.0 mm; NAc lateral shell NAcLSh: bregma 1.45
mm, lateral 1.75 mm, ventral 4.0 mm) or in Amg (BLA: bregma -1.35 mm, lateral 3.07 mm, ventral 4.7
mm; CeA: bregma - 0.78 mm, lateral 2.3 mm, ventral 4.8 mm). For patch-clamp experiments, only NAcLSh
(bregma 1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral 4.0 mm) and BLA (bregma -1.35 mm, lateral 3.07 mm, ventral
4.7 mm) were targeted with the same protocol of RB injection. To enable retrograde transport of the RB
into the somas of midbrain DA neurons, we waited for an adequate time to perform the
electrophysiological experiments, depending on the injection zone: 2 weeks after injection into the NAc
and 3 to 4 weeks after injection into the Amg.
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Lentiviral reexpression and optogenetic experiments
All viral and lentiral injections were done using a glass micropipette (10 ul graduated borosilicate glass
capillary; Wiretrol | Calibrated Micropipettes, Drummond) prefilled with mineral oil was fixed into the MO-
10 One-axis Oil Hydraulic Micromanipulator (Narishige).

Added to some retrobeads experiments in patch-clamp experiments, activation of NAc terminals was
mediated through viral injection of pAAV5-hSyn-hChR2(H134R)-EYFP (2x1013, 26973, Addgene).

To perform re-expression of the B2 subunit specifically in the VTA-NAc pathway of p2-- mice, we first
injected  ssAAV-retro/2-hSyn1-chl-mCherry_2A_iCre-WPRE-SV40p(A) (8.4x10'2, v147-retro, VVF
Zurich) in the 3 subnuclei of the NAc (200 nl each site: NAc medial shell NAcMSh: bregma 1.78 mm,
lateral 0.45 mm, ventral 4.1 mm; NAc core: bregma 1.54 mm, lateral 1.0 mm, ventral 4.0 mm; NAc lateral
shell NAcLSh: bregma 1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral 4.0 mm) and we waited 3 weeks for the Cre to
expressed. We then performed unilateral injections of 700 nl of PDGF.lox.mCherry.lox.GFP (185 ng/nl,
Pasteur institute) or PDGF.low.mCherry.lox.32 (260 ng/nl, Pasteur institute) in the VTA (bregma -3.1 mm,
lateral 0.5 mm, ventral 4.5 mm).

To perform DA-neuron specific optogenetic activation of the VTA-NAc pathway for patch-clamp

or tetrode recordings, we used 8-week-old DAT-Cre mice, in which Cre recombinase expression is
restricted to DA neurons without disrupting endogenous dopamine transporter (DAT) expression (Turiault
et al., 2007; Zhuang et al., 2005). We injected ssAAV-retro/2-hEF1a-dlox-hChR2(H134R)_EYFP(rev)-
dlox-WPRE-hGHp(A) (5.4x10'2, v214-retro, VVF Zurich) in the 3 subnuclei of the NAc (200 nl each site:
NAc medial shell NAcMSh: bregma 1.78 mm, lateral 0.45 mm, ventral 4.1 mm; NAc core: bregma 1.55
mm, lateral 1.0 mm, ventral 4.0 mm; NAc lateral shell NAcLSh: bregma 1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral
4.0 mm) and we waited 3 weeks before recordings.
To perform non-conditional optogenetic inhibition of the NAc inputs onto the VTA for tetrode recordings,
we injected pAAV-hsyn-Jaws-KGC-GFP-ER2 (1,3e® 1:10 dilution, 65014, Addgene) in the 3 subnuclei of
the NAc (200 nl each site: NAc medial shell NAcMSh: bregma +1.78 mm, lateral 0.45 mm, ventral 4.1
mm; NAc core: bregma +1.54 mm, lateral 1.0 mm, ventral 4.0 mm; NAc lateral shell NAcLSh: bregma
+1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral 4.0 mm) in WT mice.

To perform DA neuron-specific optogenetic experiments, we did unilateral injections in the VTA
(bregma -3.1 mm, lateral 0.5 mm, ventral 4.5 mm) of 6-week-old DAT-Cre mice, with 400 nl of AAV-Ef1a-
flox-hChR2-YFP (9,59e'* 1:10 dilution) or CAG-Flex-Jaws-eGFP (1,16e'4 1:10 dilution) A double-floxed
inverse open reading frame (DIO) allowed restraining to VTA DA neurons the expression of ChR2 for
activation, or Jaws a red- shifted cruxhalorhodopsin Jaws (Chuong et al., 2014) for inhibition. Optical
fibers (200 mm core, NA = 0.39, ThorLabs) coupled to a zirconia ferule (1.25 mm) were implanted
unilaterally or bilaterally depending on the experiments, in the different target sites of the VTA DA neurons
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(coordinates for BLA implantation: bregma -1.35 mm, lateral 3.07 mm, ventral 4.55 mm) (coordinates for
NAcLSh implantation: bregma +1.45 mm, lateral 1.75 mm, ventral 3.90 mm), and fixed to the skull with
dental cement (SuperBond, Sun medical).

In vivo electrophysiology on anesthetized animals

Induction of anesthesia was done with gas mixture of oxygen (1 L/min) and 3% isoflurane (IsoFlo) through
a TeamSega apparatus. Mice deeply anesthetized were then placed in a stereotaxic frame (David Kopf),
maintained under anesthesia throughout the surgery at 3 to 2.5% isoflurane. The scalp was opened and
a cranial window was drilled in the skull above the location of the VTA (coordinates: 3.1 £ 3 mm posterior
to bregma, 0.4 to 0.5 mm lateral to the midline, 3.9 to 5 mm ventral from the brain). During recordings,
mice were maintained deeply anesthetized at 2 % isoflurane, with monitoring and adjustment of the
anesthesia throughout the experiment. Intravenous (IV) administration of saline, nicotine (30ug/kg) or
ethanol (250 mg/kg) was carried out through a catheter (30G needle connected to polyethylene tubing
PE10) connected to a Hamilton syringe, into the saphenous vein of the animal. For multiple doses of
ethanol, mice received two to four injections of 125, 250, 500 and/or 750 mg/kg (pseudo-randomly
administrated).

Juxtacellular recordings
To perform single unit extracellular recordings, recording electrodes were pulled from borosilicate glass
capillaries (Harvard Apparatus, with outer and inner diameters of 1.50 and 1.17 mm, respectively) with a
Narishige electrode puller. The tips were broken under microscope control and filled with 0.5% sodium
acetate containing 1.5% of neurobiotin tracer (VECTOR laboratories). Electrodes had tip diameters of 1-
2 um and impedances of 6-9 MQ. A reference electrode was placed in the subcutaneous tissue. The
recording electrodes were lowered vertically through the hole with a micro drive. Electrical signals were
amplified by a high-impedance amplifier (Axon Instruments) and monitored through an audio monitor
(AM. Systems Inc.). The unit activity was digitized at 25 kHz and recorded using Spike2 software
(Cambridge Electronic Design) for later analysis. Individual electrode tracks were separated from one
another by at least 0.1 mm in the medio-lateral axis. The electrophysiological characteristics of dopamine
neurons were analyzed in the active cells encountered when passing the microelectrode in a
stereotaxically defined block of brain tissue corresponding to the coordinates of the VTA (coordinates:
between 3 to 3.4 mm posterior to bregma, 0.4 to 0.6 mm lateral to midline, and 3.9 to 5 mm below brain
surface). Extracellular identification of dopamine neurons was based on their location as well as on the
set of unique electrophysiological properties that distinguish dopamine from non-dopamine neurons in
vivo: (i) a typical triphasic action potential with a marked negative deflection; (ii) a long duration (>2.0 ms);
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(iii) an action potential width from start to negative trough >1.1 ms; (iv) a slow firing rate (<10 Hz and >1
Hz). After recording, nicotine-responsive cells were labeled by electroporation of their membrane:
successive currents squares were applied until the membrane breakage, to fill cell soma with neurobiotin
contained into the glass pipet (Pinault, 1996). To be able to establish correspondence between neurons
responses and their localization in the VTA, we labeled one type of response per mouse: solely activated
neurons or solely inhibited neurons, with a limited number of cells per brain (1 to 4 neurons maximum, 2
by hemisphere), always with the same concern of localization of neurons in the VTA. All data were
analyzed with R.

Multi-unit extracellular recordings
4-5 weeks after viral infection, we used a Mini-Matrix (Thomas Recording) allowing us to lower within the
VTA: up to 3 tetrodes (Tip shape A, Thomas Recording, Z = 1-2 MW) and a tip-shaped quartz optical
fiber (100 mm core, NA = 0.22, Thomas Recording) for photostimulation. The fiber was coupled to a dual
LED (450-465 nm for ChR2, 600-630 nm for Jaws, Prizmatix) with an output intensity of 200-500 m\V at
the tip of the fiber for both wavelengths. These five elements could be moved independently with
micrometer precision. Tetrodes were lowered in the medial part of the VTA while the optical fiber was
lowered in the lateral part of the VTA 100 um above the tetrodes (300 um between the two elements).
Spontaneously active putative DA neurons were identified on the basis of the electrophysiological criteria
used for juxtacellular recordings. Baseline activity was recorded for 5 minutes, prior to IV injection of
nicotine allowing us to target drug-inhibited neurons and then second IV injection of drug with optical-
stimulation was performed.
Electrophysiological signals were acquired with a 20 channels preamplifier included in the Mini Matrix
(Thomas Recording) connected to an amplifier (Digital Lynx SX 32 channels, Neuralynx) digitized and
recorded using Cheetah software (Neuralynx). Spikes were detected using a custom-written Matlab
routine and sorted using a classical principal component analysis associated with a cluster cutting method
(SpikeSort3D Software, Neuralynx). All the data were analyzed with R (https://www.r-project.org) and
Matlab (MathWorks).

Ex vivo electrophysiology: patch clamp recordings

Mice were deeply anesthetized by an intraperitoneal injection of a mix of ketamine (150 mg/kg Virbac
1000) and xylazine (60 mg/kg, Rompun 2%, Elanco). Coronal midbrain sections (250 ym) were sliced
with a Compresstome (VF-200, Precisionary Instruments) after intracardial perfusion of frozen sucrose-
based artificial cerebrospinal fluid (SB-ACSF) containing (in mM): 125 NaCl, 2.5 KClI, 1.25 NaH2PO4, 26
NaHCOs;, 5,9 MgCl,, 25 sucrose, 2.5 glucose, 1 kynurenate (pH 7.2, 325 mOsm). After 8 minutes at 37°C
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for recovery, slices were transferred into oxygenated artificial cerebrospinal fluid (ACSF) containing (in
mM): 125 NaCl, 2.5 KCI, 1.25 NaH2PO4, 26 NaHCO3, 2 CaCl2, 1 MgCI2, 15 sucrose, 10 glucose (pH 7.2,
325 mOsm) at room temperature for the rest of the day. Slices were individually transferred to a recording
chamber continuously perfused at 2 mL/minute with oxygenated ACSF. Patch pipettes (4-6 MQ) were
pulled from thin wall borosilicate glass (G150TF-3, Warner Instruments) with a micropipette puller (P-87,
Sutter Instruments Co.). Neurons were visualized using an upright microscope coupled with a dodt
gradient contrast imaging, and illuminated with a white light source (Scientifica). Whole-cell recordings
were performed with a patch-clamp amplifier (Axoclamp 200B, Molecular Devices) connected to a
Digidata (1550 LowNoise acquisition system, Molecular Devices). Signals were low-pass filtered (Bessel,
2 kHz) and collected at 10 kHz using the data acquisition software pClamp 10.5 (Molecular Devices). VTA
location was identified under microscope. |dentification of dopaminergic neurons was performed by
location and by their electrophysiological properties (width and shape of action potential (AP) and after
hyperpolarization (AHP)).

