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« -  Mais je ne sais pas me transformer en 
vent. 
 
- Celui qui vit sa Légende Personnelle sait 
tout ce qu’il a besoin de savoir. Il n’y a 
qu’une chose qui puisse rendre un rêve 
impossible : c’est la peur d’échouer. 
 
- Je n’ai pas peur d’échouer. Simplement, je 
ne sais pas me transformer en vent. 
 
- Eh bien, il faudra que tu apprennes ! Ta 
vie en dépend. »  
 

Coelho, L’Alchimiste, 1988 
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 RESUME 

 

Le stress représente un facteur de risque majeur dans le développement des troubles 
psychiatriques et des troubles du sommeil. La diversité des réponses émotionnelles au stress 
résulte de l'influence conjointe de facteurs environnementaux et génétiques. Le noyau 
accumbens (NAc) joue un rôle central dans la susceptibilité au stress et récemment, son 
implication dans la régulation du sommeil a été mise en évidence. Les adaptations 
comportementales liées à la résilience ou la susceptibilité au stress sont modulées par les 
transmissions dopaminergique et cholinergique au sein du NAc. L’acétylcholine (ACh) 
provient principalement des interneurones cholinergiques (CINs), qui communiquent à la fois 
avec du glutamate (Glut) et de l’ACh, respectivement grâce au transporteur vésiculaire du 
glutamate de type 3 (VGLUT3) et au transporteur vésiculaire d’acétylcholine (VAChT). 
L’équipe a récemment montré que le variant allélique p.T8I-VGLUT3 entraine une 
diminution de la transmission cholinergique dans le striatum, sans affecter le transport du 
Glut.  
 

Ainsi, l’objectif de ma thèse a été de caractériser le rôle du variant allélique p.T8I dans la 
réponse au stress en caractérisant le comportement et le sommeil ainsi que les transmissions 
d’ACh et de DA associées dans le NAc d’un modèle murin. 
 

Pour cela, j’ai évalué le comportement social, de type anxieux et dépressif, ainsi que les 
cycles veille-sommeil des souris VGLUT3T8I/T8I et témoins mâles et femelles avant et après 
un stress chronique de défaite sociale (CSDS). Afin d’étudier le rôle de l’ACh et de la DA dans 
ces comportements, j’ai enregistré leur dynamique de libération par photométrie de fibre à 
l’aide de biosenseurs fluorescents dans ce modèle murin.  
 

Les données obtenues montrent que le variant p.T8I est associé à un évitement social accru 
dépendant de la cible sociale, et de niveaux élevés d’anxiété, accompagnés d’une architecture 
du sommeil distincte en réaction au stress. De plus, ces comportements sont corrélés à une 
libération réduite d’ACh en réponse au stress chez les mâles. Ces travaux permettent ainsi de 
mettre en évidence la relation entre le variant p.T8I, les transmissions d’ACh et de DA, et la 
réponse au stress chronique social, impliquée dans la susceptibilité au stress.  
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 ABSTRACT 

 

Stress is a risk factor for the development of psychiatric conditions such as generalized anxiety 
and major depressive disorder which are often associated with sleep disturbances. The 
behavioral adaptation to stress is influenced by a combination of environmental and genetic 
factors, leading to significant variability among individuals. The nucleus accumbens (NAc) 
plays a critical role in stress susceptibility and sleep regulation. In the NAc, the behavioral 
adaptations associated with resilience or susceptibility to stress are modulated by dopamine 
(DA) and acetylcholine (ACh) signals. The latter is predominantly released by cholinergic 
interneurons (CINs). Notably, CINs have the ability to signal with both ACh and glutamate 
through the expression of vesicular acetylcholine transporter (VAChT) and vesicular 
glutamate transporter 3 (VGLUT3). Our lab recently showed that the VGLUT3-p.T8I allelic 
variant results in a reduced ACh release from CINs without affecting glutamate release. 
 

The objective of my PhD was to elucidate the role of the p.T8I variant in shaping 
behavioral and sleep responses to stress as well as the stress-associated neuronal ACh and DA 
dynamics in the NAc. 
  

To address these questions, I took advantage of a mouse line carrying the p.T8I variant 
(VGLUT3T8I/T8I) to study social, anxiety- and depressive-like behaviors as well as sleep-wake 
patterns in male and female mice both before and after chronic social defeat stress (CSDS) 
exposure. Then, I measured in vivo ACh and DA dynamics in the NAc using fiber photometry 
coupled with fluorescent biosensors to assess their release in response to stress.  
 

The findings indicate that the p.T8I variant is associated with enhanced social cue 
discrimination characterized by high target-dependent social avoidance, and elevated anxiety-
like levels, accompanied by distinct acute stress-induced sleep changes. Moreover, these 
behaviors are associated with reduced stress-induced ACh release in the NAc in male mice. 
Together, these findings reveal the intricate relationship between the p.T8I variant, 
diminished cholinergic transmission within the NAc and susceptibility to stress.  
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 ABREVIATIONS 

 

5-HT   5-hydroxytryptamine, sérotonine 
μH+   Gradient de pH 
 
ACh   Acétylcholine 
ACTH   Adénocorticotrope 
AVP   Vasopressine 
 
BF   Prosencéphale basal 
BLA   Complexe basolatéral de l’amygdale 
BNST   Noyau du lit de la strie terminale 
BZ   Benzodiazépines 
 
CeA   Noyau central de l’amygdale 
CES   Stress émotionnel chronique 
CINs   Interneurones cholinergiques 
CM/Pf  Complexe centro-médian/parafasciculaire 
CMS   Stress chronique modéré 
CNO   Clozapine-N-oxyde 
CORT   Corticostérone 
CR   Calrétinine 
CRH   Corticolibérine 
CSDS   Stress chronique de défaite sociale 
 
D1R   Récepteurs de la dopamine D1 
D2R   Récepteurs de la dopamine D2 
DA   Dopamine 
DLS   Striatum dorsolatéral 
DMS   Striatum dorsomédial 
DMS-V  Manuel Diagnostique et Statistique des troubles mentaux, 5ème édition 
DRN   Noyau dorsal du raphé 
 
EEG   Electro-encéphalogramme 
eGFP   Protéine fluorescente verte 
EMG   Electro-myogramme 
EO   Electro-oculogramme 
EPM   Elevated plus maze 
EZM   Elevated zero maze 
 
 
GABA   Acide γ-aminobutyrique 
GC   Glucocorticoïde 
Glut   Glutamate 
GPe   Globus pallidus externe 
GPi   Globus pallidus interne 
GR   Récepteurs des glucocorticoïdes 
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Hcrt   Hypocrétine 
HPA   Axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien 
HPC   Hippocampe 
 
IN   Interneurone 
IN FAI  Interneurones à adaptation rapide  
IN LTS  Interneurones à décharge à seuil bas 
IN SABIs  Interneurones actifs spontanément par bouffées 
IN THINs  Interneurones exprimant la tyrosine hydroxylase 
 
LC   Locus coeruleus 
L/D   Light/dark  
LDT   Noyau tegmental latérodorsal 
LH   Hypothalamus lateral 
 
M1-4R   Récepteurs muscariniques de sous-type 1-4 
mGluRs  Récepteurs métabotropiques du glutamate 
MSN ou SPN  Neurones épineux moyens 
 
NAc   Noyau accumbens 
nAChRs  Récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine 
NGF   Neurogliaformes 
NOS   Synthase oxyde nitrique 
NOR   Noradrénaline 
NPY   Neuropeptide Y 
NT   Neurotransmetteur 
 
OF   Open field 
OMS   Organisation mondiale de la santé 
 
PAG   Substance grise périaqueducale 
PfN   Noyau parafasciculaire 
PL   Cortex prélimbique 
POA   Aire préoptique  
PPN   Noyau pédonculopontin 
PPT/LDT  Pédoncule pontique tegmental latéral/dorsal 
PVN   Paraventriculaire 
PV   Paravalbumine 
PVT   Thalamus paraventriculaire 
 
RPE   Erreur de prédiction de la récompense 
 
SAM   Axe sympatho-surrénalien 
SL   Sommeil lent 
SNc   Substance noire compacte 
SNr   Substance noire réticulée 
SOM   Somatostatine 
SP   Sommeil paradoxal 
 
TCA   Troubles du comportement alimentaire 
Tph2   Tryptophane hydroxylase 2 
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V-ATPase  Pompe à protons vacuolaire 
VAChT  Transporteur vésiculaire de l’acétylcholine 
vDG   Gyrus denté ventral 
VGLUT1-3  Transporteurs vésiculaire du glutamate de types 1-3 
vHPC   Hippocampe ventral 
VMAT2  Transporteur vésiculaire des monoamines 2 
vmPFC  Cortex préfrontal ventro-médial 
vPFC   Cortex préfrontal ventral 
VP   Pallidum ventral 
VTA   Aire tegmentale ventrale 
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Chapitre 1 –  

Introduction Générale 
 

1. Au-delà du cerveau : vers une compréhension holistique 

des émotions 

 
Avant d’entreprendre l’étude des mécanismes neurobiologiques qui sous-tendent les 

réponses émotionnelles au stress et aux troubles psychiatriques associés, il me semble essentiel 

de commencer par s’intéresser à ce que sont les émotions, et à leurs manifestations cognitives 

et comportementales. Si les neurosciences ont beaucoup progressé dans la description des 

processus neurobiologiques associés aux phénomènes émotionnels, il n’en demeure pas moins 

que la question de savoir ce qui caractérise précisément une émotion, et quelles en sont les 

composantes nécessaires et suffisantes, reste controversée. Que ce soit de manière implicite, 

par le choix des paramètres mesurés, ou de manière explicite, les études empiriques sur les 

émotions ne se réfèrent pas toutes aux mêmes définitions des émotions. Cet état de fait peut 

être problématique, en tant qu’il est possible que l’on ne s’intéresse pas exactement aux mêmes 

phénomènes, selon les définitions sous-jacentes à nos études. 

 

Ainsi, il semble primordial de ne pas perdre de vue les aspects conceptuels qui sous-tendent 

ces recherches pour une compréhension complète et approfondie des émotions et de leur 

rapport à la santé mentale. Et pour avancer sur ce point, intégrer une perspective 

philosophique dans l'étude des émotions peut être intéressant. En effet, il existe une vaste 

littérature en philosophie des émotions, dont une partie s’intéresse de près à la question de la 

définition d’une émotion, de savoir quelles sont ses manifestations typiques, et comment la 

distinguer, en théorie et en pratique, d’autres états mentaux proches. La philosophie a donc 

des outils conceptuels intéressants pour accompagner nos recherches neuroscientifiques. Ces 

outils semblent d’autant plus intéressants à mobiliser dans le cadre des neurosciences 

translationnelles, qui impliquent non seulement de savoir identifier une émotion, mais aussi 

de posséder des critères pour différencier les émotions saines des émotions pathologiques, sur 

la base desquels concevoir des modèles d’étude pertinents.  
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 Ce chapitre vise donc à initier une réflexion sur les études des émotions par les 

neurosciences à travers le prisme de la philosophie, et souligne ainsi l'importance 

d’accompagner nos recherches neuroscientifiques d’une réflexion philosophique. Ce chapitre 

défend l'idée que l’alliance des neurosciences et de la philosophie offre un cadre conceptuel 

robuste pour aborder les questions complexes et interdisciplinaires relatives aux émotions et 

aux troubles psychiatriques, facilitant ainsi le développement de recherches translationnelles 

plus efficaces et pertinentes. C’est par cette approche holistique, intégrant à la fois les 

réflexions philosophiques et les connaissances scientifiques, que ma thèse s’inscrit. 

 

1.1. Le cerveau et les émotions : un dialogue entre philosophie et neurosciences 

 

1.1.1. Définir l’émotion en la différenciant de l’humeur 

 

Dans notre quête de compréhension de nos états affectifs internes, nous nous référons 

couramment, et de façon intuitive, au terme d’« émotions ». Dès lors, une première question 

se pose, qui est celle de sa définition : qu’est-ce qu’une émotion ? Malgré son importance dans 

nos existences quotidiennes, définir ce qu’est une émotion, et ce qui la distingue d’autres états 

affectifs n’est pas évident. Ce qu’on entend généralement par émotions est en effet un concept 

hétérogène et multidimensionnel englobant plusieurs autres phénomènes affectifs, tels que les 

sentiments, les humeurs, les désirs, les passions, les affections, les plaisirs, ou encore les 

mouvements. Une première difficulté de l’appréhension de cette notion vient donc du langage 

commun et de l’usage de différents termes pour exprimer parfois la même idée. 

 

Alors choisir d’en faire un objet d’étude, philosophique ou scientifique, suggère d’abord de 

passer par une étape de clarification conceptuelle, et c’est justement une question qui occupe 

philosophes et scientifiques depuis des siècles. Mais aujourd’hui, il n’existe pas de théorie 

unifiée de l’émotion, et plusieurs conceptions rivales co-existent : c’est la deuxième difficulté à 

laquelle on se heurte quand on cherche à appréhender cette notion. Toutefois, il existe un 

premier point d’accord qui a tout de même fini par émerger quand il s’agit d’étudier les 

phénomènes affectifs : de nos jours, les concepts d’émotions et d’humeurs sont davantage 

préférés par les scientifiques, bien que souvent confondus, en particulier lorsqu’il est question 

de troubles émotionnels et troubles de l’humeur. Une première manière de comprendre 

l’émotion est donc d’opter pour une approche différentielle, en énumérant ses propriétés 

distinctives par rapport à cet autre état affectif qu’est l’humeur. Dans la littérature, on trouve 

trois critères utilisés à cette fin, qui concernent leur intentionnalité, leur chronométrie, et leur 



 - 23 - 

effet qualitatif (qualia) (Prinz, 2004 ; Goldie, 2000). Les émotions sont des phénomènes 

intentionnels en ce sens qu’elles sont toujours dirigées vers un objet. Nous sommes en colère 

contre quelqu’un, nous avons peur de quelque chose, etc. A l’inverse, l’humeur ne porte pas 

sur un objet particulier. Nous sommes de bonne humeur ou de mauvaise humeur, il s’agit d’un 

état sans intentionnalité. L’émotion se distingue également de l’humeur par sa durée, plus 

courte. Alors que l’émotion présente un caractère volatil, l’humeur, elle, est longue et 

progressive, revêtant ainsi une certaine stabilité. Enfin, elles se distinguent par leur 

phénoménologie, autrement dit, par « l’effet qu’elles font », ou qualia. L’émotion est souvent 

ressentie avec une forte intensité, accompagnée d’une physiologie corporelle et cérébrale 

spécifique tandis que l’humeur présente une intensité plus modérée. Malgré leurs distinctions, 

il est important de souligner qu’il existe une relation bidirectionnelle de causalité entre 

l’émotion et l’humeur, qui s’influencent et agissent l’une sur l’autre, d’où la nécessité de les 

étudier, non pas seulement pour ce qu’elles sont en elles-mêmes, mais aussi pour leurs 

fonctions. 

 

1.1.2. Définir l’émotion en remontant à son histoire évolutive 

 

Une deuxième manière de comprendre le concept d’émotion est d’essayer de distinguer les 

différents types d’émotions qu’il comprend. Plusieurs listes d’émotions ont ainsi été proposées. 

Les Stoïciens, par exemple, ont identifié quatre émotions fondamentales : le plaisir, le déplaisir, 

l’appétit et la peur (Deonna et Teroni, 2008). Dans Les Passions de l’Âme (1990), Descartes 

dénombrait six émotions primitives telles que l’admiration-étonnement, l’amour, la haine, le 

désir, la joie et la tristesse. Cependant, il soutenait également l’idée qu’un grand nombre 

d’autres émotions tiraient leur origine de ces six émotions « primitives ». Malgré l’absence de 

consensus sur la catégorisation des émotions, cette idée selon laquelle il existerait des 

émotions de base, simples, desquelles dériveraient d’autres émotions complexes, est 

aujourd’hui un autre point d’accord sur lequel se rejoignent de nombreux philosophes et 

scientifiques. 

 

Avec l’idée d’émotions de base, la question de leurs fonctions et de leur utilité s’est posée. 

Plusieurs théories ont émergé à la fin du XXème siècle afin d’y répondre. Ces théories ont été 

influencées par les idées de Darwin, qui attribuait aux émotions une fonction évolutive. Dans 

L’expression des émotions chez l’homme et les animaux (2016), Darwin souligne l’avantage évolutif 

procuré par les émotions, notamment dans leur capacité à influencer la formation d’action 

habituelles. Il a également souligné le fait que les émotions, et en particulier leur expression, 
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sont relativement conservées entre les différentes espèces animales. Selon sa théorie sur la 

sélection naturelle, les émotions sont conservées car elles remplissent une fonction adaptative. 

Darwin a particulièrement mis l’accent sur la fonction sociale de l’expression des émotions, 

c’est-à-dire leur rôle dans la communication.  

 

A partir de cette proposition de Darwin, des théories néo-darwinistes ont émergé. Dans 

ce contexte, la question se déplace un peu, et la grande préoccupation des néodarwiniens était 

alors de savoir si les émotions sont innées, c’est-à-dire issues d’une fonction biologique, ou 

bien acquises, c’est-à-dire influencées par l’environnement et les comportements. Ekman 

(1972) a tenté d’apporter des éléments de réponse à partir de l’idée que les émotions seraient 

universelles. Il fonde cette idée à partir des résultats d’une expérience, au cours de laquelle il 

a mesuré la reconnaissance des expressions faciales des émotions à travers différentes cultures. 

Il a ainsi identifié une liste d’émotions qui seraient universellement partagées : la surprise, la 

colère, la peur, le dégoût, la tristesse et la joie. Bien que cette vision universaliste de quelques 

émotions de base ait par la suite été réfutée, elle a néanmoins permis de fonder les bases d’une 

théorie psycho-évolutive selon laquelle certaines émotions primaires, d’origine biologique, 

sont nécessaires au développement d’émotions secondaires. Ainsi, Plutchik (1980), en 

s’inspirant des travaux d’Ekman, propose l’idée que les émotions font partie d’un système 

coordonné et programmé, dans lequel l’interaction entre les émotions primaires et secondaires 

module les changements physiologiques, cognitifs et comportementaux. En particulier, les 

émotions secondaires sont formées par la combinaison de deux émotions primaires. Cette 

théorie avait pour objectif principal d’aboutir à une catégorisation des émotions, et a permis 

de concevoir les émotions comme des « programmes affectifs », qui constitueraient un système 

organisé afin de favoriser la survie de l’individu. 

 

1.1.3. Les émotions enracinées dans le corps : une perspective périphéraliste 

 

Cette conception des émotions comme étant utiles à la survie de l’individu est largement 

répandue dans la littérature scientifique contemporaine. Plusieurs théories de l’émotion 

s’ancrent dans ce cadre conceptuel général. Une troisième manière de comprendre ce dont il 

est question lorsque l’on parle d’émotions est de se référer à l’une de ces théories. L’une d’entre 

elles qui a fait date est la théorie périphéraliste de James et Lange (1884, 1885). Cette théorie 

accorde une place centrale aux sensations corporelles dans l’analyse de l’émotion.  
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Intuitivement, on a tendance à penser que les états émotionnels conditionnent les états 

physiologiques. On pense d’abord à une perception de l’environnement, puis à une émotion, et 

enfin à une expression de celle-ci. C’est parce que je suis triste, que je pleure. Selon James, c’est 

l’inverse : les réactions physiologiques comme le rythme cardiaque, les changements de la 

respiration, ou encore la sudation précèdent l’expression de l’émotion, et celle-ci peut être 

assimilée à la conscience par le sujet de ses modifications physiologiques. Ainsi, je ne pleure 

pas car je suis triste, mais je suis triste parce que je pleure.  

 

Cette théorie a suscité de nombreuses critiques, la plus connue étant celle de Cannon 

(1927), qui dénonce l’impossibilité de différencier toutes les émotions uniquement par les 

réactions physiologiques viscérales. Cannon illustre ce point en prenant l’exemple de la colère 

et de la joie, qui, selon la théorie de James, se classeraient dans la même catégorie en ce qu’elles 

partagent des changements corporels similaires comme par exemple l’accélération du rythme 

cardiaque. De plus, Cannon souligne l’impossibilité pour les changements venant du système 

périphérique d’être à l’origine d’états émotionnels, puisqu’ils ne produisent pas 

systématiquement et de manière nécessaire de tels états. Par exemple, le tremblement qui 

précède la peur selon James peut se produire sans le ressenti de peur, notamment lorsque l’on 

a froid. Cette théorie ne tient pas non plus compte de l’absence de relation régulière entre les 

états physiologiques et l’émotion, qui peut varier d’un individu à l’autre. Par exemple, la honte 

peut se manifester par une sudation excessive chez un individu, mais par un rougissement 

associé à une dilatation vasculaire chez un autre.  

 

Malgré son manque de rigueur et de précision, ainsi que les malentendus qu’elle a pu faire 

naître, la théorie de James-Lange a marqué l’histoire de la philosophie, de la psychologie et 

des neurosciences. Elle a en effet permis de mettre en lumière le rôle des sensations corporelles 

et donc de l’environnement dans les émotions, qui étaient auparavant surtout décrites comme 

des états mentaux, de l’âme et de l’esprit par les philosophes.  

 

Aujourd’hui,  la question de savoir si l’émotion est caractérisée de manière centrale par un 

centre cérébral des émotions ou si le système périphérique y a également chose à redire, reste 

débattue. En effet, cette intégration de l’aspect périphérique soulève une question 

fondamentale : comment et pourquoi les stimuli de l'environnement modulent-ils la réponse 

émotionnelle ? Bien que l’approche de Lange et James mette en avant le rôle des perceptions 

corporelles et des stimuli de l'environnement dans le déclenchement des émotions, elle ne 

prend pas suffisamment en compte l'aspect subjectif de la réponse émotionnelle, qui est 
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largement influencée par l'expérience sociale et le vécu individuel (Griffiths et Scarantino, 

2005). Cette variabilité inter-individuelle laisse en suspens la question de savoir comment 

l'environnement peut moduler la réponse émotionnelle. Pour répondre à ces nouvelles 

problématiques, de nouvelles approches ont émergé : celles des neurosciences cognitives. De 

nombreuses recherches sur le rôle du système périphérique dans la causalité de l'émotion ont 

ainsi été initiées, et ont suscité un intérêt croissant pour l'implication des processus cognitifs 

qui font le lien entre la perception physiologique corporelle et l'émotion. 

 

1.1.4. Les neurosciences contemporaines : quand émotions, cognition et adaptation 

s'entremêlent 

 

Une quatrième manière de comprendre ce que sont les émotions est d’aller voir ce qu’il se 

passe aujourd’hui du côté des neurosciences contemporaines, et de comprendre comment elles 

tentent d’intégrer les réflexions précédentes.  

 

Pour comprendre les émotions, les théories neuroscientifiques contemporaines associent 

le principe d’utilité des émotions issues des théories néodarwiniennes, reconnaissant une 

importance cruciale de ces dernières dans l’adaptation et la survie (Anderson et Adolphs, 

2014). A cela, les neurosciences contemporaines intègrent également certains éléments des 

théories périphéralistes, mettant en avant l’importance des changements corporels, tout en 

insistant sur le rôle central du cerveau. Ainsi, les neurosciences contemporaines étudient les 

émotions en tenant compte de leurs causes, de leurs fonctions et de leurs conséquences, à la 

fois sur les plans comportemental et cognitif. Selon ces théories, les émotions émergent d’un 

processus d’évaluation cognitive, indispensable à la survie en ce qu’il permet de pouvoir 

rapidement réagir face aux stimuli environnementaux. Ces perspectives, qui accordent une 

place centrale à l'évaluation cognitive dans la genèse des émotions, est actuellement la plus 

explorée et étudiée dans le domaine des neurosciences (LeDoux, 2012 ; LeDoux et Pine, 2016 ; 

Quéré, 2023). 

 

Pour désigner ce champ d’étude et les théories qui y sont associées, le concept de 

« neurosciences affectives » a été popularisé par Panksepp (1998). Ce dernier considère que les 

expériences affectives et émotionnelles émanent de systèmes opérationnels innés localisés 

dans le cerveau. Selon lui, l’interaction entre ces différents systèmes, conservés au cours de 

l’histoire évolutive, est à l’origine de diverses émotions, comme le suggère le développement 

d’émotions spécifiques suite à la stimulation de certaines régions cérébrales (Panksepp, 1982). 
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Il distinguait quatre systèmes principaux distincts : celui de la recherche, de la rage, de la peur 

et de la panique. Ces systèmes cognitifs, de par leur localisation centrale, peuvent interagir 

entre eux pour évaluer une situation et ainsi orchestrer une réponse comportementale en 

adéquation avec les besoins vitaux de l’individu. 

 

Depuis, plusieurs théories ont émergé, accordant toujours une place centrale à l’aspect 

cognitif des émotions. Je propose de résumer ici deux d’entre elles, qui ont été parmi les plus 

influentes dans le développement des neurosciences affectives : celle de Damasio, et celle de 

LeDoux. 

 

Damasio, comme d’ailleurs tout le champ de la neurologie, a notamment été marqué par 

des observations de cas cliniques de patients présentant des lésions cérébrales et une incapacité 

à ressentir des émotions, comme le cas de Phineas Cage. Selon Damasio, il convient de 

distinguer l’émotion du ressenti de l’émotion, ou sentiment, afin de pouvoir expliquer 

l’expérience émotionnelle. Pour résumer sa pensée, la perception de l’émotion nous vient de 

stimuli environnementaux qui trouvent leur expression dans le corps, et repose sur des circuits 

neuronaux périphériques et centraux qui permettent l’intégration de cette perception. 

L’information sensorielle est donc traitée intracérébralement via une boucle entre le cortex 

somatosensoriel et certaines régions sous-corticales limbiques impliquées dans la réponse 

émotionnelle somatique. Cependant, l’expérience émotionnelle ne se réduit pas uniquement à 

cette réponse physiologique, puisque Damasio considère qu’elle s’accompagne d’un état de 

conscience, d’un mode de pensée, qui ne doit pas être confondu avec les mécanismes neuronaux 

qui sous-tendent l’émotion et qui servent seulement de cadre matériel pour rendre possibles 

les représentations mentales. Les signaux du corps vers le cerveau permettent un état de 

conscience émotionnel, mais n’informent pas sur la représentation mentale émotionnelle 

(sentiment), qui est uniquement cérébrale. Ainsi, d’après Damasio, l’expérience émotionnelle 

est le produit d'une interaction entre les processus mentaux (sentiments) et les réponses 

physiologiques du corps, dont le rôle réside dans la prise de décision et le comportement 

humain. Ironiquement, en voulant se poser en contradicteur de Descartes « sans ménagement 

et avec ingratitude » dans L’Erreur de Descartes (2010), Damasio se sera en réalité réapproprié 

la thèse cartésienne, en la consolidant par l’apport de nouvelles connaissances en 

neurobiologie.  

 

La première théorie de LeDoux (1998) se place à l’opposé de celle de Damasio. Pendant 

longtemps, sa perception a influencé celle de la recherche en neurosciences. Celle-ci supposait 
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que l’émotion ne constitue pas un objet de perception, mais repose sur un état du cerveau et 

une réponse corporelle. A la différence de Damasio, LeDoux, considèrait que le ressenti de 

l’émotion est l’activation de circuits cérébraux suite à la réponse corporelle provoquée par un 

stimulus. Fondant ses réflexions sur ses études empiriques de la peur, selon lui le sentiment 

de peur n’est pas autre chose que l’activation de systèmes neurobiologiques, notamment des 

boucles cortico-thalamo-amygdaliennes. Une conséquence de cette théorie est qu’il est tout à 

fait possible d’étudier les bases neurobiologiques qui sous-tendent les états émotionnels 

puisque ceux-ci s’y réduisent, et ont une utilité pour la survie. Remarquons que la position de 

LeDoux a évolué au cours du temps, pour se rapprocher de celle de Damasio (LeDoux, 2015 ; 

LeDoux et Pine, 2016). Contrairement au modèle traditionnel (Panksepp, 1998 ; Panksepp et 

al., 2011), qui suppose que l'expérience subjective de la peur est programmée par les mêmes 

circuits neuronaux que ceux qui contrôlent les comportements défensifs et les réponses 

physiologiques, LeDoux soutient désormais que ce sont deux circuits différents, bien que 

dépendants, qui sont à l'origine de chacune des deux parties de l'expérience émotionnelle 

(Figure 1) (LeDoux et Pine, 2016). Ainsi, nous avons tendance à utiliser le même terme pour 

désigner à la fois l'état subjectif et les réponses objectives de défense, qui sont deux 

phénomènes différents que nous gagnerions à dissocier pour nos études. Un point avec lequel 

ne sont pas d’accord tous les neuroscientifiques aujourd’hui. Fanselow par exemple, un autre 

grand spécialiste des émotions, soutient que l'expérience subjective de l'émotion est 

inséparable de ses causes et/ou effets comportementaux et physiologiques (Fanselow & 

Pennington, 2017). 