To perform recordings of spontaneous inhibitory post-synaptic currents (sIPSCs), we used

Cesium-based internal solution of (in mM): 130 CsCl, 1 EGTA, 10 HEPES, 2 MgATP, 0.2 NaGTP, 0.1%
neurobiotin pH 7.35 (270-285 mOsm). Local perfusion was used to apply nicotine locally in the bath above
recorded cells. Recordings of light-evoked GABA current from activation of NAc terminals were conducted
in presence of 20 yM DNQX (6,7-Dinitroquinoxaline-2,3-dione, HelloBio) and 50 uM D-AP5 (D-(-)-2-
Amino-5-phosphonopentanoic acid, HelloBio) to block respectively AMPA and NMDA receptors, 500 mM
of TTX (tetrodotoxin citrate, HelloBio) to block voltage-gated sodium channels and 1mM of 4-AP (4-
aminopyridine, HelloBio) to block potassium channel antagonist (Cho et al., 2013). Light-evoked
responses were obtained every 10s with one pulse (3ms) of 460 nm wavelength (5 sweeps for each
neuron). For recordings of miniature IPSCs, Cs-based internal solution was used with 20 uM DNQX;, 50
MM D-AP5 and 500 nM TTX.
To perform characterization of DA subpopulations and puffs recordings (200 ms, 2 psi), potassium
gluconate-based intracellular solution was used containing (in mM): 135 K-gluconate, 10 HEPES, 0.1
EGTA, 5 KCl, 2 MgCl,, 2 ATP-Mg, 0.2 GTP-Na, and biocytin 2 mg/mL (pH adjusted to 7.2). Same internal
solution was used to record optical stimulation of retroChR2 virus in NAc-projecting DA neurons. To
characterize retroChR2 expression, 10 and 20 Hz (3s pulse; train rate of 10 or 20 Hz; 5 sweeps of 10s)
photostimulation were used to drive neuronal firing in current-clamp mode. 30% LED intensity was used,
as no higher amplitude currents were observed above this threshold.
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Behavioral task

For optogenetic self-stimulation of DA neurons (0DASS, Harada et al., 2021), we used operand chamber
(MED Associates) with 2 levers. The oDASS task consisted of a 2 hour-session in which animals were
free to explore and press the levers whenever they wanted. An ultra-high-power LED (450-465 nm for
ChR2, 600-630 nm for Jaws, Prizmatix) coupled to a patch cord (1000 um POF, NA = 0.63, Prizmatix or
200 um core, NA = 0.37, Doric) was used for optical stimulation (output intensity of 5 mW; frequency of
20 Hz, 4 ms-pulse and 5s duration for ChR2; continuous stimulation for Jaws). LED output was controlled
using a Master-8 pulse stimulator (A.M.P.1., Jerus).

The aim was to study the value of a lever depending on the optogenetic stimulation associated with it.
Three types of experiments were performed: 1) activation of VTApa-NAc only, 2) activation of VTApa-NAc
together with inhibition of VTApa-BLA, or 3) simultaneous activation of VTApa-NAc and VTApa-BLA.
During the first week (5 days), only one lever was active, indicated by a light cue, and was flipped to the
side each day to ensure that the mice followed the cue and stimulation. Conditioning was performed by
activating only the VTApa-NAc pathway.

During the second week, the two cues above the levers were on, but only one lever was active so that
the mouse was tracking the stimulation and not just the cue. For groups (2) and (3), VTApa-BLA
stimulation was added during this second week.

The third week was the week of choice, we had the two cues on and the two levers active. One lever
elicited VTApa-NAc activation and the second lever elicited VTApa-BLA either inhibition or activation.

During all experiments, the stimulation-induced levers were changed every day.

Fluorescence immunohistochemistry

Recorded neurons in patch-clamp experiments were filled with biocytin in order to validate presence of
TH enzyme by immunohistochemistry, indicator of dopaminergic neurons. After recordings, slices were
fixed in 4% PFA (paraformaldehyde) during a night. Recorded neurons in juxtacellular expriments were
filled with neurobiotin and after euthanasia of the animals, brains were rapidly removed and fixed in 4%
PFA. After a period of at least three days of fixation at 4°C, serial 60-mm sections were cut from the
midbrain with a vibratome.

Immunostaining experiments were performed as follows: free-floating VTA brain sections were incubated
for 3 hours (juxtacellular experiments) or 6 hours (patch-clamp experiments) at 4°C in a blocking solution
of phosphate-buffered saline (PBS) containing 3% bovine serum albumin (BSA, Sigma; A4503) (vol/vol)
and 0.2% Triton X-100 (vol/vol), and then incubated overnight (juxtacellular experiments) or during 72
hours (patch-clamp experiments) at 4°C with a mouse anti-tyrosine hydroxylase antibody (anti-TH, Sigma,
T1299), at 1:500 or 1:200 dilution, in PBS containing 1.5% BSA and 0.2% Triton X-100. Sections were
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then rinsed with PBS, and incubated for 3 hours (juxtacellular experiments) or 6 hours (patch-clamp
experiments) at room temperature with Cy3-conjugated anti-mouse and AMCA-conjugated streptavidin
(Jackson ImmunoResearch) both at 1:500 or 1:200 dilution in a solution of 1.5% BSA in PBS. After three
rinses in PBS, slices were wet-mounted using Prolong Gold Antifade Reagent (Invitrogen, P36930). In
the case of optogenetic or re-expression experiments, identification of transfected neurons by
immunofluorescence was performed as described above, with addition of chicken anti-GFP primary
antibody (1:500, ab13970, Abcam) in the 3% BSA solution. A goat-anti-chicken AlexaFluor 488 (1:500,
Life Technologies) was then used as secondary antibody.

Microscopy was carried out with a fluorescent microscope, and images captured using a camera and
analyzed with ImageJ. Immunoreactivity for both TH and biocytin (B) or neurobiotin allowed us to confirm
the neurochemical phenotype of DA neurons in the VTA or the transfection success.

Quantification and statistical analysis

Method for classifying VTA DA neurons subpopulations in response to nicotine or ethanol injection.
Subpopulations of DA neurons were automatically classified using variation of firing frequency. First, we
calculated the maximal variation from the baseline per neuron, within the first 3 minutes following injection.
We then used a bootstrapping method to exclude non-responding neurons.

For each neuron, the maximal and the minimal value of firing frequency was measured within the response
period (3 minutes) that followed nicotine or saline injection, and the bigger of the two are used to determine
the maximum of variation induce by the given injection. The effect of nicotine or alcohol was assessed by
comparing the maximum of firing frequency variation induced by the drug and saline injection. If the
distribution of all maximum variation induced by nicotine or ethanol are different from those induced by
saline, each neuron is then individually classified as activated or inhibited by bootstrapping. Baseline spike
intervals were randomly shuffled 1000 times. Firing frequency was estimated on 60s-time windows, with
15 s time steps. For each neuron, we determined the percentile from the shuffled data corresponding to
the drug-evoked response (max or min frequency after nicotine injection). Neurons were individually
considered as responsive to nicotine or ethanol injection if this percentile is = 0.95 or < 0.05. Responsive
neurons displaying an increase in firing frequency (Af > 0) were defined as “Nic+” or “EtOH+" while
neurons displaying a decrease in firing frequency (Af < 0) were defined as “Nic-" or “EtOH-*. For the dose-
response curve, neurons were classified as EtOH+ or EtOH- based on their response for the first doses
inducing a significant firing variation identified by bootstrapping.

The mean responses to nicotine and ethanol of activated and inhibited neurons are thus presented as a
percentage of variation from baseline (mean £ SEM). Then, for activated (or inhibited) neurons, we

compare the maximum (or minimum) value of firing frequency before and after injection for nicotine,
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ethanol, and saline. Finally, to ensure that the drug-induced responses were different from the activation
or inhibition induced by saline injection, we compared the firing variation induced by nicotine or ethanol
with that induced by saline.

Statistical analysis
All statistical analyses were done using the R software with home-made routines. Results are plotted as
mean + SEM. The total number (n) of observations in each group and the statistical tests used for
comparisons between groups or within groups are indicated directly on the figures or in the results
sections. Comparisons between means were performed with parametric tests such as Student’s t-test, or
two-way ANOVA for comparing two groups when parameters followed a normal distribution (Shapiro-Wilk
normality test with p > 0.05), or Wilcoxon non-parametric test if the distribution was skewed. Holm’s
sequential Bonferroni post hoc analysis was applied, when necessary. Statistical significance was set at
p<0.05(*),p<0.01(*), orp<0.001 (***), or p > 0.05 was considered not to be stastistically significant.
For the surrogate analyses, nicotine and ethanol responses from the experimental data groups were
pooled to reconstruct a new surrogate data set. The percentage of correlation of drug responses from the
surrogate was then calculated (number of pairs of responses showing the same polarity for the two drugs).
We plotted the density of the percentage correlation from 10,000 surrogates and counted the number of
times this percentage reached the level of the percentage of correlation observed with experimental data.
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FIGURE AND LEGENDS

Figure 1: Nicotine and ethanol elicit similar responses in VTA DA neurons.

(A) Intravenous (i.v.) injections of ethanol (EtOH; 250 mg/kg) or nicotine (Nic; 30 pg/kg) induce activation
or inhibition of specific VTA DA neurons in anesthetized mice, as shown in representative recordings.
After recording, VTA DA neurons labeled with neurobiotin (NB) were subsequently identified by
immunofluorescence, using markers such as tyrosine hydroxylase (TH) and streptavidin-AMCA targeting
NB.

(B) Examples of change in firing rate variation (% of baseline) after paired i.v. injection of first nicotine and
then ethanol for two VTA DA neurons activated (top) and inhibited (bottom) by the two drugs, respectively.
(C) Response density after i.v. injection of either ethanol (EtOH; gray, n=72) or nicotine (Nic; black, n=72)
expressed as a percentage of the change in firing frequency induced by the injection (Kolmogorov-
Smirnov test, p>0.05).

(D) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) after ethanol or saline (gray) i.v.
injection in activated (EtOH+, red, n=52) and inhibited (EtOH-, blue, n=15) VTA DA neurons. Ethanol
induced a significant increase or decrease in firing frequency compared to saline (left, paired Wilcoxon
test, **p<0.001). Comparison of firing rate variation (Hz) between baseline and ethanol injection.
Maximum firing rate after i.v. ethanol for EtOH+ neurons or minimum firing rate after i.v. ethanol for EtOH-
neurons (right, paired Wilcoxon test, ***p>0.001).

(E) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) after nicotine or saline (gray) i.v.
injection in activated (Nic+, red, n=41) and inhibited (Nic-, blue, n=28) VTA DA neurons. Nicotine induced
a significant increase or decrease in firing frequency compared to saline (left, paired Wilcoxon test,
***p<0.001). Comparison of firing rate variation (Hz) between baseline and nicotine injection. Maximum
firing rate after i.v. nicotine for Nic+ neurons or minimum firing rate after i.v. nicotine for Nic- neurons
(right, paired Wilcoxon test, ***p>0.001).

(F) Responses of VTA DA neurons to ethanol (left) or nicotine (right) i.v. injections. Responses are ranked
based on drug response, from most activated (red) to most inhibited (pink).

(G) Correlation between ethanol- and nicotine-induced responses based on the percentage of frequency
variation induced by the drugs. The insert shows the density of the percentage correlation obtained on
10000 surrogates. The red line represents the percentage correlation obtained with the experimental data.
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Figure 2: Nicotine and ethanol activate or inhibit the same dopaminergic pathways.

(A) Retrobeads were injected into the nucleus accumbens (NAc; injection in the lateral shell [NAcLatShell]
+ medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]) or in the amygdala (Amg; injection in the basolateral
[BLA] + central [CeA] nuclei) and in vivo recordings of VTA DA responses to an i.v. ethanol and nicotine
injection were performed in anesthetized mice. Post hoc identification of NAc- or Amg-projecting DA
neurons was performed by immunofluorescent co-labeling of tyrosine hydroxylase (TH), neurobiotin (NB),
and retrobeads (RB).

(B) Response density after i.v. injection of nicotine in NAc- or Amg-projecting VTA DA neurons (brown,
n=13; purple, n=16). Responses are expressed as a percentage of the change in firing frequency induced
by the injection (Kolmogorov-Smirnov test, ***p<0.001).

(C) Left: Percentage of activated or inhibited VTA DA neurons (fop) and firing rate variation between
baseline and nicotine injection in NAc-projecting cells (bottom). Right: Percentage of activated or inhibited
V/TA DA neurons (top) and firing rate variation between baseline and nicotine injection in Amg-projecting
cells (bottom) (paired Wilcoxon test, **p>0.01).

(D) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) after i.v. injection of nicotine or
saline (gray) for activated VTA DA neurons projecting to the NAc (fop, n=12) and inhibited VTA DA
neurons projecting to the Amg (bottom, n=15). Nicotine induced a significant increase or decrease in firing
frequency compared to saline (paired Wilcoxon test, ***p<0.001).

(E) Response density after i.v. injection of ethanol in NAc- or Amg-projecting VTA DA neurons (brown,
n=13; purple, 16). Responses are expressed as a percentage of the change in firing frequency induced
by the injection (Kolmogorov-Smirnov test, **p<0.01).

(F) Left: Percentage of activated or inhibited VTA DA neurons (top) and firing rate variation between
baseline and ethanol injection in NAc-projecting cells (bottom). Right: Percentage of activated or inhibited
V/TA DA neurons (top) and firing rate variation between baseline and ethanol injection in Amg-projecting
cells (bottom).

(G) Time course of mean change in firing frequency (% of baseline) after i.v. injection of ethanol or saline
(gray) for activated VTA DA neurons projecting to the NAc (top, n=11) and inhibited VTA DA neurons
projecting to the Amg (bottom, n=13). Ethanol induced a significant increase or decrease in firing
frequency compared to saline (paired Wilcoxon test, ***p<0.001).

(H) Correlation between ethanol- and nicotine-induced responses based on percentage of drug-induced
frequency change for NAc- and Amg-projecting VTA DA neurons.
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Figure 3: Nicotine-induced inhibition mediated by activation of NAc-projecting DA neurons.

(A) Retrobeads were injected into the NAcLatShell or in the BLA and ex vivo patch-clamp recordings of
VTA DA neurons were performed. Post hoc identification of NAc- or Amg-projecting DA neurons was
performed by immunofluorescent co-labeling of tyrosine hydroxylase (TH), neurobiotin (NB), and
retrobeads (RB).

(B) Example electrophysiological traces of nicotinic currents in DA-NAcLatShell or DA-BLA DA neurons
at three doses: 10, 30 and 100 uM (leff). Mean currents evoked by nicotine in either NAcShellLat-
projecting (brown; dose 10 uM, n=8; dose 30 uM, n=13; dose 100 uM, n=11) or BLA-projecting (purple,
(dose 10 uM, n=13; dose 30 uM, n=8; dose 100 uM, n=10) VTA DA (right, two-way ANOVA: dose effect
F257=9.5, **p<0.001; projection effect, F157=1428.4, ***p<0.001).

(C) Example electrophysiological traces of sIPSC before and after nicotine bath application and
associated nicotinic currents (leff). Mean sIPSC amplitude and frequency before and after nicotine in
either BLA-projecting (n=14, right, top) or NAcLatShell-projecting (n=17, right, bottom) VTA DA neurons
(Student’s t-test, *p<0.05).

(D) AAVretroCre was injected into the nucleus accumbens (NAc; injection in the lateral shell [NAcLatShell]
+ medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]) and lentiviral Cre-dependent re-expression of the 2
subunit of nicotinic receptors in the VTA was performed.

(E) Response density after i.v. injection of nicotine or saline in GFPNAcVec (n=19, top) or 2NAcVee (n=32,
bottom) VTA DA neurons. Responses are expressed as a percentage of the change in firing frequency
induced by the injection (Kolmogorov-Smirnov test, *p<0.05).

(F) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) after i.v. nicotine or saline (gray)
injection for GFPNAcVec (black, top) or B2NAcVece (red and blue, botfom) VTA DA neurons. Comparison of
firing rate variation from baseline after saline and nicotine injection for nicotine-activated (red) or nicotine-
inhibited (blue) VTA DA neurons (n=17 and 15, respectively) (right, paired Wilcoxon test, ***p<0.001,
**p<0.01).

(G) AAVretroCre was injected into the amygdala (Amg; injection in the basolateral [BLA] + central [CeA]
nuclei) and lentiviral Cre-dependent re-expression of the 32 subunit of nicotinic receptors in the VTA was
performed.

(H) Same as (E) for GFPAmavec (n=10, top) and B2Amavec (n=21, bottom) (Kolmogorov-Smirnov test,
**p<0.01).

(1) Same as (F) for GFPAmgVec (n=10, top) and 32NAcvec (n=12 and 4, respectively) (paired Wilcoxon test,
***p<0.001, **p<0.01).
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Figure 4: Circuit-based mechanism of pDA inhibition in the VTA.

(A) Retrobeads were injected into the BLA and ChR2 was injected into the NAc (NAc; injection in the
lateral shell [NAcLatShell] + medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]).

(B) Example electrophysiological recordings of light-evoked IPSC in BLA-projecting DA neurons. Post
hoc identification of BLA-projecting DA neurons by immunofluorescent co- labeling of tyrosine hydroxylase
(TH), neurobiotin (NB), and retrobeads (RB).

(C) Synaptic connectivity plotted against the amplitude of light-evoked IPSCs from NAcMedShell,
NAcLatShell or NAcCore projections on BLA-projecting VTA DA neurons (n=7/17 neurons, 8/13 neurons
and 10/11 neurons, respectively).

(D) AAV for Cre-dependent expression of retroChR2 was injected into the NAc (NAc; injection in the lateral
shell [NAcLatShell] + medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]) of DAT-Cre mice, and patch-clamp
or multi-unit extracellular recordings were performed (left). YFP-positive cells recorded in patch-clamp
experiments were responsive to 10 and 20 Hz stimulation. Post hoc immunofluorescence verification of
co-labeling of TH, YFP and B (middle). YFP signal was localized to the medial and lateral parts of the
VTA.

(E) Response density following light-evoked stimulation (blue) or depending of baseline variation (gray).
Responses are expressed as a percentage of the change in firing frequency induced by the injection
(n=43, Kolmogorov-Smirnov test: **p<0.01).

(F) Time course of the average change in firing frequency (% of baseline) upon light stimulation at 10 or
20 Hz in light-activated pDA neurons (red, leff). Comparison of firing rate variation between baseline and
light stimulation for 10 or 20 Hz stimulation pattern (n= 15 and 6, respectively; paired Wilcoxon test:
*p<0.05, ***p< 0.001).

(G) Time course of the average change in firing frequency (% of baseline) upon light stimulation at 10 or
20 Hz in light-inhibited pDA neurons (blue, leff). Comparison of firing rate variation between baseline and
light stimulation for 10 or 20 Hz stimulation pattern (n= 13 and 8, respectively; paired Wilcoxon test,
**p<0.01, **p<0.001).

(H) JAWS virus was injected into the NAc (NAc; injection in the lateral shell [NAcLatShell] + medial shell
[NAcMedShell] + core [NAcCore]) and multi-unit extracellular recordings were performed.

(1) Examples of change in firing rate variation (% of baseline) after i.v. nicotine injection, i.v. nicotine
injection coupled with light inhibition of NAc terminals in the VTA, light inhibition of NAc terminals alone,
ori.v. saline injection.

(J) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) to nicotine of pDA inhibited neurons
(n=6) with (orange) or without (black) light inhibition of NAc terminals in the VTA. Comparison of maximum
change from baseline between i.v. saline injection, i.v. nicotine injection alone, or i.v. nicotine injection +
light stimulation (paired Student’s t-test, **p<0.01, *p<0.05).
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Figure 5: Modulation of the VTA-BLA pathway during optogenetic self-stimulation of DA neurons.

(A) AAVs for Cre-dependent expression of ChR2 and Jaws were injected into the VTA of DAT-Cre mice
(one virus in each brain hemisphere), and optical fibers were implanted in the NAcLatShell (ChR2 side)
or in the BLA (Jaws side). Mice performed an optogenetic DA neuron self-stimulation task (0DASS),
consisting of a box with two levers. When one lever is active, it delivers optogenetic stimulation to DA
neurons and is signaled by a light cue. By pressing the active lever, mice receive either activation of
dopaminergic terminals in the NAcLatShell (460 nm, 4-ms pulse, 20 Hz, 5-s duration) or BLA (610 nm,
continuous, 5-s duration), or both.

(B) A 4-week task protocol in which the active lever is switched daily (week1, conditioning; week2, reward
tracking; week3, value-based choice; week4: extinction). Each session lasted 2 hours. During the first
week, the active lever triggers VTApa-NAcLatShell activation and is signaled by a light cue (ON). During
the second week, the active lever triggers simultaneous VTApa-NAcLatShell activation and VTApa-BLA
inhibition. The active and the inactive lever are signaled by the same light cue (ON). In the third week, the
two levers are active and signaled by the same light cue (ON). One lever triggers VTApa-NAcLatShell
activation and the second lever triggers simultaneous VTApa-NAcLatShell activation and VTApa-BLA
inhibition.

(C) Learning curve with sessions plotted against the mean number of lever presses for the active and
inactive levers during the 4-week protocol. (n=10 animals, two-way ANOVA for each week: lever and
session effect, **p<0.01, ***p<0.001).

(D) Learning curve with sessions plotted against the mean number of lever presses for the active and
inactive levers. The first week is a re-conditioning week after the 4-week protocol, with VTApa-NAcLatShell
activation associated only with the active lever signaled by the light cue (ON). In the following second
week, the active lever (ON) triggers only VTApa-BLA inhibition (n=10 animals, two-way ANOVA for each
week: lever and session effect, **p<0.01, ***p<0.001).

(E) Same as (A) but, AAVs for Cre-dependent expression of ChR2 were injected into both sides of the
VTA of DAT-Cre mice. By pressing the active lever, mice receive activation of either NAcLatShell or BLA
dopaminergic terminals, or both (ChR2 stimulation: 460 nm, 4-ms pulse, 20 Hz, 5-s duration; JAWS
stimulation: 610 nm, continuous, 5-s duration).

(F) Same as (B), but with activation of VTApa-BLA dopaminergic terminals.

(G) Same as (C), but with activation of VTApa-BLA dopaminergic terminals (n=8 animals, two-way ANOVA
for each week: lever and session effect, **p<0.01, ***p<0.001).

(H) Same as (D), but with activation of VTApa-BLA dopaminergic terminals (n=8 animals, two-way ANOVA
for each week: lever and session effect, **p<0.01, ***p<0.001).
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SUPPLEMENTARY FIGURES AND LEGENDS

Figure S1: In vivo juxtacellular recordings of VTA DA neurons in response to nicotine and ethanol.
Related to Figure 1.

(A) Response density after i.v. injection of either ethanol (EtOH; black, n=72) or saline (Sal; gray, n=72)
expressed as a percentage of the change in firing frequency induced by the injection (Kolmogorov-
Smirnov test, ***p<0.001).