 

Aujourd’hui, ce débat reste ouvert, et la question de savoir si en étudiant les réponses 

physiologiques associées aux émotions, nous étudions aussi et toujours l’expérience subjective 

qui y est associée, reste controversée. Ce point soulève de nombreuses questions quant aux 

apports potentiels des neurosciences fondamentales et des modèles animaux non humains pour 

comprendre les émotions et les pathologies qui sont associées. Cela pose tout particulièrement 

problème lorsque les études ont pour objectif le développement de traitements pour ces 

pathologies. Je propose d’adresser ces questions au cours du point suivant.  
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Figure 1. Représentation des différents modèles de l’expérience de peur. 

(A) Ancien modèle de LeDoux, dans lequel l’expérience subjective de peur est indissociable des circuits 

neuronaux impliqués dans les réponses défensives de peur. (B) Modèle actuel de l’expérience de peur, 

par lequel les mécanismes neuronaux impliqués dans la réponse comportementale de peur sont 

dissociés de l’expérience consciente de peur mais y contribuent indirectement. LeDoux et Pine (2016). 

 

1.2. Étudier les émotions grâce aux neurosciences : des implicites 

méthodologiques et conceptuels à questionner                                              

 

Proposer des explications de nos états mentaux et de nos émotions grâce à la recherche 

fondamentale en neurosciences affectives est une entreprise complexe, qui pose question. En 

effet, la question de la pertinence de ces recherches peut être abordée selon deux angles : celui 

de son objet (les états mentaux), et celui des moyens, ou modèles, mis en place pour ces études. 

 

1.2.1. Prendre pour objet d’étude les émotions suggère d’adopter une posture matérialiste 

associée à une démarche non réductionniste  

 

Concernant la pertinence de choisir les états mentaux comme objet d’étude, une première 

question relève de l’ambition de naturaliser ces états, et de la perspective réductionniste qui 

en découle. En particulier, les neurosciences affectives ont pour objets les émotions dans leur 

totalité, avec leurs composantes subjectives et objectives. Pour que les neurosciences affectives 

soient pertinentes, il faut donc que les objets d’étude « émotions » puissent être des objets 

d’étude pertinents pour les neurosciences, c’est-à-dire qu’ils soient relatifs aux neurones et 

leurs circuits. Les neurosciences en tant qu’étude du système nerveux ne peuvent donc pas, 

par définition, étudier les émotions si celles-ci ne sont pas matérielles. Il y a donc un 
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présupposé méthodologique sous-jacent important lorsque l’on adopte une approche 

neuroscientifique, qui est une certaine posture matérialiste, c’est-à-dire que l’on considère que 

les états émotionnels résultent de la matière.   

 

Dans ce contexte, on peut se demander si adopter cette posture matérialiste nécessite 

d’adopter aussi une posture réductionniste, c’est-à-dire de tenter de réduire de nos états 

mentaux à des états neurochimiques. La question se pose, étant donné que dans la littérature, 

la démarche scientifique est souvent décrite comme impliquant une démarche réductionniste 

à plusieurs niveaux différents (Nagel, 1949 ; Hooker, 1981 ; Weinberg, 1988). Ernest Nagel 

décrit par exemple la réduction interthéorique, qui caractérise selon lui une démarche scientifique 

: elle consiste à traduire une théorie dans les termes d'une autre théorie plus générale ou plus 

fondamentale. La neurobiologie ne semble pas échapper à ce type de réduction. Dans le cas 

des neurosciences, nos concepts d’états mentaux émanant de la psychologie populaire sont, 

selon certains auteurs, destinés à être réduits à des concepts de biologie moléculaire et de 

génétique (Crommelinck, 1995). Selon cette idée, les états neurobiologiques pourraient ainsi 

un jour expliquer, en totalité, les états mentaux ; et nos émotions, désirs, pensées, croyances, 

ne seraient que des réactions neurochimiques émanant de nos neurones, qui les déterminent 

entièrement. Si l’on accepte ce point de vue, qui est celui d’un réductionnisme radical, les 

neurosciences seraient donc particulièrement pertinentes pour expliquer les états mentaux.  

 

Ce type d’approche a notamment donné naissance à la neurophilosophie. Churchland 

(1999) affirmait que « les états mentaux n’existent pas, il n’y a que des états 

neurobiologiques ». Selon elle, les questions philosophiques et notamment en philosophie de 

l’esprit comme les émotions, la mémoire, la conscience, les désirs, peuvent non seulement être 

adressées par les neurosciences, mais surtout sont des questions de neurosciences. Les 

partisans de la neurophilosophie soutiennent la naturalisation des objets philosophiques, c’est-

à-dire le fait que les neurosciences suffiraient pour les connaître et répondre à toutes les 

questions qui se posent à leur sujet. Parmi les théories réductionnistes, on retrouve 

notamment celle de l’identité des types qui consiste à attribuer un état mental à un état 

cérébral (Smart, 1959 ; Place, 1956). Selon cette théorie, un état mental X est identique à un 

état cérébral Y. Par exemple, on pourrait considérer que l’état d’anxiété X est identique à 

l’activation du circuit neuronal Y. 

 

Dans le même ordre d’idée, un courant réductionniste existe en psychiatrie, et tente de 

réduire les troubles psychiatriques à des causes génétiques ou épigénétiques (Feder et al., 
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2009 ; Lemoine, 2017 ; Murphy, 2006 ; Schaffner, 2008). Selon cette approche, les gènes et 

leur modulation déterminent la structure du cerveau, qui à son tour influence le 

développement de troubles psychiatriques.  

 

Bien que ce type d’approches ait permis de progresser dans nos connaissances des bases 

biologiques des fonctions mentales, elles présentent des limites importantes. Par exemple, elle 

ne rend pas compte du fait qu’un même état émotionnel peut être causé par différents états 

neurobiologiques, comme le montre la recherche sur l'anxiété. Un comportement d’anxiété 

peut être induit à la fois par l’activation des fibres de l’amygdale projetant sur l’hippocampe, 

et par l’activation des fibres de l’amygdale projetant sur le cortex préfrontal, suggérant qu’il 

n’y a pas une identité unique entre un état mental et un état physique (Feliz-Ortiz et al., 2013 ; 

Felix-Ortiz et al., 2016). Une telle posture réductionniste a également du mal à rendre compte 

de la complexité des émotions, qui impliquent des facteurs multiples, allant des processus 

neurobiologiques aux influences génétiques et environnementales. 

 

Les limites de l’approche matérialiste ancrée au sein d’un réductionnisme radical soulèvent 

à nouveau le problème de la pertinence des neurosciences (Rosenberg, 1978 ; Searle, 2002). 

Est-ce que les neurosciences peuvent être pertinentes si les états émotionnels ne sont pas 

réductibles aux états neurobiologiques ? Ont-elles besoin de pouvoir entièrement expliquer 

un état mental pour être pertinentes dans l’étude des états émotionnels, et si non, dans quelle 

mesure le sont-elles ? 

 

Dans ce contexte, plusieurs théories matérialistes antiréductionnistes ont cherché à 

expliquer les états mentaux (Chalmers, 1996 ; Searle, 2002 ; Putnam, 1967). Ainsi, l’argument 

de la réalisabilité multiple de Putnam (1975) s’oppose au matérialisme réductionniste en 

affirmant qu’un état mental peut être réalisé par plusieurs états physiques. Ainsi, l’état 

d’anxiété n’est plus réalisé par l’état physique Y, mais par une multitude n d’états physiques 

(Y1, Y2, …, Yn). Cette théorie, en affirmant le matérialisme des états mentaux tout en niant 

son réductionnisme, souligne la diversité des réalités physiques pouvant donner lieu à des 

phénomènes mentaux. Dans ce cas, les neurosciences redeviennent pertinentes pour étudier 

les états mentaux. 

 

Mais aller au bout de l’approche antiréductionniste, c’est aussi tenter de prendre en compte 

l’influence d'autres facteurs, tels que l'environnement social ou culturel, sur le comportement 

humain. Plusieurs neuroscientifiques ont tenté de le faire, notamment grâce au concept de 
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plasticité cérébrale (Diamond et al., 1971 ; Malkasian et Diamond, 1971). Ce concept, introduit 

plus tardivement en France par Changeux, soutient que les processus et réseaux de neurones 

peuvent être amenés à modifier leurs connexions en fonction de l’expérience (Changeux, 

2012). La plasticité cérébrale implique donc que le cerveau n'est pas statique mais modelé par 

l'environnement, permettant ainsi de prendre en compte aussi bien l'influence des états 

neuronaux que l'impact des facteurs externes. De ce fait, le courant réductionniste en 

psychiatrie qui tente d'expliquer les troubles mentaux par des causes génétiques ou 

épigénétiques peut être nuancé à la lumière de ce concept de plasticité cérébrale. En effet, si 

les gènes et leur modulation déterminent la structure du cerveau, il est important de 

considérer que cette structure n'est pas figée. Notamment, les modifications épigénétiques, 

induites par l'environnement, peuvent influencer l'expression des gènes et modifier les 

connexions neuronales associées aux états émotionnels (Nestler, 2014). Ainsi, ce cadre 

explicatif peut permettre de mettre en avant l'importance des facteurs génétiques et 

environnementaux dans le développement des troubles mentaux, sans pour autant les y 

réduire, ou considérer qu’ils les déterminent de manière absolue.  

 

Le concept de plasticité cérébrale, qui permet de rendre en compte à la fois le rôle central 

des états neuronaux et l’influence de facteurs externes au cerveau, redonne sa place à 

l’individualité en nous montrant que les états mentaux et émotions peuvent être modelés 

différemment en fonction des expériences. Ce concept peut aussi permettre de dépasser une 

approche réductionniste neurobiologique qui serait radicale, et permet de considérer les 

émotions comme des phénomènes multidimensionnels impliquant des facteurs biologiques, 

génétiques, environnementaux et individuels. 

 

1.2.2. Utiliser des modèles animaux non humains pour étudier les émotions  

 

Concernant les moyens, ou modèles, mis en place par les neurosciences affectives dans 

l’étude des émotions, une question majeure est celle de la pertinence des modèles animaux, et 

en particulier, des modèles rongeurs. En effet, il parait contre-intuitif d’extrapoler des 

connaissances sur le fonctionnement émotionnel neurobiologique du rongeur à l’être humain. Une 

première difficulté repose donc sur la réalisabilité de la modélisation. Est-il possible de 

modéliser les états émotionnels sains et pathologiques, et si oui, sous quelles conditions ? Afin 

de pouvoir répondre à la question de la pertinence de l’utilisation de tels modèles, il est 

également nécessaire de considérer leurs implications. Est-ce que les résultats observés 

peuvent être extrapolés à l’être humain ?  
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A ce sujet, notons qu’adopter une position comme celle de LeDoux (2016) ou de Damasio 

que j’ai mentionnée ci-dessus, met en même temps en évidence la nature problématique des 

inférences que l’on peut faire concernant les expériences conscientes subjectives des animaux non 

humains, à partir de mesures physiologiques et comportementales. La question se pose de 

savoir si l’on doit limiter les études sur ces états au comportement et à la physiologie de ces 

sentiments : les modèles animaux peuvent-ils contribuer à la compréhension des mécanismes 

prédominants des sentiments conscients, au moins de manière indirecte ? S’interroger sur la 

validité et les limites des résultats apportés par la recherche en neurobiologie est essentiel afin 

de s’assurer que ces recherches ne sont pas seulement le reflet d’une anthropomorphisation 

qui les rendrait vaines, mais qu’elles ont effectivement un sens. 

 

Pour estimer la pertinence de ses modèles animaux, la recherche actuelle se base sur des 

critères de validité, dont les plus utilisés nous viennent de Willner. Selon lui, la validité d’un 

modèle animal repose sur trois critères : la validité de prédictibilité, la validité de ressemblance 

et la validité de construction (Willner, 1984). 

 

Le premier critère de validité concerne la prédictibilité du modèle en réponse au 

traitement. Ainsi, un modèle valide selon ce critère est un modèle pour lequel on peut prédire 

l’efficacité du traitement de manière corrélée au traitement de la pathologie humaine. Par 

exemple, dans le cadre de la dépression, un modèle animal doit pouvoir répondre aux 

antidépresseurs humains. Deuxièmement, la validité de ressemblance repose sur la similitude 

symptomatique entre le modèle et la pathologie humaine. Il faut que le modèle puisse 

modéliser des symptômes qui s’apparentent aux symptômes de la pathologie humaine. Enfin, 

la validité de construction évalue l’homologie des théories explicatives des mécanismes sous-

jacents à la pathologie modélisée par le modèle. Cela implique que les théories permettant 

spécifiquement d’expliquer la pathologie doivent également pouvoir expliquer les effets d’un 

modèle. Bien que la ressemblance soit souvent considérée comme le critère le plus important 

à première vue, en réalité, la validité de construction et la validité prédictive sont souvent plus 

cruciales, car elles permettent de valider les inférences scientifiques. La validité d’un modèle 

repose donc sur la prise en compte de ces critères, indépendamment les uns des autres, dans 

la conception du modèle et ses limites. 

 

Bien que les critères de Willner aient fourni un cadre utile pour l'évaluation des modèles 

animaux, leur caractère trop simpliste ne suffisait plus à répondre aux défis posés par la 
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psychiatrie actuelle. C'est face aux limites de ces critères, ne rendant pas compte de la 

complexité des pathologies mentales, que Belzung et Lemoine (2011) ont proposé une 

redéfinition plus complète et nuancée de ces critères de validité. Tout d'abord ils présentent la 

validité homologique, qui examine la correspondance évolutionnaire et anatomique entre le 

modèle et la pathologie. Ensuite, la validité pathogénique évalue la similarité des processus qui 

précipitent la maladie, qu'il s'agisse des facteurs de vulnérabilité précoces (validité 

ontopathologique) ou des déclencheurs observés à l'âge adulte (validité de déclenchement). La 

validité mécanistique se rapproche de la validité de construction de Willner en ce qu’elle 

concerne la similarité des mécanismes sous-jacents à l’action thérapeutique entre le modèle et 

la pathologie humaine, mais la complète en s’appliquant également aux symptômes de la 

pathologie. Par ailleurs, la validité de ressemblance s'intéresse à la similarité des observations 

comportementales (validité éthologique) et des biomarqueurs (validité des biomarqueurs) entre le 

modèle et la pathologie modélisée. Enfin, la validité prédictive reprend le sens willnerien, en 

évaluant dans quelle mesure le modèle permet de prédire la réponse au traitement (validité de 

rémission), mais évalue également la prédictibilité des facteurs causaux de la maladie (validité 

inductive). Ces critères, en fournissant une évaluation exhaustive de la pertinence du modèle 

animal, contribuent à améliorer la fiabilité et la validité des études précliniques en recherche 

biomédicale. 

 

Ces critères plus complets et nuancés permettent d'évaluer de manière plus rigoureuse les 

modèles animaux et d'accroître la fiabilité des résultats obtenus dans les études précliniques, 

particulièrement dans le contexte psychiatrique. La validation de tous ces critères de manière 

simultanée présente évidemment des défis pour le modélisateur, mais l’enjeu est peut-être 

moins dans la possibilité d’obtenir un modèle parfait que dans la nécessité de définir 

précisément ce qu’il modélise. C’est le point que je propose d’aborder maintenant. 

 

1.3. Neurosciences et psychiatrie : définir et comprendre les troubles mentaux 

pour une recherche pertinente 

 

La plupart des troubles psychiatriques impliquent des troubles des émotions. Ainsi, la 

neurobiologie psychiatrique vise à déterminer les phénomènes et mécanismes 

neurobiologiques qui sous-tendent ces troubles afin de les traiter. Mais afin de pouvoir 

déterminer si la recherche actuelle en neurosciences psychiatriques est pertinente per se, et au-

delà de la question de la pertinence de son objet et des moyens utilisés, il est également 
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nécessaire d’être en capacité de définir la cible à modéliser (la pathologie), mais aussi de 

s’interroger sur sa nature.  

1.3.1. Définir le sain et le pathologique : un défi crucial pour les neurosciences 

 

Comprendre les pathologies psychiatriques nécessite de définir la notion de pathologie, et 

de pouvoir distinguer un état pathologique d’un état « normal », ou « sain ». Dans la recherche 

en neurosciences, la pathologie est généralement considérée comme une réponse émotionnelle 

désadaptative par rapport à celle d'un groupe témoin présentant une réponse adaptative. 

Cependant, cette définition implique à nouveau de devoir distinguer ce qui est adaptatif de ce 

qui ne l’est pas. Or, le caractère adaptatif d’une réponse émotionnelle est forcément dépendant 

du contexte. Souvent, les neuroscientifiques normalisent ce caractère et distinguent donc le 

« normal » du « non-normal », ou pathologique. Cette catégorisation du « normal » et du « 

pathologique » n'est néanmoins pas toujours contextualisée, ni vraiment dépendante d’une 

norme. Un exemple est la susceptibilité au stress chronique de défaite sociale : le caractère 

pathologique est défini comme un déficit par rapport à une réponse attendue, considérée 

comme adaptative, sans tenir compte du contexte, et qui ne représente même pas la norme 

(statistique) au niveau de la population (Krishnan et al., 2007 ; Ayash et al., 2023). Parce que 

cette réponse est influencée par les antidépresseurs, n’en fait pas nécessairement une réponse 

associée à la dépression, en particulier au regard de l’inefficacité des antidépresseurs pour 

traiter la dépression (Belzung, 2014). Savoir distinguer les émotions saines des émotions 

pathologiques relève ainsi d’un défi majeur de la neuropsychiatrie. A quel moment peut-on 

dire qu’une émotion devient pathologique ?  

 

Plusieurs philosophes ont souligné l’importance des émotions, même négatives, dans la 

survie. Dans Éthique à Nicomaque (2004), Aristote a pour ambition de produire un traité 

pratique pour mener l’individu vers la vie bonne, vers son perfectionnement moral. Pour 

Aristote, être heureux équivaut à être vertueux, et la vertu correspond à une manière de se 

rapporter aux états affectifs, une manière de se comporter vis-à-vis de nos affections. La vertu 

est donc une manière de ressentir, qui doit être le juste milieu entre l’excès et le défaut, c’est-

à-dire qui doit être modérée. Il met ainsi en avant l’importance du degré de l’émotion ressentie 

ainsi que le contrôle de celle-ci pour l’action morale et la survie. On retrouve ici le caractère 

adaptatif de l’émotion. Pour les Contemporains, on retrouve une ambiguïté vis-à-vis des 

émotions. Dans le Gai Savoir (2009), Nietzsche nous dit : « Dans la douleur il y a autant de 

sagesse que dans le plaisir : tous deux sont au premier chef des forces conservatrices de 

l’espèce. S’il n’en était pas ainsi de la douleur, il y a longtemps qu’elle aurait disparu ; qu’elle 
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fasse mal, ce n’est pas là un argument contre elle, c’est au contraire son essence ». Insistant 

sur l’importance du développement de l’émotivité pour une meilleure survie, on retrouve 

cependant dans sa philosophie la notion de contrôle de l’émotion. Nietzsche voit en l’émotion 

son potentiel ascensionnel sur le plan de l’élévation de l’être humain, mais est conscient de son 

potentiel destructeur et pathologique face à l’absence de maîtrise de l’émotion par la 

réorganisation du corps. D’après lui, la distinction entre pathologie ascendante et descendante 

vient de la réponse de l’organisme au dérangement pathologique. Ainsi, ces théories appuient 

l’idée que l’émotion, même négative, est nécessaire à la survie à condition qu’elle soit maîtrisée 

selon le contexte. Ainsi, en accord avec la théorie évolutionniste de l’émotion, ce n’est pas la 

valence de l’émotion qui permet de distinguer le sain du pathologique. En effet, les états 

émotionnels négatifs ne sont pas anormaux et participent également (et surtout) à nous 

maintenir en vie en réponse à un danger. Nous enlever la douleur, ou la tristesse, ou la peur, 

nous conduirait droit vers notre fin. Le sain et le pathologique sont définis par leur caractère 

adaptatif. Comment alors définir ce qui est adaptatif et ce qui ne l’est pas ? L’approche 

évolutionniste des émotions suggère que la valeur adaptative d’une émotion dépend de la 

normalité de la réponse émotionnelle de l’individu face à une situation. Par exemple, avoir 

peur face à une voiture qui manque de nous renverser est normal et adaptatif. En revanche, ne 

pas ressentir de peur dans cette situation indique un dysfonctionnement de la peur, et est donc 

pathologique. Cet exemple illustre bien l’idée que le pathologique s’explique par un 

dysfonctionnement d’un mécanisme sous-jacent de l’émotion, ici, la peur.  

 

Cette approche soulève quelques problèmes, notamment qu’elle implique de connaître ce 

qu’est une capacité émotionnelle normale, ou adaptative. Il s’agit donc ici d’un problème 

normatif. En psychiatrie, la normativité a été débattue entre ceux qui la voient relative à la 

société et ceux qui la voient relative au vital (Canghuilem, 1966 ; Foucault, 1999). L’histoire 

de la psychiatrie montre que cette dernière a été définie comme une anormalité dans sa 

quotidienneté, c’est-à-dire en tant que norme sociale. L’enjeu de la psychiatrie est donc de 

trouver un critère objectif, biologique, qui permette de distinguer le normal du pathologique. 

Bien que cette approche normative tente de résoudre le problème de la distinction du normal 

et du pathologique, elle n’y parvient pas. En effet, si le pathologique est simplement une 

variation quantitative du normal, il faudrait préalablement connaître quelles sont les variables 

qui varient et dans quelle mesure. Mais puisque la variation résulte de la comparaison de deux 

variables entre deux états distincts (supposément, l’un normal, et l’autre pathologique), sa 

détermination implique nécessairement de savoir quelles variables changent. Autrement dit, 

il faudrait déjà savoir où aller chercher la différence quantitative, et donc déjà connaître la 
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variable normale (Canghuilem, 1966). Ainsi, bien que la normativité biologique de la santé 

permette effectivement l’étude du normal et du pathologique, elle ne permet cependant pas 

leur définition (Lemoine, 2017). 

 

La recherche d’une définition objective de la santé, et ainsi de la pathologie, a amené le 

philosophe Boorse à proposer une définition fondée sur la normalité statistique (Boorse, 1975 ; 

1976). Selon lui, la santé se définit comme l'absence de pathologie. Il souligne cependant que 

les statistiques ne sont ni nécessaires ni suffisantes pour décrire ce qui est pathologique. En 

effet, certaines pathologies sont statistiquement normales, et certaines anomalies statistiques 

sont saines. De plus, l'approche statistique classique n'est pas compatible avec la variabilité 

inter-individuelle. Il est donc nécessaire de relier la normalité statistique à la fonction 

biologique (survie et reproduction) d'une classe de référence pour éviter ces confusions. Par 

conséquent, cette approche permet de définir la santé individuelle comme une adaptation à la 

normalité des fonctions biologiques de la classe de référence, permettant ainsi une 

généralisation et une mesure objective de la santé. En revanche, si la santé est un 

fonctionnement normal, c'est-à-dire une contribution statistiquement typique d'un individu à 

partir d'une classe de référence à leurs objectifs de base (survie et reproduction), il est 

nécessaire que chaque classe de référence ait un idéal empirique qui peut être représenté et 

articulé à partir des statistiques. Cette idéalisation statistique permet de définir le 

pathologique à travers une distribution gaussienne, classant ce qui est « normal » (moyen) et 

ce qui ne l'est pas dans le fonctionnement biologique. On a ainsi une mesure objective de la 

santé basée sur une normalité, mais seulement au niveau d’une population, et non à l’échelle 

individuelle. La santé individuelle est donc la conformité à la normalité médicale basée sur 

cette idéalisation statistique. Cependant, la normativité boorséenne de la santé pose des 

problèmes d'un point de vue épidémiologique en ce qu’elle est dépendante de la population de 

référence et fluctue donc selon les changements démographiques, qui font directement fluctuer 

la norme statistique (Giroux, 2009). De plus, cette classification naturaliste efface toute 

l'influence sociale de la pathologie.  

 

En conclusion, définir le sain et le pathologique en neurosciences est un défi complexe et 

multidimensionnel. Les différentes approches présentées soulèvent toutes des questions et des 

limites. Néanmoins, il est crucial que les neuroscientifiques gardent ces questionnements à 

l'esprit lors de la modélisation des maladies psychiatriques dans leurs recherches, puisque la 

définition du sain et du pathologique influence directement la manière dont les troubles 

mentaux sont conceptualisés, étudiés et traités. 
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1.3.2. La classification des maladies mentales : un défi entre nature et construction sociale 

         

Souvent, les neuroscientifiques s’appuient, comme les psychiatres, sur les classifications 

existantes des troubles mentaux selon des critères sur lesquels se sont mis d’accord un 

ensemble d’experts. Actuellement, le Manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux 

(DSM) est largement utilisé à cette fin (American Psychiatric Association, 2013). Outre la 

question de savoir quels critères distinguent une émotion saine d'une émotion pathologique, 

la classification des maladies mentales pose un deuxième défi majeur en psychiatrie. En 

particulier, se pose la question de l’interaction des classifications avec les maladies mentales 

en tant que phénomènes naturels. Pour les constructivistes, les maladies mentales sont 

considérées comme des constructions sociales, une perspective qui s'oppose radicalement à la 

position naturaliste de la recherche actuelle en neurobiologie. Ainsi, afin de déterminer la 

pertinence des neurosciences pour l'étude des maladies mentales, il est crucial de se pencher 

sur cette question : comment les maladies mentales peuvent-elles être à la fois des phénomènes 

naturels et des constructions sociales ? 

 

En tant qu’êtres sociaux, nous sommes quotidiennement confrontés au regard de l’autre, 

ainsi qu’à son influence. Même en partant du principe que les maladies mentales sont des 

phénomènes biologiques, on ne peut nier leur influence sociale, due à leur classification. Selon 

Hacking (2001), il existe plusieurs genres de classifications en fonction de si elles peuvent être 

modifiées ou pas par la conscience du classifié envers ces classifications. Il distingue ainsi le 

genre interactif, où la classification interagit avec les classifiés : les individus classifiés peuvent 

prendre conscience de leur classification et de la manière dont cette classification est perçue 

dans la société. Ils peuvent ainsi modifier leur comportement, soit en vue de ne plus faire partie 

de cette classe, soit par recherche de revendication et d’identification à celle-ci. D’autre part, 

cette modification du comportement peut à son tour influencer la classification. On parle donc 

d’interaction bidirectionnelle : la classification influence le classifié, qui à son tour influence la 

classification. Par exemple, la classification « femme » agit sur l’individu classifié en ce que 

son idée représente socialement, de manière stéréotypée, pouvant conduire l’individu classifié 

à vouloir changer son comportement pour mieux correspondre, ou à l’inverse s’éloigner, de la 

perception sociale de cette classification. Ainsi, comme une boucle de retour sur la 

classification, ce changement de comportement modifie l’idée que l’on a de la classification 

« femme ». C’est ce que Hacking appelle boucle classificatoire. A l’inverse, il identifie les 

classifications de genre indifférent, en ce qu’elles ne sont pas influencées par la conscience du 
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classifié de son appartenance à la classification. Selon lui, les maladies mentales sont des 

classifications de genre interactif. En effet, parce que les patients classifiés sont conscients de 

leur diagnostic, ils peuvent interagir avec celui-ci et le modifier : c'est l'effet de boucle 

classificatoire. Cependant, si les causes biologiques sont au cœur des troubles psychiatriques 

comme le prétendent les neurosciences, ceux-ci ne seraient pas du genre interactif, mais plutôt 

du genre indifférent (naturel). Si les maladies mentales sont du genre interactif, un dilemme se 

pose alors pour les neurosciences : comment est-il possible qu'une condition psychiatrique soit 

à la fois un type interactif et un type indifférent ? 