(B) Response density after i.v. injection of either nicotine (Nic; black, n=72) or saline (Sal; gray, n=72)
expressed as a percentage of the change in firing frequency induced by the injection (Kolmogorov-
Smirnov test, ***p<0.001).

(C) Localization of activated (EtOH+) and inhibited (EtOH-) DA neurons by i.v. injection of ethanol,
positioned on a Paxinos atlas slice at 3.3 mm from bregma, from neurobiotin-filled cell bodies of all
recorded neurons (red, activated neurons, n = 52; blue, inhibited neurons, n = 15). EtOH- neurons had a
more medial distribution within the VTA than EtOH+ neurons (Wilcoxon test, **p=0.005), but neither
anteroposterior (Wilcoxon test, p=0.7) nor dorsoventral (Wilcoxon test, p=0.32) differences in their
distribution were observed.

(D) Time course of mean change in firing frequency (% of baseline) after i.v. injection of different doses
of ethanol for activated VTA DA neurons (EtOH+; red) and inhibited (EtOH-; blue) VTA DA neurons (left;
125, 250, 500 and 750 mg/kg; n=6/10, 9/10, 9/11 and 6/8, respectively for EtOH+ and EtOH- DA neurons).
Dose-response curves in EtOH+ (red) and EtOH- (blue) VTA DA neurons. Responses to different doses
of ethanol are expressed as percentage of variation from baseline (right; two-way ANOVA: dose effect
F455=10.83, ***p<0.001 and F473=20.64, ***p<0.001, respectively for EtOH+ and EtOH- DA neurons).
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Figure S2: Identification of NAc- and Amg-projecting DA neurons. Related to Figure 2.

(A) Injection site of retrobeads (RB) injection in the amygdala (Amg), reported onto Paxinos altas slice.
(B) Representative immunofluorescence image of VTA slices (TH+, red) revealing neurons containing RB
(RB+, green) after RB injection into the Amg.

(C) Injection site of retrobeads (RB) injection in the nucleus accumbens (NAc), reported onto Paxinos
altas slice.

(D) Same as (B) but after RB injection into the NAc.

(E) Localization of Amg-projecting (purple) and NAc-projecting (brown) VTA DA neurons after i.v. injection
of ethanol, positioned on a Paxinos atlas slice at 3.3 mm from bregma, from neurobiotin-filled cell bodies
of all recorded neurons (purple, Amg-proj neurons, n=16; brown, NAc-proj neurons, n=13). Amg-proj DA
neurons had a more medial distribution within the VTA than NAc-proj DA neurons (Wilcoxon test,
*p=0.03), but neither anteroposterior (Wilcoxon test, p=0.13) nor dorsoventral (Wilcoxon test, p=0.38)
differences in their distribution were observed.
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Figure S3: Local GABAergic inputs onto VTA DA neurons in patch-clamp recordings. Related to
Figure 3.

(A) Example electrophysiological traces of mIPSCs from NAcLatShell- or BLA-projecting VTA DA
neurons. Cumulative probability and mean plots of mIPSC amplitudes and frequencies from NAcLatShell-
(brown) or BLA-projecting (purple) VTA DA neurons (Kolmogorov-Smirnov test, ***p<0.001).

(B) Density plots of amplitudes (pA) from NAcLatShell- and BLA-projecting VTA DA neurons.

(C) Cumulative probability and mean plots of sIPSC amplitudes and frequencies, before (gray) and after
(red) nicotine, from NAcLatShell- (brown) or BLA-projecting (purple) VTA DA neurons (Kolmogorov-
Smirnov test, ***p<0.001, **p=0.01; Student’s t-test, *p=0.04).

(D) Mean currents evoked by nicotine in either NAcShellLat-projecting (brown; n=17) or BLA-projecting
(purple, n=14) VTA DA (Wilcoxon test, ***p<0.001).
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Figure S4: Nicotine-induced responses in DATD2-- mice. Related to Figure 3.

(A) In vivo juxtacellular recordings were performed on DATD2-- mice with i.v. injections of quinpirole
(1mg/kg), eticlopride (1mg/kg) or nicotine (30 ng.kg).

(B) Examples and quantification of change in firing rate variation (% of baseline) after i.v. quinpirole and
eticlopride injection, on wild-type (WT) or DATD2"- mice.

(C) Representative recordings of VTA DA neurons activated (fop) or inhibited (bottom) by i.v. injection of
nicotine.

(D) Time course of the mean change in firing frequency (% of baseline) after nicotine (red or blue) i.v.
injection in activated (Nic+, n=28; red) and inhibited (Nic-, n=9; blue) VTA DA neurons. Comparison of
firing rate variation (Hz) between baseline (Bas) and saline (Sal) or nicotine (Nic) injection, in Nic+ and
Nic- DA neurons. Maximum firing rate after i.v. nicotine for Nic+ neurons or minimum firing rate after i.v.
nicotine for Nic- neurons (paired Student's t-test: between Bas vs Sal+, ***p<0.001, Bas vs Nic+,
***n<0.001, Bas vs Sal-, *p=0.037, Bas vs Nic-, *p=0.017; paired Wilcoxon test: between Bas-Sal vs Bas-
Nic, ***p>0.001 and **p=0.008 respectively for Nic+ and Nic- neurons).
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Figure S5: Multiunit recordings of VTA pDA neurons under nicotine and optogenetic modulation
of VTA-NAc reciprocal pathways. Related to Figure 4.

(A) AAV for Cre-dependent expression of retroChR2 was injected into the NAc (NAc; injection in the lateral
shell [NAcLatShell] + medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]) of DAT-Cre mice, and multi-unit
extracellular recordings coupled with i.v. injection of nicotine were performed (left). Representative
recordings of VTA DA neurons inhibited by 10 Hz optogenetic VTA-NAc activation (middle, top) or
inhibited by i.v. injection of nicotine (middle, bottom). Responses of VTA DA neurons to 10 Hz or nicotine
I.v. injections (right). Responses are ranked based on 10 Hz photostimulation and nicotine response, from
most activated (red) to most inhibited (pink) (right; n=6 neurons).

(B) AAV for expression of JAWS was injected into the NAc (NAc; injection in the lateral shell [NAcLatShell]
+ medial shell [NAcMedShell] + core [NAcCore]) of WT mice, and multi-unit extracellular recordings
coupled with i.v. injection of nicotine were performed (leff). Comparison of firing rate variation (Hz)
between baseline (Bas; n=6) and 10 Hz photostimulation (Opto; n=6) or saline (Sal; n=6) or nicotine (Nic;
n=6) or 10 Hz photostimulation coupled with nicotine (Opto+Nic; n=6) injection (paired Student’s t-test:
Bas vs Opto, p=0.31; Bas vs Sal, p=0.45; Bas vs Nic, *p=0.016; Bas vs Opto+Nic, p=0.25).
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Figure S6: Optogenetic self-stimulation task of NAcLatShell-projecting DA neurons. Related to
Figure 5.

(A) AAV for Cre-dependent expression of ChR2 was injected into the VTA of DAT-Cre mice and optical
fibers were implanted in the NAcLatShell (ChR2 side). Mice performed an optogenetic DA neuron self-
stimulation (0DASS) task, consisting of a box with two levers. When one lever is active, it delivers
optogenetic stimulation to DA neurons and is signaled by a light cue. By pressing the active lever, mice
receive activation of dopaminergic terminals in the NAcLatShell (460 nm, 4-ms pulse, 20 Hz, 5-s duration).
After 5-s of stimulation, there is 5-s refractory period during which the mouse can press but does not
receive stimulation.

(B) Optical fibers were implanted in the NAcLatShell (top) of DAT-Cre mice injected with ChR2 in the VTA
(bottom). Representative immunofluorescence image of VTA slices (TH+, red) revealing neurons
expressing ChR2 (YFP+, green).

(C) A 4-week task protocol in which the active lever is switched daily (week1, conditioning; week2, reward
tracking; week3, value-based choice; week4: extinction). Each session lasted 2 hours.

(D) During the first week, the active lever triggers VTApa-NAcLatShell activation and is signaled by a light
cue (ON) (N=10 animals; two-way ANOVA: lever effect, F118=5.8, *p=0.03; session effect, F472=11.6,
***p<0.001). During the second week, the active lever triggers VVTApa-NAcLatShell activation but the two
cues are ON (N=10 animals; two-way ANOVA: lever effect, F11s=7.2, *p=0.015). The active and the
inactive lever are signaled by the same light cue (ON). In the third week, the two levers are active,
triggering VTApa-NAcLatShell activation, and signaled by the same light cue (ON) (N=10 animals; two-
way ANOVA: no difference is observed). Finally, mice rapidly stopped pressing the levers during extinction
(N=10 animals; two-way ANOVA: lever effect, F1,18=4.6, *p=0.05, session effect, F4,72=32.3, ***p<0.001).
(E) Same three first weeks as in (D), but with reinforcers only (excluding lever presses during the refractory
period) (N=10 animals; one-way ANOVA for week1: session effect, Fs,36=7.8, ***p<0.001).

(F) Discrimination index during the three first weeks, i.e. the number of active levers out of the total number
of lever presses.
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Chapitre 6 : Discussion générale

Le systeme de réecompense joue un réle important dans de nombreux aspects de nos
comportements tels que nos apprentissages, notre motivation ou encore nos prises de
decision. Le fonctionnement de ce systeme est en partie li¢ a la DA provenant de la VTA,
libéree de maniere phasique en reponse a des recompenses et renforgant les
comportements associés. Les substances addictives ont la capacité d’activer ce systeme
en provoquant egalement une libération de DA, se substituant ainsi aux récompenses
naturelles. Une consommation de drogue comme la nicotine peut alors conduire a un
renforcement a cette derniére, menant par la suite a une perte de contrble de la
consommation malgré des consequences négatives egalement engendrées par la prise. La
satisfaction immediate engendrée par les drogues perturbe le fonctionnement physiologique
du systtme de récompense. Comprendre les mécanismes d’action de ces drogues est
donc essentiel pour éclairer notre comprehension de la susceptibilité a la dependance.

Mes travaux ont souligne I'hétérogeneite de la VTA, notamment en réponse aux drogues.
Cet aspect sera discuté a la lumiere des résultats obtenus. Dans un premier temps, nous
aborderons la question de I'émergence d’une inhibition des neurones dopaminergiques en
reponse a deux drogues distinctes, la nicotine et I'alcool; puis étayerons I'hypothése
pouvant expliquer le meécanisme sous-tendant ces resultats. Enfin, nous examinerons le
role de ce mécanisme dans le contexte de la déependance, et étudierons son éventuelle

implication dans des contextes non lieés aux substances addictives.

|. Mécanisme de l'inhibition des neurones dopaminergiques dans un
contexte de prise de drogues: I'hypothése d’une boucle de
rétroaction inhibitrice

A l'aide d'enregistrements juxtacellulaires in vivo effectués sur des souris, nous avons
identifie une hétérogenéiteé de réponses provoquée par la nicotine au sein de deux
populations distinctes de neurones dopaminergiques de la VTA. En plus de I'activation d'une
sous-population, conformement a ce qui avait ete traditionnellement decrit, la nicotine induit
egalement une inhibition d'une autre sous-population, quel que soit le dosage administre.
Ces résultats confirment des travaux précédents de I'équipe (Eddine et al., 2015), et refletent
I'importante diversite retrouvee au sein de la VTA. Nos resultats ont également mis en
gvidence une seégregation anatomique de ces deux populations, avec la population inhibée
située en partie mediale de la VTA. De plus, ces deux sous-populations projettent vers des
regions distinctes : I'une vers le noyau accumbens (NAc) et 'autre vers I'amygdale (Amg).
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Mes travaux de thése ont permis d'etoffer la compréhension des mecanismes sous-jacents
a une action opposee de la nicotine sur deux sous-circuits de la VTA. Dans un premier
temps, c’est la compréhension du mécanisme de linhibition & la nicotine qui a motivé mes
travaux de recherche. Le raisonnement associé au découpage de ce mécanisme s’articule

autour de plusieurs résultats clefs.