 

Hacking propose une solution sémantique, qui justifierait la pertinence des neurosciences 

dans l’étude des maladies mentales. Considérant la pathologie P du genre indifférent (car c'est 

une maladie biologique), son nom n'est qu'un nom donné à ce genre (P). En revanche, l'idée de 

la pathologie P est un genre interactif. Il utilise l'autisme infantile comme exemple. La 

question sémantique suggère que si une pathologie biologique P existe derrière le terme d'« 

autisme infantile », la pathologie P est un genre indifférent, et « autisme infantile » est le nom 

utilisé pour désigner la pathologie. Autrement dit, « pathologie P » équivaut à « autisme 

infantile ». Ce n'est cependant pas tout à fait le cas, car généralement, les noms des pathologies 

sont biaisés par les idées stéréotypées des troubles. Par conséquent, dans l'exemple précédent, 

« autisme infantile » ne fait pas seulement référence à la pathologie P mais aussi à l'idée que 

nous avons de l'autisme infantile. Il n'est donc pas contradictoire de dire qu'une maladie 

mentale est à la fois biologique et une construction sociale. L'idée du trouble mental est 

façonnée par la société, y compris les psychiatres et les patients. Ainsi, il est important de tenir 

compte de la dynamique des classifications, qui se produit entre notre connaissance d'un 

trouble mental plutôt que de la sémantique. La question maintenant abordée est de savoir si 

la connaissance de la pathologie P affecte les patients et, le cas échéant, comment elle peut 

influencer les patients et/ou l'idée commune de la pathologie, c’est-à-dire, comment la 

pathologie est perçue dans la société. 

 

La dynamique des classifications des maladies mentales est complexe, car elle implique à 

la fois une boucle classificatoire et une bioboucle. La boucle classificatoire se réfère à l'interaction 

entre l’idée de la maladie mentale et les individus classifiés, qui en modifiant leur 

comportement pour s'adapter aux catégories établies, modifie à son tour l’idée de la maladie 

mentale. Par exemple, un individu diagnostiqué avec une dépression peut ajuster son 

comportement pour sortir de cette classification diagnostique, ce qui peut influencer la façon 

dont la dépression est perçue et donc, classifiée. D'autre part, la bioboucle représente l'influence 
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du mental sur la physiologie. Par exemple, des études ont montré que des attitudes positives 

psychologiques peuvent avoir un impact sur la santé physique, comme dans le cas du cancer, 

qui influent sur les taux de rémission (Fontesse et al., 2023 ; Zhao et al., 2022). Ainsi, il existe 

également un effet de la bioboucle sur les classifications, en modifiant la réalité biologique de la 

pathologie classifiée. Lorsqu'une maladie mentale, telle que la dépression, est considérée à la 

fois comme un phénomène social et une réalité biologique, il y a une dynamique complexe qui 

se produit. Les actions de la boucle classificatoire et de la bioboucle interagissent simultanément 

: d'une part, les individus peuvent modifier leur comportement pour s'adapter aux normes 

sociales, ce qui influe sur la classification des maladies mentales, et d'autre part, ces 

changements comportementaux peuvent également modifier les corrélats neuronaux associés 

à la maladie mentale.  

 

En résumé, définir les maladies mentales est un défi complexe qui nécessite de prendre en 

compte à la fois leur nature biologique et l’influence des facteurs sociaux. La dynamique des 

classifications des maladies mentales, caractérisée par la boucle classificatoire et la bioboucle, 

contribue à la redéfinition constante des troubles psychiatriques. 

 

1.3.3. Conclusion : repenser la recherche en psychiatrie en optant pour une approche 

multidimensionnelle en neurosciences 

 

La recherche en psychiatrie et en neurosciences est confrontée à un défi majeur : définir la 

nature des maladies mentales et trouver des moyens efficaces pour les guérir. Pour conclure, 

je propose une réflexion critique sur les paradigmes dominants et suggère d’adopter une 

approche interdisciplinaire. 

 

L'opposition traditionnelle entre les visions normativistes naturalistes et constructivistes 

de la pathologie ne permet pas de progresser significativement concernant la définition de la 

nature des maladies mentales et leur guérison. En effet, la recherche de la « vérité » sur la 

nature des maladies mentales s'avère stérile et ne semble pas répondre aux besoins concrets 

des patients. L’approche descriptive de la maladie uniquement pour son propre but (en soi), 

n'est pas pertinente quant à la recherche en neurosciences affectives et psychiatriques. 

L'objectif principal en matière de santé et pathologie, concerne moins sa description en elle-

même que sa guérison. Même s’il est évident que la description de la pathologie est une étape 

vers la guérison, elle n’est cependant pas entièrement nécessaire afin de trouver des 

traitements adaptés pour l’être humain. Il est plus pertinent de se concentrer sur l'approche la 
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plus efficace pour soulager la souffrance et améliorer la qualité de vie des personnes touchées 

par des troubles mentaux. Une première étape consiste donc à se demander à qui cette question 

est adressée. Guérir la maladie mentale est le rôle des psychiatres : c'est un rôle clinique. Ce 

qui importe est donc de savoir quelle approche (naturaliste ou normativiste) serait la plus utile 

et la plus précise pour les cliniciens afin de les aider à soigner les maladies psychiatriques. En 

pratique, les psychiatres, lorsqu’ils sont confrontés à des patients, devraient être en mesure de 

prendre objectivement une décision sur le caractère normal ou pathologique d'une condition. 

Ils ont pour cela besoin de critères spécifiques. A cet égard, la vision naturaliste semble offrir 

des avantages concrets pour la pratique clinique. La théorie bio-statistique de Boorse, par 

exemple, permet d'établir une frontière objective entre le normal et le pathologique, ce qui est 

crucial pour le diagnostic et le traitement des maladies mentales. La mesure objective de la 

maladie mentale semble plus appropriée à la pratique clinique massive et réelle.  

 

Toutefois, il est important de ne pas tomber dans un dogmatisme scientifique. La science 

clinique est une science empirique qui est en constante évolution et les connaissances 

scientifiques ne sont vraies que jusqu'à ce qu'elles soient réfutées (Popper, 1985). Il est donc 

essentiel de rester ouvert à la réévaluation des pathologies et à l'intégration de nouvelles 

perspectives issues d'autres disciplines, même si celle-ci résulte d’un jugement subjectif et 

social.  

 

La complexité des maladies mentales exige une approche multidimensionnelle qui intègre 

les apports de la philosophie, de la psychologie, de la sociologie et d'autres disciplines de 

recherche. En effet, les causes des troubles mentaux ne sont pas uniquement biologiques, mais 

également sociales, environnementales et individuelles et il est essentiel de s'ouvrir au regard 

critique d’autres disciplines. La pertinence des neurosciences dépend en réalité du 

neuroscientifique et de son approche de la recherche. Par la complexité du réel, la recherche 

en neurosciences nécessite d’intégrer pleinement sa portée ainsi que l'évolution des 

connaissances sur les émotions grâce aux autres disciplines. Sans cela, la recherche en 

neurosciences pourrait presque en devenir contre-productive, cherchant à répondre à une 

question qui ne correspondrait pas à ce que l’on pense qu’elle représente. Il y a souvent une 

confusion entre les états émotionnels conscients et les réponses biologiques et 

comportementales associées, dont la différenciation pourrait permettre une amélioration des 

traitements. La meilleure approche concernant les troubles psychiatriques est celle qui vise à 

mieux les soigner. En ce sens, même si les neurosciences ne permettent pas à elles seules 

d’expliquer les états émotionnels pathologiques, elles participent, à leur échelle, à la 
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compréhension générale de celles-ci, en s’intégrant dans un système épistémologique de 

connaissances pluridisciplinaires dont l’apport de la philosophie, de la psychologie, de la 

sociologie, ne permettent pas seulement d’éclairer la connaissance scientifique, mais y 

participent au même titre. 

 

Ces réflexions sur la nature des émotions saines et pathologiques ont joué un rôle 

déterminant dans l'orientation et la contextualisation de ma propre recherche présentée dans 

les prochains chapitres. En effet, la compréhension des différentes perspectives de philosophie 

des sciences, telles que les perspectives naturaliste et constructiviste concernant les émotions 

et les troubles psychiatriques, est indispensable pour guider les investigations scientifiques 

qui explorent les interactions complexes entre les facteurs génétiques et le stress 

environnemental dans le développement de pathologies psychiatriques. C’est dans ce contexte 

que mon travail de thèse permet l’étude des mécanismes neurobiologiques sous-tendant les 

réponses émotionnelles au stress et troubles psychiatriques associés. 
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2. Neurobiologie du stress et des pathologies associées 

 

2.1. Du système de réponse au stress à la susceptibilité individuelle 

 

Les événements stressants et traumatiques marquent nos existences, nécessitant parfois une 

révision complète de nos modes de vie. Le stress est un terme courant désignant des 

expériences émotionnellement et/ou physiquement perturbantes. Nous distinguons souvent 

le « bon stress » (eustress) du « mauvais stress » (distress), reflétant deux réponses au stress 

opposées. En effet, le stress peut contribuer à stimuler les capacités cognitives par le biais de 

divers mécanismes physiologiques, mais peut également s’avérer contre-productif en 

réduisant les performances : la modulation des capacités cognitives par le stress suit une 

courbe en U inversée (Yerkes & Dodson, 1908; Diamond et al., 2007). Principalement, les 

réponses au stress visent à faire face à une menace et sont donc nécessaires pour la survie grâce 

à l'activation d'une combinaison de mécanismes physiologiques.  

 

2.1.1. Le système de réponse au stress 

 

Le stress est défini comme une perturbation de l’homéostasie, l’équilibre interne de 

l’organisme, induisant une série de changements physiologiques et comportementaux visant 

à favoriser son adaptation à l’environnement. Cette réponse au stress est essentielle pour la 

survie, mais ses dysfonctionnements peuvent entraîner le développement de comportements 

inadaptés pouvant devenir pathologiques.  

 

La fonction adaptative de la réponse au stress a été introduite par Cannon (1915) sous le 

nom de « réponse de combat ou de fuite » (fight-or-flight ; Figure 2). Elle représente la réaction 

physiologique d’un individu face à un stimulus menaçant, et vise à déclencher un 

comportement de combat ou de fuite. La perception d’un stimulus stressant déclenche une 

cascade de modifications neuroendocrines via l’activation des axes sympatho-surrénalien 

(SAM) et hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA), permettant à la fois une réaction rapide 

face aux situations de danger immédiat, et une réponse plus lente qui médie les changements 

à long terme (Raise-Abdullahi et al., 2023). Cette activation des axes SAM et HPA induit, 

respectivement, une libération d’hormones adrénergiques telles que l’adrénaline ou la 

noradrénaline, ainsi qu’une libération d’hormones cortico-surrénales. Face à un danger, les 

informations sensorielles sont transmises aux neurones paraventriculaires (PVN) de 
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2.1.2. Le stress social : vers une meilleure compréhension des troubles mentaux 

 

De manière intéressante, le stress interagit avec la vie sociale à plusieurs niveaux. D'une 

part, certains stresseurs peuvent avoir une dimension sociale, et d'autre part, les interactions 

sociales peuvent atténuer les effets négatifs du stress, agissant ainsi comme tampon social 

(social buffering ; Hennessy et al., 2009 ; Nosjean et Granon, 2022). Cette interaction souligne 

la pertinence de l'étude des comportements sociaux en parallèle du stress.  

 

Dans le Crépuscule des idoles (1974), Nietzsche avance l'idée de la souffrance comme vertu : 

« Appris à l'École de Guerre de la vie : ce qui ne me tue pas me fortifie ». Toutefois, cette 

vision ne peut être simplement assimilée à la notion de résilience comme un processus 

automatique, mais plutôt comme une capacité qui n'est pas accessible à tous, s’inscrivant ainsi 

dans le concept nietzschéen d’Übermensch (Surhumain). Au-delà de cette perspective 

aristocratique, il est indéniable que tous les individus ne sont pas égaux dans leur capacité à 

surmonter les épreuves douloureuses, stressantes et traumatiques de la vie. Les réponses 

émotionnelles au stress, que celui-ci soit aigu ou chronique, sont influencées à la fois par des 

facteurs environnementaux mais aussi par une combinaison de facteurs génétiques (Charney 

et Manji, 2004). Ainsi, la manière dont chaque individu parvient à faire face au stress varie 

considérablement. Certains font preuve d’une capacité remarquable à surmonter ces 

événements stressants sans développer de troubles neuropsychiatriques, phénomène connu 

sous le nom de  « résilience ». Introduit pour la première fois en France par Boris Cyrulnik, 

ce concept fait référence à la capacité de développer ou maintenir un fonctionnement 

psychologique et physiologique normal et non pathologique face à l'adversité (Cyrulnik, 1999; 

Russo et al., 2012 ; Southwick et al., 2023). Par conséquent, tous les individus ne réagissent 

pas de la même manière face aux situations stressantes. Certains se révèlent être plus 

vulnérables au développement de troubles liés au stress, tels que l'anxiété généralisée, le 

trouble dépressif majeur ou encore le trouble de stress post-traumatique, souvent étroitement 

associés à des dysfonctionnements du sommeil (Dean et Keshavan, 2017; American Psychiatric 

Association, 2013).  

 

Pour ces raisons, de nombreuses recherches ont cherché à reproduire cette variabilité 

inter-individuelle chez le rongeur afin de comprendre les mécanismes neurobiologiques à 

l’origine de ces réponses opposées face à une même expérience de stress. En cela, le modèle de 

stress chronique de défaite sociale (CSDS) se révèle particulièrement pertinent, offrant un 
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cadre d’étude à la fois des mécanismes pathologiques impliqués dans la susceptibilité au stress, 

et des mécanismes protecteurs observés chez les individus résilients. 

 

En effet, le CSDS est largement utilisé pour explorer les effets du stress social en raison 

de sa validité apparente, constructive et prédictive. Ce modèle repose sur une représentation 

assez naturelle de la dominance et de la subordination sociale. Il implique de confronter une 

souris expérimentale à une souris résidente mâle agressif de souche (CD-1) pendant 5 min en 

contact physique, suivies d’une séparation par une paroi en plexiglas perforée permettant un 

contact visuel, auditif et olfactif protégé pendant une durée variable, habituellement de 24 

heures (Golden et al., 2011 ; Krishnan et al., 2007). Certaines variations du protocole 

impliquent des réductions de la période de contact physique et/ou de la période de contact 

protégé (Challis et al., 2013 ; Henderson et al., 2017 ; Chaudhury et al., 2013). La session de 

défaite sociale est répétée quotidiennement pendant plusieurs jours avec un nouvel agresseur 

CD-1 chaque jour (Figure 4). Traditionnellement, l’exposition au stress est répétée pendant 

10 jours consécutifs, mais une durée moins longue, par exemple de 3 jours, est parfois utilisée 

pour mettre en évidence la temporalité des précipitations pathologiques (Francis et al., 2015 ; 

Morel et al., 2018). Les souris CD-1, anciens mâles reproducteurs sélectionnés pour leur 

agressivité, agissent comme facteur déclenchant du stress (stresseur). L’introduction d’une 

souris expérimentale dans la cage d’une souris CD-1 induit un comportement agressif de la 

souris CD-1 caractérisé par de nombreuses attaques envers la souris expérimentale qui 

présente une multitude de réponses comportementales, à la fois passives (subordination, fuite) 

et actives (riposte) (Willmore et al., 2023 ; Murra et al., 2022). Ce modèle permet donc 

d’évaluer les différentes stratégies d’adaptation face à un stress social (coping). A la suite de ce 

stress, les souris expérimentales développent des symptômes qui évoquent ceux de la 

dépression humaine, tels que l’évitement social, l’anhédonie, ou encore des comportements 

associés au désespoir (despair), qui sont inversés par un traitement antidépresseur chronique 

tel que la fluoxétine (Berton et al., 2006 ; Krishnan et al., 2007 ; Vialou et al., 2010). Des 

modifications physiologiques et métaboliques, telles que des changements des taux de cortisol 

et de leptine, qui s’accompagnent d’une prise de poids, sont également observées, de même que 

des comportements de type anxieux à long terme, faisant de ce modèle un outil couramment 

utilisé dans l’étude de la dépression (Krishnan et al., 2007). 
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2.1.3. Résilience et susceptibilité : comprendre la variabilité inter-individuelle en réponse 

au stress  

 

Les études explorant les mécanismes sous-tendant la susceptibilité au stress considèrent 

la résilience comme la capacité à préserver la santé mentale face à des événements stressants, 

mettant ainsi en avant la passivité de ce phénomène (Kalisch et al., 2017). Les études 

pionnières sur la susceptibilité au stress de CSDS ont montré que cette susceptibilité était 

associée à des différences au niveau physiologique, neuroendocrinien, moléculaire, 

neuroanatomique, et comportemental (Nestler, 2015 ; Wood et al., 2010 ; Krishnan et al., 

2007 ; Bagot et al., 2016 ; Anacker et al., 2016). En particulier, ces études ont souligné des 

variations dans le profil d’expression de certains gènes ainsi que dans l’anatomie de l’aire 

tegmentale ventrale (VTA) et du noyau accumbens (NAc) principalement. Au niveau 

comportemental, la susceptibilité est associée à un accroissement de l’évitement social, de 

l’anhédonie et des comportements addictifs. En revanche, les comportements de type anxieux 

sont retrouvés indépendamment de la susceptibilité et de la résilience (Kudryavtseva et al., 

1991 ; Krishnan et al., 2007). Cependant, certaines études remettent en question la pertinence 

éthologique du test d’interaction sociale pour représenter spécifiquement l’évitement social 

comme symptôme dépressif, mais suggèrent qu’il mesurerait plutôt un comportement de type 

anxieux, en raison de la courte durée d’exposition à un nouvel environnement, potentiellement 

anxiogène (Henriques-Alves et Queiros, 2015 ; Meshalkina et Kalueff, 2016). Malgré 

différentes interprétations phénotypiques, ces recherches étudient la susceptibilité sous le 

prisme d’une réponse pathologique active et anormale qui se développe, plutôt que sous celui 

d’une réponse passive distinguée d’un processus de résilience actif. Néanmoins, certains ne 

s'accordent pas sur la caractérisation de la résilience comme trait et soulignent qu'elle doit 

être considérée comme un processus dynamique et actif, impliquant des mécanismes adaptatifs 

(Southwick et al., 2023). En particulier, la résilience se définirait plutôt comme la capacité à 

fonctionner malgré la présence de symptômes liés au stress. 

 

Des études récentes ont contribué à éclairer les diverses conceptions de la résilience, 

apportant des éléments de réponse quant à la question de son caractère passif ou actif. Elles 

ont notamment établi une corrélation entre la nature des réponses comportementales face au 

stress et la susceptibilité (Willmore et al., 2022 ; Wood et al., 2010). En effet, il est admis que 

le stress de CSDS provoque une multitude de comportements adoptés par les souris 

expérimentales tels que la riposte, la fuite, l’immobilité, l’évitement, ou encore la vigilance 

distante qui peuvent déterminer la susceptibilité des souris. En particulier, des réponses 
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associées à un comportement actif comme le fait d’adopter une posture moins soumise pendant 

les agressions physiques favorise la résilience en réduisant l’aversion sociale, tandis qu’un 

comportement de fuite favorise la susceptibilité (Wood et al., 2010). De plus, une attitude 

proactive de riposte lors de l’attaque est associée à la résilience (Willmore et al., 2022). Ces 

données mettent en avant l’observation de différentes stratégies entre les souris étant à 

l’origine de leur susceptibilité ou de leur résilience, suggérant ainsi l’existence d’un processus 

actif de résilience par le biais de stratégies d’adaptation spécifiques plutôt que de simples 

réponses passives.  

 

Ainsi, une autre interprétation de la résilience la considère comme la capacité à adopter et 

à mettre en œuvre des stratégies de compensation face à des situations stressantes ou 

traumatisantes. Cette conception met en avant l’implication de mécanismes adaptatifs actifs et 

dynamiques plutôt que l’absence passive de réponses pathologiques ou l’insensibilité aux 

stresseurs (Russo et al., 2012). Chez l’humain, par exemple, les stratégies d’adaptation actives 

ont été associées négativement au développement de troubles dépressifs (Billings et Moos, 

1984). Chez le rongeur, les comportements passifs ou proactifs sont liés à des régulations 

différentes des axes SAM et HPA (Walker et al., 2009 ; Wood et al., 2010 ; Murra et al., 2016). 

Par exemple, Wood et al. (2010) ont observé une corrélation entre la latence d’apparition de 

la posture de soumission et la régulation de la libération d’hormones de stress (CORT et 

ACTH). La stratégie proactive de résistance, caractérisée par une latence prolongée 

d’apparition de la subordination comportementale, est associée à une adaptation rapide de la 

libération de CORT et ACTH, dont les taux redescendent après 4 jours de CSDS, favorisant 

ainsi davantage le développement de ces comportements. En revanche, cette habituation de 

l’axe HPA n’est pas retrouvée chez les souris présentant une latence courte de subordination 

qui montrent donc, à l’inverse, une augmentation de l’activité de l’axe HPA qui persiste dans 

le temps également démontrée par l’augmentation de l’activité des neurones du PVN (étudiée 

grâce au marqueur d’activité c-Fos). Tous ces résultats suggèrent l’implication de processus 

cognitifs proactifs dans la résilience au stress de CSDS. 

 

A travers une approche évolutionniste et adaptative, plusieurs études sont récemment 

venues interroger la classification actuelle de la susceptibilité et de la résilience (Ayash et al., 

2020 ; Ayash et al., 2023 ; Murra et al., 2022 ; Diaz et Lin, 2020). Ils ont montré que la 

susceptibilité induite par le CSDS, caractérisée par un évitement social, était dépendante des 

caractéristiques phénotypiques de la souche CD-1 de l’agresseur. En effet, les souris 

susceptibles montrent une interaction significativement plus élevée avec des souris d’autres 
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souches présentant des caractéristiques phénotypiques distinctes des CD-1, indiquant une 

capacité à discriminer entre différentes cibles sociales (menace vs. sécurité). De plus, les 

auteurs ont montré que l’aversion sociale envers les CD-1 pouvait s’éteindre suite à un 

protocole d’extinction. Cela suggère que la susceptibilité au stress semble être davantage le 

résultat d’un processus d’apprentissage conditionné, où l’évitement social devient une réponse 

conditionnée au stimulus aversif que représente la souris CD-1, ainsi que ses caractéristiques 

physiques, plutôt que d’une prédisposition innée. Ils ont ainsi développé un nouveau modèle 

pour différencier les souris susceptibles des souris résilientes, en les classant en trois groupes 

distincts : les souris qui ne montrent aucun évitement social envers la CD-1, suggérant un 

déficit dans l’apprentissage conditionné (i.e. les souris traditionnellement résilientes) ; les 

souris qui évitent le contact social sans faire de distinction entre les différentes souches, 

démontrant ainsi une incapacité à discriminer de manière adaptative (i.e. les nouvelles 

susceptibles) ; et enfin, les souris qui évitent spécifiquement le contact avec les souris de la 

souche CD-1, montrant ainsi un apprentissage conditionné intact ainsi qu’une discrimination 

menace-sécurité intacte (i.e. les nouvelles résilientes) (Figure 6). 

 

 

Figure 6. Représentation de la catégorisation de la susceptibilité et résilience comme 
réponse à un conditionnement aversif. 

La première distinction se fait par rapport à l’apprentissage conditionné aversif. Les souris qui évitent 

le congénère-menace (CD-1), présentent un apprentissage aversif intact, tandis que celles qui n’évitent 

pas la CD-1 présentent un apprentissage altéré. Parmi les souris qui ont un apprentissage aversif intact, 

celles qui n’évitent pas le congénère-sécurité (B6) présentent une discrimination menace-sécurité 

intacte et sont qualifiées de résilientes. A l’inverse, celles qui généralisent l’évitement au congénère-

sécurité présentent un défaut de discrimination menace-sécurité et sont susceptibles. Ayash et al. (2023). 
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En résumé, bien que de nouvelles perspectives aient émergé pour clarifier et préciser la 

notion de susceptibilité au stress, celle-ci reste principalement évaluée en fonction de 

l’aversion sociale envers les souris CD-1 dans le test classique d’ « interaction sociale ». Cette 

susceptibilité est néanmoins associée à divers comportements de type dépressifs ainsi qu’à des 

caractéristiques physiologiques variées. En effet, bien que le stress soit vital, il peut entraîner 

chez certains individus des comportements pathologiques inadaptés et favoriser le 

développement de troubles psychiatriques, tels que les troubles anxio-dépressifs mais 

également les troubles du sommeil, et dont les caractéristiques neuronales associées vont être 

présentées par la suite.  

 

2.2. Stress et sommeil : caractérisation des états de vigilance et de leurs 

perturbations  

 

Le sommeil est un critère diagnostique pour de nombreux troubles anxio-dépressifs, 

souvent associés à des perturbations circadiennes dont la régulation des états de vigilance 

(American Psychiatric Association, 2013). Ainsi, des difficultés d’endormissement, des réveils 

nocturnes, de l’hypersomnolence ou encore de l’insomnie accompagnent fréquemment les 

troubles d’anxiété généralisée, dépressif majeur et de stress post-traumatique (American 

Psychiatric Association, 2013 ; Steiger et Kimura, 2010). Notamment, l’insomnie est retrouvée 

chez environ 80% des patients atteints de dépression, mais elle augmente également le risque 

de développer un trouble dépressif, soulignant la nécessité d’étudier l’interaction 

bidirectionnelle entre sommeil et troubles psychiatriques (Armitage, 2007 ; Franzen et 

Buysse, 2008 ; Li et al., 2016 ; Goldschmied et al., 2019). 

 

2.2.1. Sommeil non stressé : bases neurales des états veille-sommeil  

 

Chez les mammifères, le cycle veille-sommeil est composé de trois états distincts qui se 

succèdent de manière régulée : l'éveil, le sommeil lent (SL) et le sommeil paradoxal (SP). Ces 

états sont distingués par leurs caractéristiques neurophysiologiques, dont l’activité cérébrale 

et le tonus musculaire mesurées respectivement par l’électro-encéphalogramme (EEG) et 

l’électro-myogramme (EMG) lors d'enregistrements polysomnographiques (Scammell et al., 

2017 ; Sulaman et al., 2022 ; Adamantidis et al., 2019). 

 

Chez le rongeur, l’éveil se caractérise par un état de vigilance et une réactivité aux stimuli 

externes élevée, avec un EEG et un EMG montrant une activité corticale à faible amplitude 
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Le bon fonctionnement d'un organisme repose sur l'initiation et l'alternance de ces états 

veille-sommeil, qui sont régulés par une coordination précise impliquant plusieurs régions 

cérébrales (Saper et al., 2010). En particulier, les états veille-sommeil sont le résultat d’une 

inhibition réciproque entre des systèmes promoteurs de l’éveil et ceux promoteurs du sommeil 

(Saper et al., 2010 ; Sulaman et al., 2022). Cet équilibre entre systèmes d’éveil et de sommeil 

est par ailleurs contrôlé par deux processus : un processus homéostasique et un processus 

circadien. Le processus homéostasique permet de moduler la quantité et la profondeur du 

sommeil en fonction de la durée d’éveil qui le précède. Plus l’éveil est long, plus la pression de 

sommeil augmente et le sommeil qui s’ensuit est important en quantité et profond, comme le 

reflète une plus forte activité des ondes delta en SL (Borbély, 1982, 2001 ; Achermann et al., 

1993). En conséquence, l'activité delta en SL atteint son pic en début de période diurne chez 

le rongeur et est renforcée après la privation de sommeil (Franken et al., 1991 ; Huber et al., 

2000). D’autre part, le processus circadien joue un rôle clé dans la régulation des états veille-

sommeil chez les rongeurs, orchestrant l'alternance entre ces états sur une période de 24 

heures (Figure 8 ; Achermann et Borbély, 2003 ; Russell et Lightman, 2019).  