Tout d'abord, il faut rappeler que la nicotine, en agissant au niveau des recepteurs
nicotiniques (NAChR), a une action depolarisante sur les neurones qui les expriment. De ce
fait, la nicotine ne peut directement inhiber une population neuronale. Nous avons montré
une abolition compléte des réponses a la nicotine - activees comme inhibeées - chez les
souris p2KO (Chapitre 4). Une réexpression globale de la sous-unit¢ B2 dans la VTA (ie
sur toutes les populations neuronales) de souris BQKO a montré une restauration des deux
types de réponse. Ces résultats révelent que lactivation et I'inhibition & la nicotine sont
toutes deux dépendantes d’'une action locale de la nicotine au niveau de la VTA.

Comme présenté en introduction, des reésultats antérieurs de I'équipe montrent que, chez
des souris BZKO, seule la double réexpression dans les neurones dopaminergiques et
GABAergiques de la VTA restaure la reponse des neurones a la drogue ainsi que les
comportements d’auto-administration & la nicotine (Tolu et al., 2013). Lorsque la sous-unité
B2 est réeexprimee uniquement sur les neurones dopaminergiques de la VTA, cela rétablit
principalement les réeponses « excitatrices » (en fréquence mais pas en bouffées) alors
qgu’une reéexpression uniguement sur les neurones GABAergiques déeclenche une reponse
« inhibitrice » au niveau de l'ensemble des neurones dopaminergiques (Tolu et al., 2013).
Une réexpression de la sous-unite 2 sur un type neuronal donné (DA ou GABA) va donc
medier des reponses différentes a la nicotine. Ces résultats suggerent que I'activation
decoule d’'un effet direct de la nicotine sur les neurones dopaminergiques, tandis que les
neurones GABAergiques pourraient étre responsables de linhibition par un meécanisme
indirect. De plus, cela pourrait supposer l'implication de sous-réseaux, présentant des
differences d’expression de la sous-unité B2 au sein de la VTA, dans l'inhibition a la nicotine.
On peut alors poser deux questions. Est-ce que tous les neurones dopaminergiques
repondent de la méme fagon a une action somatique de la nicotine ? Et y-a-t-il une sous-
population de neurones dopaminergiques ciblée préférentiellement par une population

GABAergique exprimant la sous-unite B2 ?

Nous avons identifié deux sous-populations de neurones dopaminergiques en réponse a
la nicotine. L'utilisation de traceurs rétrogrades (retrobeads) nous a permis de montrer que
les sites de projection de ces deux populations de neurones n’étaient pas homogénes et

que la proportion d’inhibés et d’actives varie considérablement selon la projection. En accord
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avec la littérature qui montre I'importance des projections dopaminergiques vers le NAc ou
I'’Amg (Beier et al., 2015; Lammel et al,, 2008, 2011), nous demontrons qu’une majorité
des neurones projetant vers le NAc est activee alors qu’'une majorite projetant vers '’Amg
est inhibée par la nicotine. Cette demonstration nous a alors permis d'utiliser ce critere de
projection pour analyser les proprietés des neurones actives ou inhibés dans des
experiences sur tranches de cerveau, oU ces neurones peuvent étre ciblés grace a des
marqueurs retrogrades. L'inhibition & la nicotine mise en évidence in vivo n'a pas pu étre
observée ex vivo. En revanche, ces expériences en patch-clamp nous ont offert la possibilite

d’étudier différentes propriétés de neurones dopaminergiques marques selon leur projection.

Dans ma premiere publication en tant que co-auteure, la proportion des courants
nicotiniqgues entre les deux sous-populations, projetant respectivement vers le NAC ou
I'’Amg, avait été analysee et aucune différence significative n‘avait été detectee. Toutefois,
dans ces premiers travaux, les populations des trois sous-noyaux du NAc (NAcShellLat +
NAcShellMed + NAcCore) et des deux sous-noyaux de 'Amg (BLA + CeA) étaient ciblées
globalement et une seule dose de nicotine (élevee, 100 puM) était utilisée, ne permettant
pas de conclure fermement sur une potentielle expression différentielle de la sous-unité 2
(Chapitre 4). J'ai par la suite réalise des expériences complémentaires, en ciblant cette fois
specifiguement les voies VTADA-NAcShellLat et VTApa-BLA. Nous avons ainsi pu tester
plusieurs doses de nicotine, notamment plus faibles que celles utilisées précedemment, et
avons montré une différence entre ces deux populations. La population VTApa-NAcShellLat
est plus sensible a une activation directe de la nicotine, et ce, méme pour des faibles doses
(Chapitre 5). Ces résultats suggerent donc : i) une différence d'expression de sous-unités
nicotiniques, avec par exemple la voie VTADA-NAcShellLat exprimant préférentiellement la
sous-unité B2 contrairement a la voie VTADA-BLA qui en exprimerait une(d’) autre(s), ou
i) une difference du nombre de récepteurs nicotiniques contenant la sous-unite B2
exprimeés a la membrane. Il n’est pas possible de conclure précisément sur I'une ou I'autre
de ces deux hypothéses mais ces resultats mettent en évidence une difféerence d'efficacite
directe de la nicotine au niveau somatique des neurones dopaminergiques de ces Voies.
Des differences d’expression de nAChR et des courants associes, entre les neurones de la
VTA, ont déja éte deécrites mais pas de maniére voie-spéecifique (Eddine et al., 2015; K.
Yang et al,, 2009). Pour aller plus loin, il serait intéressant de déterminer les sous-unités
nicotiniques préférentiellement exprimées dans les deux populations, a l'aide par exemple
de techniques de single-cell gRT-PCR. Neanmoins, on observe une difféerence dans la
balance excitation/inhibition entre la population VTApa-NAcShellLat qui apparait plus
activable par la nicotine que la population VTApa-BLA qui serait alors plus sensible a une
potentielle source d'inhibition ciblant les neurones dopaminergiques de la VTA.
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A la suite de cette premiere série de travaux, nous avons pu emettre plusieurs hypotheses

pour expliquer I'émergence d’'une réponse inhibitrice au sein de la VTA.

1.

La premiere hypothése est la plus intuitive, et découle des travaux precedents de
I'equipe (Tolu et al., 2013). Elle suggére une inhibition indirecte qui serait mediee
par des interneurones GABAergiques de la VTA, exprimant également des
recepteurs nicotiniques, en particulier la sous-unite B2 au niveau somatique. Cette
hypothése impliquerait I'existence de sous-réseaux GABAergiques locaux, ciblant
différentiellement les sous-populations projetant respectivement vers le NAc ou
I'Amg.

La seconde hypothése se base sur I'observation que la nicotine active davantage la
voie VTADA-NAC, et sur la capacité des neurones a libérer de la DA au niveau
somato-dendritique, c'est-a-dire localement dans la VTA (Adell & Artigas, 2004, Kita
et al,, 2009; Rice et al., 1997). Il a notamment été montré une libération de DA intra-
VTA induite par l'action de drogues et en particulier de nicotine (Rahman et al.,
2004). Une explication possible a 'inhibition serait donc une action directe inhibitrice
de la DA sur les autorécepteurs D2 des neurones dopaminergiques, présents peut
étre preferentiellement sur les neurones projetant vers 'Amg. Cette hypothése est
renforcée par la démonstration qu'un blocage systemique des effets de la DA bloque
I'inhibition (Eddine et al., 2015).

La derniere hypothese repose sur une combinaison d’éléments. La nicotine semble
medier son action activatrice directe principalement sur la population projetant au
niveau du NAc. La nicotine déclencherait donc en premier lieu une libération de DA
dans le NAc pouvant dépolariser les D1-MSN. Nous l'avons vu en introduction, une
importante interconnexion existe entre le NAc et la VTA (Beier et al.,, 2015; Lammel
et al., 2008, 2011; Yang et al., 2018). Les MSN du NAc pourraient ainsi constituer
une source d’inhibition GABAergique distale. Nous avons donc émis I'hypothése
qu'une boucle de rétrocontrole inhibiteur du NAc sur la VTA, activée par une
libération distale de DA, pouvait étre impliquée dans I'inhibition & la nicotine des
neurones de la voie VTApA-Amg.

Ces hypotheses ne sont a priori pas mutuellement exclusives et 'on peut imaginer avoir

des mécanismes qui combinent ces actions. Neanmoins, je vais maintenant vous détailler

les arguments qui nous ont mené a postuler la prévalence d’'une hypothese par rapport

aux deux autres.
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a. L’hypothése GABAergique locale

Le moyen le plus intuitif de tester I'hnypothése GABAergique locale a éte de deébuter par
des enregistrements électrophysiologiques ex vivo (patch-clamp). Le but était alors de
retrouver sur tranches l'activation et I'inhibition a la nicotine observées in vivo et de combiner
a ces experiences, l'application d'antagonistes spécifiques (des recepteurs GABAA par
exemple). L'activité spontanée des neurones dopaminergiques sur tranches etant nettement
diminuée voire abolie, en comparaison a celle retrouvee in vivo, il était donc difficile de
reproduire les conditions nécessaires pour observer une baisse de fréquence de décharge
a la suite d’'une application de nicotine. Nous avons donc décidé d’enregistrer les courants
inhibiteurs recus par les neurones dopaminergiques, en fonction de leur région de
projection. Aucune difference en termes d’entrées synaptiques GABAergiques (mIPSC) n'a
été observée au niveau basal entre les deux populations, n’indiquant pas & premiére vue,
que ces neurones s'integrent dans des réseaux GABAergiques différents. En revanche, jai
noté une augmentation du tonus spontane (sIPSC) apres application de nicotine dans le
bain chez les neurones projetant vers le NAcShellLat (activés in vivo) mais pas sur les
neurones projetant vers la BLA (inhibés in vivo). Ces résultats, au premier abord contre-
intuitifs, révelent cependant un contréle inhibiteur de lactivité dopaminergique par les
interneurones, qui pourrait étre different entre les deux populations. Ce feedback inhibiteur
par les interneurones permettrait de maintenir une activite dans un certain régime, et donc
participerait a la réponse a la nicotine. En effet, ces interneurones permettent de maintenir
une synchronisation de l'activitt des neurones dopaminergiques actives par la nicotine
(Bouarab et al., 2019; Omelchenko & Sesack, 2009), qui pourrait par exemple s'averer
nécessaire pour induire une libération phasique de DA et donc un renforcement a plus
grand échelle. De plus, comme nous l'avons vu, lactivation des interneurones
GABAergiques est indispensable a 'augmentation des bouffées de PA durant la réponse a
la nicotine et ce phénomene est nécessaire au renforcement (Tolu et al., 2013). Il n'est
donc pas surprenant de constater que la nicotine induit une augmentation de la signalisation
GABAergique chez les neurones de la voie VTApaA-NAcShellLat, connus pour s’activer in

Vivo en réponse a la drogue.

Quoi qu’il en soit, les differences d’entréees GABAergiques induites par la nicotine au niveau
des voies VTADA-NAcShellLat et VTApDA-BLA, ne constituent pas un élément de réponse
concernant le mecanisme de ['inhibition observeé in vivo. En résume, ces expériences
suggérent que la voie VTADA-BLA est peu activée par la nicotine mais également peu
inhibée par les neurones GABAergiques locaux, ou du moins par les terminaisons

GABAergiques toujours présentes en tranches.
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b. L’hypothése de I'activation qui entraine I'inhibition

Une seconde hypothése serait que [linhibition d'une population de neurones
dopaminergiques decoule de l'activation de la population voisine. Cette inhibition pourrait
étre mediee par:i) une libération locale de DA, entralnant I'activation d’autorécepteurs D2
inhibiteurs qui pourraient étre preférentiellement exprimeés sur les neurones de la voie
VTADA-BLA, ou ii) résultant d’'une libération de DA dans une région distale présentant des
neurones de projection inhibiteurs, qui une fois activés, pourraient inhiber en retour une
partie de la VTA. Pour tester cette hypothése, nous avons décidé de réexprimer la sous-
unité B2 chez des souris BZKO, uniguement dans les neurones dopaminergigues projetant
vers le NAc (B2NACVEC) | g restauration spécifique de I'activation & la nicotine des neurones
de la voie VTA-NAc est suffisante pour induire 'inhibition d’une population de neurones
dans la VTA. Nous avons egalement réexprime la sous-unité B2 cette fois uniqguement dans
la voie VTA-Amg (B2AMIVec) et n‘avons observé qu'une seule population de neurones,
repondant par une activation a la nicotine. L'absence d’'une population inhibée chez les
souris p2AmaVec syggére que linhibition des neurones de la voie VTADA-Amg dans les
souris sauvages, necessite I'activation des neurones de la voie VTApDA-NAC. Une inhibition
dépendante de la voie VTADA-NAC peut étre induite par un effet local ou bien par I'activation
d'un relai distal.

i. L’inhibition a la nicotine médiée par une libération locale de dopamine

Des résultats antérieurs a mes travaux de thése ont montre in vivo que les neurones inhibés
par une injection intraveineuse de nicotine, répondent aux agonistes (quinpriole) et
antagonistes (éticlopride) des récepteurs D2 (Eddine et al., 2015), indiquant que ces
neurones expriment des autorécepteurs D2. De plus, un blocage de ces recepteurs D2
abolit la réponse inhibitrice de la nicotine, suggérant que linhibition des neurones de la
voie VTADA-Amg pourrait étre mediée par une libération locale de DA. Toutefois, ces
résultats sont a nuancer. En effet, il a été montré que I'application d’éticlopride augmente
significativement I'activité spontanée des neurones dopaminergiques de la VTA (Barik et al.,
2013). Le blocage en systemique de ces récepteurs peut avoir affecté d’'autres parametres
peut étre non specifigues a l'inhibition (Eddine et al, 2015) tels que la frequence de
décharge des neurones dopaminergiques (Barik et al., 2013) ou encore d’autres cibles
impliquées exprimant ce récepteur et perturbant le fonctionnement « physiologique ». Ces
phénomenes pourraient donc prendre le dessus sur une inhibition distale potentielle et
masquer son effet sur l'activite des neurones. Pour tester plus directement le rble des

autorecepteurs D2, nous avons enregistré in vivo la réponse a la nicotine de neurones
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dopaminergiques chez des souris DAT-D2KO, c'est-a-dire n’exprimant plus le récepteur
D2 au sein des neurones dopaminergiques specifiguement. Nous avons alors montré que
la délétion de ce récepteur n‘altere pas I'inhibition induite par la nicoting, toujours présente
chez certains neurones. Ces résultats indiquent que les recepteurs D2 ne sont pas, a eux
seuls, responsables de linhibition & la nicotine observee in vivo. On ne peut néanmoins
pas exclure que des processus de compensation, lies a l'absence de récepteurs D2 sur
les neurones dopaminergiques, puissent émerger chez les souris DAT-D2KO et permettre

une inhibition via la dopamine locale par d’autres mécanismes.

ii. L’inhibition a la nicotine médiée par une inhibition GABAergique distale

Ces différents travaux nous ont finalement meneé a la troisieme hypothese, celle d’un
mecanisme de réseau base sur une boucle de retrocontréle inhibiteur (Figure 6.1). La
population activée par la nicotine, projetant vers le NAc, libére de la DA dans cette région
cible qui peut activer en retour des neurones GABAergiques MSN de projection. Il a été
montré que les neurones MSN qui projettent sur la VTA expriment le récepteur D1
(Bocklisch et al., 2013; Edwards et al,, 2017; H. Yang et al., 2018). Ces derniers seraient
donc activables par une libération phasique de DA provoquée par l'action de la nicotine
sur les neurones de la voie VTApaA-NAC et pourraient, en retour, exercer un contrdle
inhibiteur sur la VTA. Egalement, on ne peut exclure une potentielle action de la nicotine
directement sur les D1-MSN bien gu’il soit plutdt montré une expression des récepteurs
cholinergiques muscariniques sur ces derniers (Kreitzer, 2009).

Il faut rappeler qu'il existe une importante interconnexion entre la VTA et le NAc. En effet,
nous I'avons vu en introduction, les neurones dopaminergiques projetant vers les sous-
noyaux du NAc sont contactés en retour par des projections GABAergiques en provenance
de ces mémes sous-noyaux. Toutefois, nous ignorions si les neurones dopaminergiques
projetant vers 'Amg étaient également contactés par ces projections GABAergiques du NAc.
Dans un premier temps jai donc demontré, par des expeériences doptogenétique sur
tranches, que l'activation distincte des terminaisons GABAergiques en provenance des trois
sous-parties du NAc (NAcShellMed, NAcCore, NAcShellLat) induisait des courants
inhibiteurs dans les neurones de la voie VTADA-BLA. Les neurones de projection
GABAergiques des trois noyaux du NAC contactent donc les neurones dopaminergiques
projetant vers la BLA. Dans le but de tester la fonctionnalité de cette boucle, nous avons
effectué des enregistrements extracellulaires multi-unitaires in  vivo et active par
optogenétique uniguement les neurones de la voie VTADA-NAC afin de mimer les effets de

la nicotine. De maniere attendue, nous avons constaté une population de neurones
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dopaminergiques activee a la suite de la stimulation lumineuse, probablement ceux
exprimant I'opsine activatrice et projetant vers le NAc. Mais, surtout, nous avons observe
une population de neurones dopaminergiques inhibée a la suite de I'activation lumineuse
des neurones de la voie VTADA-NAc. Ces résultats demontrent que [l'activation
optogenétique spéecifigue de la voie VTADA-NAC est suffisante pour induire I'inhibition d’une
autre population de la VTA, et confirment ainsi I'existence d'une boucle inhibitrice
fonctionnelle entre la VTA et le NAc.

Malheureusement ici, les neurones n'ayant pas éte identifiés par leurs projections, il nous a
ete impossible d'associer categoriqguement les deux types de réponses aux neurones des
voies VTADA-NAC ou VTADA-Amg. En effet, ces deux populations recevant des connections
directes des MSN du NAc, on ne peut exclure que des neurones de la voie VTADA-NAC,
n'ayant pas ete infectés par le virus, s'inhibent alors de la méme maniére que les neurones
VTADA-Amg lors des stimulations lumineuses. Néanmoins, les neurones inhibés par
I'activation optogénétique de la voie VTA-NAC étaient egalement majoritairement inhibés par

la nicotine.

Afin de s’assurer que l'inhibition induite par la nicotine était bien causée par 'activation de
cette boucle inhibitrice, nous avons inhibé par optogénetique les projections NAcC-VTA
pendant une injection de nicotine. Nous avons alors observé qu'un neurone
dopaminergique de la VTA inhibé par une premiere injection de nicotine, ne I'était plus
lorsque l'injection de drogue était couplée a une inhibition des terminaisons GABAergiques
du NAc ciblant la VTA. Ainsi, nos demonstrations suggerent que l'inhibition de la population
projetant vers I'’Amg, induite par la nicotine, est une conseéquence indissociable de

I'activation de celle projetant vers le NAc.

Nous disposons donc d’'un ensemble d’experiences suggerant fortement que I'inhibition a
la nicotine observée in vivo est la résultante d’'un mécanisme de réseau (Figure 6.1). Les
neurones dopaminergiques projetant vers le NAcC regoivent, tout comme ceux projetant vers
I’Amg, des retours inhibiteurs GABAergiques des MSN. Ainsi, I'inhibition reposerait sur une
différence dans la balance excitation/inhibition induite par la nicotine sur ces deux voies.
La nicotine ayant davantage une action directe excitatrice sur les neurones de la voie
VTADA-NAC, cela I'emporterait sur une rétro-inhibition en provenance du NAc. Celle-ci
pourrait cependant participer a la régulation de cette activation en la maintenant dans des
gammes « controléees ». Enfin, une inhibition de la voie VTA-Amg étant consecutive a une

activation de la voie VTA-NAc, ce mécanisme de rétro-inhibition pourrait s’appliquer a
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d'autres drogues ou types de stimuli et avoir des fonctions dépassant le cadre du

renforcement & la nicotine.

BLA NAc

inhibition ?

\/ M\

VTA,—BLA  VTA ,—NAc

Figure 6.1. Hypothése d’'un mécanisme de réseau | Schéma synthétique illustrant I'hypothése d’une
activation dopaminergique dans la VTA en réponse a la nicotine, qui induirait I'inhibition d’'une
population voisine. L'activation de la voie VTApa-NAC induirait I'activation du NAc et donc un
rétrocontréle inhibiteur de ce dernier sur les neurones dopaminergiques projetant vers 'Amg, inhibés
in vivo a la nicotine.

Il. Mécanisme de I'inhibition : points communs avec d’autres drogues
d’abus

A la lumiere de notre hypothése mecanistique de I'inhibition dopaminergique a la nicotine,
une nouvelle question peut naturellement étre posee. Peut-on geéneéraliser ce mecanisme
d’inhibition, reposant sur un rétrocontréle inhibiteur du NAc, a d'autres drogues en dehors
de la nicotine ?

Nous avons déemontre que I'alcool induit également une inhibition de la voie VTApaA-Amg
et une activation de la voie VTApDA-NAc (Chapitre 5). Ces résultats renforceraient I'hypothése
de réseau de l'inhibition dans la mesure ou, a priori, alcool et nicotine n’utilisent pas les
mémes voies moléculaires. Contrairement a la nicotine qui cible specifiguement les NAChR,
I'alcool n'a pas de cible moléculaire precise identifiee. Il a cependant parfois éte suggérée
que I'éthanol pourrait cibler les récepteurs nicotiniques (Narahashi et al., 1999). Nous avons
donc tout d'abord voulu évaluer I'impact d’'une délétion de la sous-unite B2 sur les réponses
induites par I'alcool dans la VTA. Pour ce faire, nous avons realise des enregistrements

juxtacellulaires in vivo et avons montré une hetérogeneéité des réponses inchangee chez les
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souris B2XO en comparaison aux souris contréle, & la suite d’une injection intraveineuse
d’éthanol (Figure 6.2). Comme attendu, la sous-unité B2 n'est pas une cible moléculaire
de I'alcool et ne peut donc pas expliquer la similarite de 'activation et de I'inhibition des
neurones dopaminergiques de la VTA induites par la nicotine et I'alcool.

B.

IV ethanol

T

+ Ethanol (IV)
250 mg/kg

20%

| 10s 200s

Figure 6.2. Implication de la sous-unité B2 dans les réponses dopaminergiques a I'alcool | A. Schéma
représentatif d’enregistrements  juxtacellulaires in vivo sur souris anesthésiées avec injection
intraveineuse d’éthanol 250 mg/kg (gauche). Traces brutes d’'un neurone activé (droite, haut) et d'un
neurone inhibé (droite, bas) par l'injection d'éthanol. B. Réponses moyennes en pourcentage de
variation de la fréquence de décharge aprés injection d'éthanol pour la population activée (haut) ou
inhibée (droite).