Figure 8. Représentation du 
processus de régulation 
circadienne. 

Le noyau suprachiasmatique reçoit 

l’information lumineuse, ce qui 

permet la production de cortisol par 

l’activité des axes sympatho-

surrénalien et hypothalamo-

hypophyso-surrénalien. Cette 

libération hormonale permet en 

retour la synchronisation de divers 

processus de régulation de 

systèmes cognitifs, métaboliques, 

immunitaires et cardiovasculaires. 

PVN : neurones 

paraventriculaires ; ACTH : 

hormone adrénocorticotrope. 

Russel et Lightman (2019). 
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Ce processus est gouverné par une horloge interne localisée dans le noyau suprachiasmatique 

(SCN) de l'hypothalamus. Le SCN reçoit des informations lumineuses via les cellules 

rétiniennes et synchronise son rythme avec le cycle lumière-obscurité de l'environnement 

(Gooley et al., 2001). Le processus circadien module ainsi la pression de sommeil en fonction 

de la phase lumineuse, notamment à travers la régulation de la sécrétion de CRH et de 

mélatonine dépendante de la lumière et du SCN (Saper et al., 2005). Il participe également à 

la synchronisation des rythmes physiologiques tels que la température corporelle, la fréquence 

cardiaque ou encore la pression artérielle, qui contribue à préparer l’organisme au sommeil et 

à l’éveil. En résumé, l'interaction entre le processus circadien et le processus homéostasique 

détermine l’orchestration des états veille-sommeil chez les rongeurs. Le processus 

homéostasique module la quantité et la profondeur du sommeil en fonction de la durée d'éveil, 

tandis que le processus circadien dicte le moment optimal pour le sommeil et sa durée sur une 

période de 24 heures. Ainsi, chez les rongeurs, le sommeil est principalement présent la nuit. 

 

Le système de l’éveil est une entité complexe impliquant de multiples régions cérébrales 

ainsi que différents types de neurones et neurotransmetteurs. Les neurones qui participent au 

système d’éveil se caractérisent tous par une activité de décharge maximale pendant l’éveil. Ce 

système comprend deux voies ascendantes qui prennent leur origine au niveau du tronc 

cérébral et se terminent dans le cortex (Scammell et al., 2017 ; Sulaman et al., 2023) et sont 

brièvement décrites ci-dessous. 

 

La première voie réticulo-hypothalamo-corticale s’échelonne entre le tronc cérébral, et 

l’hypothalamus (Figure 9). Au niveau du tronc cérébral, elle comprend les neurones 

sérotoninergiques (sérotonine ou 5-HT) des noyaux du raphé, les neurones noradrénergiques 

du locus coeruleus (LC), les neurones dopaminergiques (dopamine ou DA) de la VTA. Ensuite, 

l’hypothalamus comprend comme neurones d’éveil, les neurones histaminergiques (histamine 

ou his) du noyau tubéromammillaire et les neurones à hypocrétines (Hcrt)/oréxines (Ox) de 

l’hypothalamus latéral. 
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Figure 9. Illustrations des voies ascendantes de l’éveil (gauche) et du rôle central des 
neurones à hypocrétines/oréxines (droite). 

Adapté de Scammell et al. (2017). 

 

La deuxième voie réticulo-thalamo/hypothalamo-corticale débute également dans le tronc 

cérébral. Elle comprend les neurones cholinergiques (acétylcholine ou ACh) du tegmentum 

latéro-dorsal/tegmentum pédonculo-pontin (LDT/PPT), ainsi que les neurones 

glutamatergiques du noyau parabrachial (PB). Enfin, le cerveau antérieur basal  comprend des 

neurones d’éveil GABAergiques et cholinergiques. 

 

Parmi les principaux acteurs des états veille-sommeil figurent les neurones à Hcrt, qui 

jouent un rôle important dans le passage du sommeil vers l’éveil ainsi que la stabilité de l’éveil 

(Figure 9). Ainsi, l’activation optogénétique ou chémogénétique des neurones Hcrt facilite la 

transition du sommeil vers l’éveil, tandis que leur inhibition diminue l’éveil au profit du SL 

(Adamantidis et al., 2007 ; Sasaki et al., 2011). Ces effets éveillants sont médiés par des 

projections vers les régions d’éveil, dont le LC (Carter et al., 2012). Ce rôle clé dans l’éveil est 

souligné par leur implication dans la narcolepsie, une pathologie caractérisée par une 

somnolence excessive diurne, une instabilité du sommeil et des attaques de cataplexie (Peyron 

et al., 2000 ; Thannickal et al., 2000).  

 

Les systèmes inducteurs de sommeil sont majoritairement composés de neurones 

GABAergiques dont les neurones GABAergiques du noyau pré-optique ventrolatéral de 

l’hypothalamus (VLPO), du noyau tegmental rostro-médial ou RMTg, de la zone parafaciale 

du tronc cérébral et du cortex qui expriment la NO synthase (Figure 10) (Kroeger et al., 2018 ; 

Yang et al. 2018 ; Gerashchenko et al., 2008 ; Anaclet et al. 2014). Le VLPO joue un rôle 

majeur dans l’initiation du SL. En effet, sa lésion provoque une diminution de 50% des 

quantités de sommeil (Lu et al., 2000). Ces neurones inducteurs de sommeil agiraient en 
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inhibant la quasi-totalité des centres responsables du maintien de l’éveil et notamment des 

neurones monoaminergiques et hypocrétinergiques (Gallopin et al., 2000 ; Lu et al., 2006).  

 

Figure 10. Illustration 
de la localisation des 
neurones du sommeil et 
du rôle inhibiteur des 
neurones du VLPO sur 
le système d’éveil.  

Adapté de Scammell et al. 

(2017). 

 

 

 

 

Les apports relativement récents de nouveaux outils comme l’optogénétique et la 

chémogénétique, ainsi que le développement de nouvelles approches d’enregistrements in vivo 

chez la souris ont non seulement révélé de nouveaux acteurs dans la régulation de l’éveil et du 

sommeil, mais ont également mis en évidence des rôles spécifiques pour certaines populations. 

Ainsi, les neurones glutamatergiques du PB induisent de l’éveil en réponse à l’hypercapnie et 

les neurones DA du raphé dorsal sont importants pour le maintien de l’éveil face à des stimuli 

saillants (Kaur et al., 2017 ; Cho et al., 2017). Elles ont également montré la complexité de ces 

régulations au sein d’une même structure avec des exemples notables dans la VTA et le NAc 

(Figure 11). Ainsi, des manipulations optogénétiques et chémogénétiques ont montré que les 

neurones dopaminergiques de la VTA étaient nécessaires pour induire un état d’éveil (Eban-

Rothschild et al., 2016). A l’inverse, leur inhibition favorise les comportements associés à la 

préparation du sommeil, tels que la construction du nid, et induit du SL et du SP. Ces neurones 

seraient par ailleurs très sensibles à la privation de sommeil et responsables de ses effets 

délétères sur le comportement comme l’hyperactivité locomotrice ou l’agressivité (Wu et al., 

2024). Toutefois, l’effet de la modulation des états de vigilance par les neurones de la VTA 

dépend de leur nature neurochimique. L’activation des neurones dopaminergiques et 

glutamatergiques est promotrice d’éveil, tandis que l’activation des neurones 

GABAergiques induit du SL (Eban-Rothschild et al., 2016 ; Toth et al., 2023 ; Hasegawa et 

al., 2022 ; Yu et al., 2019). Malgré leur effet opposé sur les états de vigilance, toutes ces 

populations de neurones sont actives pendant l’éveil et non pendant le SL, suggérant un effet 

inducteur de SL par inhibition sur les autres neurones promoteurs d’éveil.  
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Figure 11. L’aire tegmentale ventrale : un 
nouveau centre de régulation de l’éveil et du 
sommeil. 

Adapté de Eban-R et al. (2023). 

 

 

 

 

 

 

 

Les modulations du sommeil par les neurones de la VTA sont principalement permises par 

les projections de la VTA vers le NAc et l’action de la DA sur les neurones GABAergiques du 

NAc qui expriment les récepteurs D1 (Eban-Rothschild et al., 2016 ; Luo et al., 2018). En effet, 

le NAc est une structure notamment impliquée dans la promotion de l’éveil. Outre les 

projections en provenance de la VTA, la stimulation des projections glutamatergiques en 

provenance du noyau paraventriculaire du thalamus (PVT) au sein du NAc induisent de l’éveil 

(Ren et al., 2018). En particulier, l’activation optogénétique de ces projections dans le NAc 

pendant le SL et le SP diminue la latence d’apparition de l’éveil. De plus, plusieurs études ont 

également montré que certaines populations neuronales du NAc pouvaient faciliter la 

survenue du sommeil. En particulier, l’activation des neurones GABAergiques qui expriment 

les récepteurs à adénosine A2A dans le NAc augmentent les quantités de sommeil lent (Oishi 

et al., 2017). Ces modulations de l’éveil et du sommeil par le NAc seraient liées aux niveaux 

de motivation. Ainsi, l’éveil causé par la présence d’une femelle chez une souris mâle est associé 

à l’inhibition de l’activité des neurones qui expriment les récepteurs à adénosine A2A dans le 

NAc (Oishi et al., 2017).    

 

En ce qui concerne le sommeil paradoxal, les structures antérieures au tronc cérébral 

seraient suffisantes pour sa genèse. L’analyse du profil de décharge des neurones du tronc 

cérébral a initialement identifié des neurones actifs pendant le SP (neurones SP-on). Parmi ces 

neurones, on trouve les neurones glutamatergiques du noyau sub-latéro dorsal (SLD), les 

neurones GABAergiques du noyau paragigantocellulaire dorsal (DPGi) et de la substance 

grise périaqueducale ventrolatérale (vlPAG) et les cholinergiques du LDT/PPT (Figure 12). 

Il est maintenant admis que les neurones du SLD sont critiques pour induire l’atonie 

musculaire du SP (Valencia Garcia et al., 2017). Le SP est également caractérisé par un arrêt 

des transmissions monoaminergiques (neurones SP-off). Ainsi, les neurones SP-on s’opposent 
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aux neurones SP-off qui sont actifs à l’éveil, inhibiteurs du SP et inactifs pendant le SP. La 

régulation du SP n’est pas restreinte aux neurones du tronc cérébral et inclus également les 

neurones à MCH (Melanin Concentrating Hormone) de l’hypothalamus latéral et les neurones 

glutamatergiques du cortex (Luppi et al., 2024). Récemment un lien intéressant a été fait entre 

induction du sommeil paradoxal et les neurones DA de la VTA qui ciblent l’amygdale 

basolatérale (BLA), une structure clé dans le traitement des informations émotionnelles 

(Hasegawa et al., 2022). Ainsi, une augmentation transitoire de la DA dans la BLA permet une 

transition du SL vers le SP via les récepteurs D2. 

 

Figure 12. Circuits du tronc cérébral 
régulant le sommeil paradoxal. 

Adapté de Scammell et al. (2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Il existe donc de nombreux mécanismes à l’origine de la genèse et du maintien et des états 

de vigilance. Dans le cadre de ma thèse, je me suis intéressée aux liens entre sommeil et stress. 

Je vais maintenant aborder l’influence du stress sur le sommeil et décrire les circuits à l’origine 

de ces modifications dans la cadre de la défaite sociale. 

 

2.2.2. Sommeil et stress social : perturbations des états veille-sommeil 

Le stress, en agissant sur les circuits qui régulent les états de vigilance, se répercute 

directement sur le sommeil. Les modifications du sommeil qui en découlent dépendent de 

divers facteurs tels que la durée, l’intensité, et la nature du stress (Meerlo et Turek, 2001; 

Kamphuis et al., 2015). Dans le cas des espèces sociales, les interactions entre individus sont 

d’une importance majeure pour un développement sain, et les altérations associées à la 

sociabilité ont des conséquences significatives sur la santé mentale étroitement liée au 

sommeil. Chez l’humain, le stress social chronique, par exemple, entraine des perturbations du 

sommeil à long terme, telles que l’insomnie (Garefelt et al., 2020 ; Meaklim et al., 2021). 
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Chez la souris, le CSDS perturbe les cycles veille-sommeil à la fois pendant la période de 

stress, mais également à plus long terme, puisque des modifications sont observées cinq jours 

après la fin des 10 jours de CSDS (Henderson et al., 2017). Lorsqu’il est réalisé en période 

lumineuse (ZT3 ou 3 heures après le début de la période diurne), le CSDS a une influence 

immédiate sur les états de vigilance et ces modifications sont observées après chaque séance 

de défaite sociale du CSDS (Henderson et al., 2017). Dans les trois heures suivant la défaite 

sociale, on observe ainsi une augmentation du temps passé en éveil au détriment du sommeil 

lent ainsi qu’une très forte inhibition du sommeil paradoxal. Ces modifications semblent être 

indépendantes de la susceptibilité au stress (Henderson et al., 2017). Pendant la période 

nocturne qui suit, le stress de défaite sociale induit une augmentation de sommeil lent et 

paradoxal au détriment de l’éveil. Cette augmentation du temps de sommeil pendant la phase 

nocturne apparait dès le premier jour et reste présente jusqu’au 10ème jour du CSDS. Elle ne 

résulte pas uniquement d’une réponse compensatoire liée à l’augmentation des quantités 

d’éveil après le stress. En effet, les effets de la défaite sur le sommeil sont beaucoup plus 

marqués que ceux liés à une privation de sommeil (Meerlo et al., 2001). Il convient de noter 

que certaines études ne tiennent pas compte de ces distinctions entre effets immédiats et tardifs 

observés après chaque séance de défaite sociale. Dans ce cas,  seule une augmentation du temps 

passé en SP et SL est observée sur 24 heures à la fois après une défaite sociale aigue, et sur la 

période totale des 10 jours de CSDS, accompagnée d’une diminution du temps passé en éveil 

(Wells et al., 2017 ; Feng et al., 2020). Par ailleurs, l’effet du CSDS sur le sommeil est 

dépendant du nycthémère. En effet, lorsque la défaite sociale est réalisée en fin de période 

lumineuse ou en période nocturne, seule l’augmentation de sommeil après stress est observée 

(Wells et al., 2017 ; Fujii et al., 2019 ; Feng et al., 2020 ; Bush et al., 2022). De façon 

intéressante, le sommeil pourrait être un facteur de résilience face à un stress. Ainsi, 

l’augmentation de sommeil serait plus importante chez les souris résilientes et l’empêcher rend 

toutes les souris susceptibles au CSDS (Bush et al., 2022). A l’inverse, la privation de sommeil 

après un stress social a des effets négatifs sur les comportements émotionnels (Feng et al., 

2020 ; Yu et al., 2022). 