Le point de départ de notre mécanisme d'inhibition dopaminergique, base sur la boucle de
retrocontréle inhibiteur, suppose une excitation différentielle des deux voies au profit de
celle projetant vers le NAc. La aussi, plusieurs arguments dans la littérature et dans nos
données expérimentales vont dans ce sens. Il a été montré in vivo chez le rat, une activation
plus forte en réponse a I'éthanol sur des neurones dopaminergiques situés en partie latérale
de la VTA, en comparaison a ceux presents en medial (Doyon et al., 2021). Cette population
plus activeée correspond anatomiquement a la localisation des neurones projetant vers le
NAc, cohérent avec une activation de la voie sous éthanol qui primerait sur une potentielle
source d'inhibition. En effet, 'alcool induit une augmentation de la libération de DA au niveau
du NAc, tout comme la nicotine (Di Chiara & Imperato, 1988). De plus, dans la VTA, nous
savons que lalcool réduit la transmission synaptique GABAergique sur les neurones
dopaminergiques (Xiao & Ye, 2008). Il serait donc intéressant de regarder sur tranches
I'impact d’une application d’éthanol en enregistrant les courants post-synaptiques inhibiteurs
(sIPSC) regus par les neurones dopaminergiques des deux populations. Nous pourrions

alors observer une désinhibition préférentiellement dans les neurones de la voie VTADA-
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NAc. Pour tenter de répondre a cette question, jai effectué des expeériences préliminaires.
|’application d’éthanol pendant 10 secondes n’induit pas de changement au niveau des
entrées inhibitrices regues sur les neurones des deux populations (VTApa-NAcLatShell,
VTADA-BLA). 1l serait maintenant intéressant de tester des applications plus longues,
I'éthanol ayant peut-&tre une action moins aigué que la nicotine. Par ailleurs, il existe deux
types de transmission synaptique GABAergique: I'une phasique correspondant a une
transmission synaptique, l'autre tonique correspondant a une transmission extrasynaptique
(Farrant & Nusser, 2005; Valtcheva et al., 2017). Nous pourrions regarder plus precisement
les modes de transmission GABAergique ciblant ces deux populations, afin d’identifier si
une différence de circuiterie GABAergique pourrait étre a la base du mécanisme montrant
I'activation majoritaire des neurones de la voie VTADA-NAC en réponse a I'éthanol. Enfin,
nous avons debuté des expeériences pour montrer, comme dans le cas de la nicoting,
gu’'une inhibition en réponse a une injection systémique d'éthanol peut étre bloguee
lorsqu’on inhibe les terminaisons GABAergiques du NAcC via une opsine inhibitrice. Ces
experiences permettraient de définitivement montrer que le meécanisme de réseau que nous
proposons, n'est pas « substrat moléculaire spécifique » et pourrait tout & fait s’appliquer a
une drogue comme l'alcool, capable de produire une activation préférentielle de la voie
VTADA-NAC en comparaison a la voie VTApDA-Amg. La question de la généralisation a
toutes les drogues devra étre testée par des études avec des substances qui ont des
modes d’actions tres différents, telles que la cocame.

lll. Implication fonctionnelle de cette boucle de rétroaction inhibitrice
dans I'addiction

La premiere publication suggere que les deux sous-réseaux dopaminergiques, VTADA-
NAcShellLat et VTADA-BLA, portent des messages fonctionnels differents. L'un semble étre
impliqué dans des comportements de préference et de renforcement tandis que l'autre joue
un réle dans les comportements liés a I'anxiété. Il faut noter ici que, bien que les expériences
in vivo en juxtacellulaire ciblaient les trois sous-noyaux du NAc (NAcShellMed, NAcCore,
NAcShellLat) ou les deux de I'Amg (BLA, CeA) indifferemment, les reésultats de
comportement ont montré que C'était précisement I'activation de la voie VTApDA-NAcShellLat
qui portait le message renforgant et l'inhibition de la voie VTApaA-BLA qui portait le message
anxiogene. Ces expériences ont été réalisees par optogénetique et miment I'effet aigu de
la nicotine sur les neurones dopaminergiques de la VTA. Bien que cette approche
optogenétique ne permette pas de mimer entierement 'action complexe et les effets hors-

VTA de la nicotine, cela a permis d'étudier separément I'implication comportementale de
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chacune de ces deux voies. La seconde publication demontre que I'activation et I'inhibition
a la nicotine sont intrinsequement liees I'une a l'autre et que I'activation sans l'inhibition (et
inversement) ne sont pas des situations « normales ». En effet, nous avons montré que
I'activation de la voie VTApA-NAc suffit a induire une inhibition dopaminergique dans la
VTA.

Dans le but de tester davantage la fonctionnalité de cette boucle au niveau comportemental,
il serait donc intéressant de faire des expériences supplémentaires. Si notre raisonnement
est correct, la seule activation des projections dopaminergiques vers le NAC devrait induire
de l'anxiéte. Pour tester cela, il serait possible d’injecter une opsine activatrice rétrograde
dans les trois sous-noyaux du NAc afin d’obtenir une expression au niveau somatique des
neurones dopaminergiques de la VTA vy projetant. Nous pourrions alors évaluer si I'activation
optogénétique de cette population dopaminergique dans un paradigme de O-Maze produit
un effet anxiogéne. Si cette expérience s’aveére concluante, il serait également pertinent de
bloquer le retour inhibiteur du NAc. Puisque nous savons que l'injection intrapéritonéale de
nicotine a un effet anxiogéne, nous pourrions tenter de bloquer cet effet en injectant une
opsine inhibitrice au niveau du NAC et en implantant une fibre optique au niveau de la VTA,
pour inhiber spécifiguement les terminaisons inhibitrices ciblant la voie VTApa-BLA. Nous
prévoyons de réaliser ces experiences prochainement, ce qui nous permettrait de conclure

fermement sur le meécanisme de rétroaction inhibitrice en provenance du NAC.

Au niveau comportemental, chez la souris, une injection de nicotine induit a la fois un effet
renforgant et un effet aversif, non dissociables. Nous pouvons alors nous interroger sur le

role d’'un tel mécanisme.
a. Conséquence d’une baisse de dopamine au niveau de I'amygdale

L’Amg joue un role prépondérant dans les processus en lien avec la memoire emotionnelle.
Il est donc possible que I'anxiéte provoquee par une premiere prise de nicotine permette
d’associer une saillance ou une valeur particuliere a cette expérience. Ainsi, une signalisation
dopaminergique modifiee dans cette région au moment d’'une prise de drogue pourrait
changer la valeur émotionnelle de cet évenement. Nous n'avons pas connaissance des
mecanismes precis qui operent au niveau de 'Amg, et plus preécisement au niveau de la
BLA, pour induire I'effet anxiogene de la nicotine, observe a la suite d'une baisse d'activite
des neurones dopaminergiques y projetant. Toutefois, il a été montré par optogeénétique
chez la souris, qu’'une activation de la voie BLA-CeA avait un effet anxiolytique alors qu’'une

inhibition de cette méme voie avait un effet anxiogene (Tye et al,, 2011). De plus, la BLA

218



présente une structure cortical-like exprimant majoritairement le récepteur D1 alors que la
CeA est plutdt striatal-like présentant les deux types de récepteurs dopaminergiques (D1
et D2 ; Scibilia et al., 1992). Par ailleurs, la DA augmente I'excitabilitté des neurones projetant
de la BLA via la signalisation des récepteurs D1 (Kroner et al.,, 2005; Lutas et al.,, 2019).
En essayant de rassembler ces informations, on peut donc supposer qu'une baisse de
libération de DA au niveau de la BLA, a la suite d'une injection de nicotine, induirait une
baisse d'activite des neurones de la voie BLA-CeA, conduisant a une augmentation du
niveau d’anxiété. Nous avons également vu en introduction gu’une forte proportion des
neurones dopaminergiques de la VTA projetant vers 'Amg co-libere du glutamate (Lutas
et al., 2019; Taylor et al.,, 2014). Il n'est donc pas exclu que ce neurotransmetteur puisse
jouer un réle au niveau des sous-noyaux de '’Amg, en synergie avec la DA, pour orienter
la balance vers des effets anxiogenes ou anxiolytiques. Cela reste tout a fait hypothétique,

mais il pourrait étre intéressant d'y apporter un intérét tout particulier a I'avenir.
b. Role de I'effet anxiogene médié par la nicotine

L'activation de la voie VTApaA-NAcShellLat et I'inhibition de la voie VTADA-BLA générent,
respectivement, du renforcement ou de I'anxieté. Ces deux effets ne sont pas « isolables »
en reponse a la drogue: I'inhibition ne peut étre observee sans l'activation et vice versa.
Par contre, ils sont dissociables comportementalement, dans le sens ou une méme dose
de nicotine produit un effet anxiogéne dans un paradigme de O-Maze (Chapitre 4) et un
effet recompensant dans un test de préférence de place conditionnée (en comparaison
avec une injection de saline ; Durand-de-Cuttoli et al., 2018). Ces résultats montrent donc
gu’un dosage identique de nicotine peut provoquer des effets distincts sur le comportement
en fonction du contexte. Aussi, quel est le role de cette balance dans une consommation
a long-terme de drogue ? Et, peut-on imaginer qu'un changement d’équilibre entre ces

deux voies puisse mener a I'addiction ?

Les consommateurs de drogues, nous l'avons vu, ne sont pas tous egaux face a la
dépendance. Pour certains consommateurs, la premiére expérience va étre désagreable
(valeur aversive) alors que pour d'autres elle peut apparaitre plaisante (valeur renforcante).
Le ressenti lors de la premiere exposition va donc influencer une consommation future
potentielle. Nos resultats suggérent que la voie VTApa-BLA porte un fort message
anxiogéne, qui pourrait s'averer limitant a la prise de drogue. La balance entre ces deux
effets pourrait donc jouer dans l'installation ou non d’une dépendance. La prise de drogues
comme la nicotine induit des changements profonds au niveau du NAc. Aussi, il n'est pas

exclu gu'une exposition chronique a la nicotine puisse impacter le retour inhibiteur du NAC
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sur la VTA. Une baisse de ce rétrocontrdle sur les neurones dopaminergiques projetant
vers '’Amg pourrait donc « désinhiber » cette voie, conduisant a une baisse de I'effet
anxiogene lieé a la prise de drogue. Il serait intéressant de tester cette hypothése in vivo et
de regarder si la réponse inhibitrice de la voie VTApA-Amg est impactée sous nicotine
chronique. Les souris pourraient étre implantées avec des mini-pompes osmotiques ou
exposees a la nicotine via l'eau de leur boisson; et l'on pourrait effectuer des
enregistrements juxtacellulaires in vivo afin de déterminer si les neurones projetant vers
I’Amg sont toujours inhibés par une injection intraveineuse de nicotine. Une baisse de la
force anxiogene mediée par cette voie pourrait ainsi étre un élément additionnel expliquant
la mise en place d'une addiction a la nicotine. Bien sdr, on compte d'autres effets
indésirables a long-terme comme I'expression des symptdmes de mangque qui semblent
étre mediés, entres autres, par la voie MHb-IPN et conduiraient & consommer toujours
davantage la drogue pour en masquer les consequences negatives. Il serait néanmoins
intéressant de determiner si 'anxiété accrue associée au sevrage a la nicotine n’'implique

pas egalement une altération de l'activité de la voie VTApDA-Amg.
c. L’alcool induit-il un effet anxiogene ?

Une consommation d'alcool ou de nicotine ne produit pas du tout les mémes effets sur les
individus. Nous pouvons donc nous demander si I'alcool, qui induit les mémes réponses
que la nicotine au niveau électrophysiologique sur les neurones dopaminergiques de la
VTA, médie également un effet anxiogéne. Pour cela, jai reproduit les mémes expériences
gu'avec la nicotine, en utlisant un paradigme de O-Maze, afin d’'observer les niveaux
d’'anxiété induits par I'ethanol. Contrairement a la nicotine, on observe un important effet
anxiolytiqgue aprés injection intrapéritoneéale d’éthanol. Les souris étaient en effet beaucoup
plus actives directement aprées I'injection de la drogue. Il est connu que les effets de I'alcool
et la nicotine sont distincts sur le comportement. Aussi, on peut supposer que cet effet
anxiolytigue observe durant les 6 premieres minutes du test pourrait étre di a un effet
locomoteur périphérique. Afin d’évaluer le rble specifigue des neurones dopaminergiques
dans ce comportement, jai ensuite reproduit la méme expérience mais avec une infusion
intracraniale d’'éthanol directement au niveau de la VTA. Aucune différence significative n'a
ete alors observeée. Cela pourrait aller dans le sens d'un effet periphérique lorsque I'éthanol
est injecté de fagon non spécifique, ou bien dépendre de la dose utilisee. Nous avons
choisi une dose consideree renforgante dans un paradigme de préférence de place chez
le rat (Campos-Jurado et al., 2020), mais il n'est pas exclu que cette derniére n’ait pas les
mémes effets chez la souris. Enfin, nous pouvons ajouter que, bien que nous ayons

déemontré une forte corrélation des réponses induites par les deux drogues chez les
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neurones des voies VTApA-NAc et VTADA-Amg, I'alcool n'induit pas exactement les mémes
reponses que la nicotine chez tous les neurones dopaminergiques. En effet, dans nos
enregistrements juxtacellulaires in vivo, les injections pairées des deux drogues ont révele
une population non-identifiee qui est inhibée par la nicotine mais activee par I'éthanol. On
peut alors se demander si cette population ne pourrait pas expliquer en partie les résultats
comportementaux obtenus avec I'éthanol dans le O-Maze. Une proportion plus importante
de neurones pourrait étre activee en réponse a l'infusion intracraniale d’alcool (par rapport
a Iinfusion de nicotine) et ainsi masquer un effet anxiogene sous-jacent d'une inhibition de

la voie VTADA-AMg.
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Figure 6.3. Effet comportemental de I'alcool dans un paradigme de O-Maze | A. Une injection
intrapéritonéale d’alcool (1g/kg) une minute avant le test, induit un effet anxiolytique au debut de la
tache (two-way ANOVA : interaction traitement x temps, F236=13.4, ***p<0.001; effet du traitement,
F1.18=11.7, **p=0.003 ; effet du temps, F236=22.7, ***p<0.001). B. Une injection intra-VTA d’alcool
(70 nmol) n'induit pas d'effet sur le comportement dans la tache.

d. L’inhibition de la voie VTA-BLA influe-t-elle sur le renforcement ?

| 'exposition aux drogues impacte également les processus motivationnels et de prise de
décision, indépendamment de leur recherche et de leur consommation. La premiére
publication (Chapitre 4) a montré que linhibition de la voie VTADpA-BLA induisait un
evitement alors que l'activation de la voie VTADA-NAC induisait au contraire une preférence
de place. Ces données suggerent que des messages dopaminergiques aversifs et appeétitifs
coexistent lors de la prise de nicotine, ce qui pourrait avoir des consequences sur les
processus de renforcement. Afin d’évaluer I'implication de I'inhibition de la voie VTApA-BLA
dans ces processus, jai mis au point une tache de comportement opérant d'auto-
administration optogenetique, ou les souris avaient le choix entre deux leviers (Harada et
al., 2021). Les animaux ont été conditionnés grace a l'activation optogenétique de la voie

VTADA-NAcShellLat pendant une semaine. Nous avons ainsi montré que seule I'activation
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d’'une sous-population projetant vers le NAc suffit a induire un renforcement dans un

paradigme d’auto-administration.

Notre but était de déterminer si I'inhibition de la voie VTADA-BLA pouvait changer la valeur
attribuée a un levier. Nos trois hypotheses étaient alors :

- VTADA-NAc* = VTADA-NAc* + VTADpa-BLA"

- VTADA-NAc* < VTApA-NAC* + VTADA-BLA"

- VTADA-NAc* > VTApA-NAcC* + VTADA-BLA"
De fagon surprenante, nous avons observe que 'inhibition de la voie VTADA-BLA ne module
pas l'apprentissage par renforcement. Puisque l'activation de la voie VTApa-NAcShellLat
peut induire en conseéquence linhibition de voie VTADA-BLA, il est possible que notre
inhibition optogeénétique des terminaisons dopaminergiques en condition « VTApa-NAc* +
VTADA-BLA™ » n'ait pas reussi a amplifier I'effet du rétrocontréle inhibiteur déja présent en
condition « VTApA-NAc* ». Cependant, « contrer» ce rétrocontrole inhibiteur en activant
cette fois directement les terminaisons de la voie VTADA-BLA, n'a également pas engendre
de différence dans les choix des souris. L'inhibition seule de la voie VTADA-BLA induit une
forte baisse des appuis leviers, montrant qu’elle ne refléte pas une valeur positive dans un
paradigme d’apprentissage par renforcement. Les mémes résultats sont observés avec
I'activation de la voie VTApaA-BLA. Cette voie ne semble donc pas jouer un rble dans
I'apprentissage par renforcement, contrairement a la voie VTADA-NAC. Plusieurs éléments
peuvent étre discutés. Peut-étre que ces résultats nous indiquent que I'inhibition de la voie
VTADA-BLA est importante dés la premiere stimulation, pour mimer plus fidelement les effets
des drogues et notamment ceux de la nicotine. Peut-&tre qu'une inhibition de la voie dés
la premiére semaine de conditionnement aurait impacté I'apprentissage et les choix futurs
des animaux. On peut également se demander si une inhibition optogénétique de 5s,
comme celle utilisée, est suffisante pour mimer les effets d’'une drogue. On sait en effet que
la nicotine induit une inhibition durant plusieurs minutes. Une activation phasigue de 5s, en
terminal, des neurones projetant vers le NAc apparait suffisante pour induire un renforcement
mais ce n'est peut-étre pas le cas de linhibition optogénetique. Nous pourrions ainsi
envisager de mimer cette inhibition plutdt par chémogénétique afin d’obtenir un effet peut-
étre plus en adequation avec une prise de drogue répétée (reproduit par le nombre d’appuis
sur le levier).

Par ailleurs, on peut eémettre I'hypothése que cette voie jouerait plutdt un rble dans la

motivation des souris a obtenir une récompense. Pour tester cela, nous pourrions utiliser

les mémes protocoles d'auto-administration optogénetique (ou chémogénétique), avec

222



cette fois un seul levier, et une augmentation progressive de I'effort a fournir pour obtenir
la stimulation (FR1, FR3, FR5, PR : breaking point).

IV. Implication fonctionnelle de cette boucle de rétroaction inhibitrice
dans le cas de récompenses naturelles

Qu’en est-il de cette boucle de rétrocontréle en provenance du NAc dans le cadre des
recompenses naturelles? Dans la mesure ou nos interprétations penchent pour un
mecanisme principalement de réseau, I'activation de la voie VTApaA-NAC devrait de maniere
générale aboutir & une inhibition de la voie VTApA-Amg. Cette question reste treés ouverte
et je n'ai aucune experience realisee durant ma these a vous présenter dans cette partie
de discussion. Il a éte montré, aprés conditionnement, que les neurones dopaminergiques
projetant vers ’Amg sont actives a la fois par des indices prédictifs de recompense ou de
punition alors que ceux projetant vers le NAc sont actives par une récompense et inhibés
par une punition (Lutas et al., 2019). On peut également noter qu’avant apprentissage, les
neurones de la voie VTADA-BLA répondent par une activation aprés consommation de
nourriture (Lutas et al., 2019). De plus, les neurones dopaminergiques projetant vers I'’Amg,
plus précisement vers la BA, sont actives par des chocs a la patte (footshocks) et
contribuent au conditionnement a la peur predit par des indices auditifs, qui est impacte
lorsque la voie VTADA-BLA est inhibée. Une activation des neurones dopaminergiques de
la VTA projetant vers 'Amg semble donc nécessaire dans la formation de la mémoire a la
peur (Tang et al., 2020). Ces résultats et une premiére conviction, nous font penser que
cette inhibition de la voie VTADA-Amg pourrait étre spécifigue des drogues d’'abus. Cela
supposerait: i) que les recompenses naturelles compensent I'inhibition de la voie VTA-Amg
ou ii) que les drogues font pencher la balance par un meécanisme non identifie. Les
recompenses naturelles pourraient masquer cette inhibition en activant peut étre d’autres
entrées excitatrices ou en libérant d'autres neuromodulateurs visant la VTA. On peut aussi
supposer que les projections dopaminergiques vers les trois sous-noyaux du NAC sont
toutes activees massivement par les drogues alors que dans le cas de récompenses
naturelles il pourrait y avoir une specificité plus restreinte (Reynolds & Berridge, 2002). Une
activation plus massive des trois sous-noyaux du NAC indistinctement par les drogues,
pourrait induire un retour inhibiteur plus important sur la VTA et potentiellement étre a

I'origine de l'inhibition de la population dopaminergique projetant vers I'’Amag.

Dans ce cadre, l'inhibition de la voie VTApDA-Amg meédie un effet anxiogéne, qui pourrait

étre interpréte comme un frein a la dependance. Sur ce principe, comment peut-on
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expliquer que cette inhibition dopaminergique est specifique des drogues d’abus alors que
ces dernieres ont des propriétés bien plus addictives que les recompenses naturelles ? Ce
point met en évidence que, méme si notre comprehension des mecanismes lies a la
consommation de drogues s’étoffe, de nombreuses questions demeurent. Ces interrogations
montrent egalement I'importance des recherches sur I'addiction aux drogues, pour tenter
d’affiner notre comprehension de la mise en place d’'une dépendance et surtout pourquoi
certains consommateurs apparaissent plus sensibles que d'autres a une exposition a ces

substances.

V. Conclusion générale

En conclusion, les travaux que je vous ai présentes mettent en lumiere la diversite des
réponses aux drogues des neurones dopaminergiques de la VTA. Ces derniers montrent
que les réponses a la nicotine et a I'alcool, qu'il s'agisse d’'une activation ou d’une inhibition,
dependent de circuits differents. Les neurones actives par la nicotine et I'alcool projettent
au niveau du NAc alors que les neurones inhibés par ces deux drogues projettent vers
'’Amg. Nous avons egalement montré que ces reponses sont, non seulement
concomitantes, mais apparaissent intrinsequement liees 'une a I'autre : I'activation semblerait
induire linhibition. Le mécanisme de boucle de rétroaction inhibitrice que nous avons
identifie, necessite des expériences supplémentaires pour évaluer limpact sur le
comportement de cette derniere. Nous avons tout de méme montré que, quand elles sont
isolées separément, ces deux voies de projection peuvent porter des messages fonctionnels
différents au niveau comportemental. L'activation de la voie VTA-NAc est impliqguée dans le
renforcement alors que l'inhibition de la voie VTA-Amg est associee a un effet anxiogéne.
Toutefois, dans un processus d’apprentissage par renforcement, a la base de la mise en
place d'une addiction, nous n'avons pas pu évaluer I'impact de cette inhibition. Enfin, dans
les deux publications que je vous ai exposees, nous avons separe la fonction de sous-
reseaux dopaminergiques. Il est donc important de noter les limites de ce decoupage car,
méme si dans le cas de la nicotine cela semble étre initieé au niveau de la VTA, on ne peut
se limiter & I'étude de deux sous-circuits dopaminergiques pour expliquer la mise en place

d’'une addiction.
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