Les perturbations du sommeil induites par le CSDS persistent à long terme. Deux jours 

après la fin d’un CSDS de 15 jours, les enregistrements de sommeil montrent une diminution 

de la durée de SL durant la période diurne chez toutes les souris stressées, qu’elles soient 

résilientes ou susceptibles (Radwan et al., 2021). En utilisant la même protocole, une autre 

étude ne trouve aucune différence dans les quantités de temps passé en éveil ou en sommeil, 

sans distinction des souris en fonction de leur susceptibilité au stress (Olini et al., 2017). De 
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même, peu de modifications ont été observées après un CDSD de 10 jours (Henderson et al., 

2017). Dans cette étude, les souris susceptibles présentent un éveil anticipatoire cinq jours 

après la fin du CSDS, caractérisé par une augmentation de l'éveil à l'heure correspondant à la 

session de la défaite sociale. De manière intéressante, les réactions anticipées excessives aux 

menaces potentielles sont une caractéristique commune des troubles anxieux (Grupe et 

Nitschke, 2013).  

En plus de l’altération quantitative du sommeil, le stress de CSDS détériore également la 

qualité du sommeil à long terme, en modifiant la puissance spectrale de l’activité EEG des 

états veille-sommeil (Henderson et al., 2017 ; Olini et al., 2017 ; Radwan et al., 2021). Chez les 

souris susceptibles et résilientes, on retrouve une baisse de l’activité EEG à basse fréquence 

(ondes delta) et une augmentation de l’activité EEG à haute fréquence (bêta et gamma) durant 

le SL. Ainsi, le CSDS génère une activité EEG pendant le SL qui s’apparente à celle de l’éveil, 

ce qui est cohérent avec des études reliant l’insomnie chronique à une augmentation de 

l’activité EEG à haute fréquence (Perlis et al., 2001 ; Riedner et al., 2016). Cette activité delta 

modifiée pendant le SL après le CSDS est en accord avec des études montrant une perturbation 

de l'homéostasie du sommeil en réponse à la privation de sommeil chez les souris après CSDS 

(Olini et al., 2017 ; Radwan et al., 2021). Des effets transitoires sont également observés entre 

le premier et le dixième jour du CSDS, avec une augmentation des ondes delta et thêta sur une 

période de 24 heures de SP (Wells et al., 2017). Cependant, ces observations ne tenaient pas 

compte de la susceptibilité au stress social. Une autre étude a réalisé un découpage temporel 

plus précis et montré une augmentation de l’activité delta en SL dans les trois heures qui 

suivent chaque séance de défaite sociale (Henderson et al., 2017). Ainsi, cette modulation des 

ondes delta qui a lieu à la fois après chaque séance de défaite mais également après le CSDS 

suggère que la profondeur du SL pourrait jouer un rôle important dans le processus de 

récupération après stress. En revanche, il reste à évaluer si cela peut influencer la susceptibilité 

au CSDS. 

Les états veille-sommeil résultent d’une organisation coordonnée facilitant les transitions 

d’un état vers un autre, et une fragmentation du sommeil est considérée comme le reflet d’un 

sommeil de moins bonne qualité. Certaines études ont évalué l’effet du stress de CSDS sur les 

transitions des états veille-sommeil et ont révélé une fragmentation plus importante du SL 

associée à la susceptibilité au stress due à une augmentation des transitions entre le SL et 

l’éveil (Radwan et al., 2021 ; Bush et al., 2022). Cette organisation du sommeil n’a pas été 

retrouvée chez les souris résilientes alors qu’elle a été observable dès le premier jour de défaite 
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et a persisté de manière constante chez les souris susceptibles, suggérant un potentiel 

marqueur prédictif de la susceptibilité. Dans une autre étude, ces auteurs ont analysé les 

dynamiques de ces transitions, en distinguant les épisodes de SL en fonction de leur transition, 

soit directement vers l’éveil (sommeil court), soit vers le SP puis l’éveil (sommeil long) 

(Radwan et al., 2021). Ils ont ainsi montré que les souris susceptibles présentent une faible 

stabilité du SL lors du sommeil court, caractérisée par une augmentation du nombre de 

transitions entre le SL et l’éveil, reflétant une plus grande vulnérabilité de ces transitions au 

stress. A l’inverse, pour les souris résilientes, les épisodes de SL sont plus stables, avec une 

moindre probabilité de passer à l'état d'éveil, suggérant une meilleure régulation des 

transitions entre les états de sommeil et d'éveil en réponse au stress chronique. 

Toutes ces observations suggèrent que le stress chronique de défaite sociale perturbe 

significativement la régulation et le maintien des états veille-sommeil, entraînant des 

altérations à la fois quantitatives et qualitatives de ces états à long terme. Certaines de ces 

altérations, comme la fragmentation ou les quantités de SL, semblent dépendre du statut de 

susceptibilité, soulignant la pertinence de ce modèle pour l’étude multidimensionnelle des 

troubles psychiatriques liés au stress. Ainsi, l’étude des mécanismes impliqués dans la 

modulation du sommeil en réponse au stress de CSDS pourrait révéler l’existence de circuits 

impliqués à la fois dans les troubles psychiatriques et du sommeil. 

2.2.3. Sommeil et stress social : mécanismes neuronaux des états veille-sommeil 

 

Très peu d’études ont caractérisé les circuits impliqués dans la régulation du sommeil 

après un stress de CSDS. Elles ont mis en avant plusieurs régions clés impliquées dans les 

états émotionnels, telles que le cortex préfrontal ventromédial (vmPFC), le DRN, la VTA et 

le NAc (McCullough et al., 2021 ; Bush et al., 2022 ; Yu et al., 2022 ; Henderson et al., Annexe 

1). 

 

La susceptibilité au stress induite par le CSDS semble dépendre de la capacité à réguler le 

SL en réponse à ce stress, mais également de l’intensité du SL reflétée pas l’intensité des ondes 

deltas. Une étude a mis en évidence le rôle protecteur du sommeil, et en particulier du SL 

induit par l’aire préoptique (POA), après un stress social (Bush et al., 2022). Durant les 10 

jours de CSDS, l’activation chémogénétique quotidienne du POA a permis d’augmenter les 

quantités de SL durant la période d’activité et de diminuer l’évitement social, révélant le rôle 

pro-résilient de la voie inductrice de SL venant du POA. Afin d’examiner les régions 
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impliquées, et compte tenu du rôle du vmPFC dans la promotion de la résilience, les auteurs 

ont réalisé des enregistrements de potentiels de champ local dans le vmPFC durant le SL. Ils 

ont montré que des différences d’intensité des ondes lentes du vmPFC étaient présentes à 

l’état basal entre les souris futures susceptibles et futures résilientes, et qu’une plus grande 

amplitude de ces ondes était prédictive de la résilience. En résumé, les différences d’intensité 

des ondes lentes durant le SL dans le vmPFC avant un stress de CSDS, ainsi que l’induction 

chronique de SL pendant le CSDS par l’activation du POA sont des mécanismes corrélés à la 

résilience. 

 

Dans la mesure où le DRN est une région clé impliquée dans la réponse au stress et dans 

la régulation du sommeil, il n’est pas surprenant qu’il joue également un rôle dans la régulation 

du sommeil en réponse à un stress. En particulier, le DRN participe à la régulation de l’éveil 

après un stress social aigu (Henderson et al., Annexe 1). Les neurones glutamatergiques du 

DRN modulent les perturbations du sommeil induites par un stress aigu de CSDS. En effet, 

l’inactivation génétique du transporteur du glutamate du type 3, conférant à ces neurones leur 

phénotype glutamatergique dans le DRN, diminue la réponse éveillante induite par le stress 

durant les trois heures qui suivent la défaite. Durant la période d’activité qui suit, le rebond 

de SP induit pas le stress de défaite sociale est absent chez les souris mutantes. Ces données 

suggèrent que le DRN module positivement à la fois l’effet immédiat des épisodes de défaites 

sociales sur l’éveil, et ses effets tardifs, sur le SP via les neurones glutamatergiques exprimant 

VGLUT3. L’injection d’un virus rétrograde dans la VTA ciblant spécifiquement les neurones 

glutamatergiques du DRN a permis de montrer une augmentation du marqueur d’activité 

neuronale c-Fos de ces neurones après un stress aigu de défaite sociale, plaçant la VTA comme 

cible potentielle du DRN dans la régulation du sommeil après stress. 

 

La VTA est effectivement impliquée dans la modulation de la réponse de sommeil induite 

par un stress social, via ses neurones GABAergiques. C’est ce qu’a montré une étude très 

récente, qui a évalué le rôle de la voie VTA-LH dans l’induction du sommeil SL et SP en 

réponse à un stress aigu de défaite sociale (Yu et al., 2022). En particulier, la réactivation 

chémogénétique spécifique des neurones GABAergiques de la VTA activés par la défaite 

sociale suffit pour augmenter le temps passé en SL et SP. A l’inverse, leur inhibition 

chémogénétique diminue l’augmentation du sommeil induite par le stress. Plus précisément, 

la réactivation chémogénétique de seulement les neurones GABAergiques de la VTA 

projetant vers le LH qui ont spécifiquement été activés par le stress augmente les durées de 
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SL et SP. En résumé, le sommeil induit par le stress aigu de défaite sociale résulte de 

l’activation des neurones GABAergiques de la voie VTA-LH. 

 

Une dernière étude a montré que la modulation de l’activité des neurones du NAc modulait 

les états veille-sommeil (McCullough et al., 2021). Ils ont ainsi pu identifier par manipulations 

chémogénétiques deux voies de sortie du NAc, l’une impliquée dans la promotion du sommeil 

lent et la suppression de l’éveil, et l’autre dans la suppression du sommeil paradoxal. Ces voies 

seront détaillées par la suite. 

 

L’ensemble de ces données semblent conforter l’implication de régions essentiellement 

connues pour leur modulation de différents états émotionnels et des troubles affectifs, dans la 

réponse de sommeil suite à un stress. Cela suggère potentiellement une influence importante 

entre les circuits impliqués dans les états veille-sommeil et ceux impliqués dans le 

développement de troubles psychiatriques. En effet, de plus en plus de données suggèrent que 

le sommeil ne serait pas simplement un symptôme accompagnant les troubles psychiatriques, 

mais plutôt un acteur causal et régulateur de ceux-ci (Harvey, 2011). La littérature mettant 

en évidence le rôle du sommeil dans de nombreux processus cognitifs soutient également cette 

hypothèse (Pinto et al., 2024, Annexe 2 ; Li et al., 2017). Notamment, des perturbations du 

sommeil sont observées dans de nombreux troubles anxieux ou liés au stress (TSPT, anxiété 

généralisé, anxiété sociale) mais également aux troubles dépressifs dont l’intensité semble être 

corrélée à la sévérité des symptômes (Cox et Olatunji, 2016 ; Goldstein et al. 2013 ; Armitage, 

2007). Ces interactions, à la fois entre le stress et le sommeil, le sommeil et les troubles 

psychiatriques, mais également entre le stress et les troubles anxio-dépressifs, soulignent 

l’urgence d’une étude interdisciplinaire sur les effets du stress. 

 

2.3. Stress et psychiatrie : caractérisation des troubles anxio-dépressifs  

 

Selon l’Organisation mondiale de la santé (OMS), environ 4% de la population mondiale 

souffre de troubles anxieux et dépressifs selon les critères du Manuel Diagnostique et 

Statistique des troubles mentaux (DSM-5, American Psychiatric Association, 2013 ; GBD 

Results Tool). En France, la prévalence des troubles anxieux est d’environ 14% sur une 

période de 12 mois. Bien que cela touche une grande partie de la population française, moins 

de deux personnes traitées sur 10 ont reçu un traitement efficace, soulignant la nécessité d’un 

meilleur ciblage des mécanismes neurobiologiques impliqués (Alonso et al., 2018). 
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2.3.1. Exploration de l’anxiété et de la dépression à travers les modèles animaux 

 

La prévalence élevée des troubles anxio-dépressifs dans la population souligne 

l’importance de développer des modèles animaux adaptés. Par exemple, les facteurs 

environnementaux, tels que le stress, sont des facteurs de risque importants pour la dépression 

et sont souvent utilisés pour induire un phénotype de type anxio-dépressif chez le rongeur. 

Cependant, d’autres facteurs comme les facteurs génétiques ou les interactions entre facteurs 

environnementaux et génétiques doivent être également pris en compte pour générer des 

modèles précliniques qui se rapprochent de la pathologie humaine. Par ailleurs, on observe 

une prévalence environ deux fois plus élevée de ces troubles chez les femmes que chez les 

hommes ce qui souligne l’importance de développer des modèles adaptés. L’élaboration de tels 

modèles de recherche en psychiatrie s’avère d’une importance cruciale afin de permettre l’étude 

approfondie des troubles anxieux et dépressifs, souvent associés de manière comorbide (40-

60%), témoignant ainsi d’une interaction non négligeable entre ces deux conditions 

psychiatriques (Kessler et al., 2003). 

 

L’anxiété se caractérise par un sentiment persistant et désagréable d’inquiétude face à des 

menaces potentielles (Takagi et al., 2018 ; Daviu et al., 2019). Elle peut se manifester à travers 

des symptômes physiologiques tels que l’accélération du rythme cardiaque et de la respiration, 

des tremblements, ou encore une sudation excessive. On distingue deux types d’anxiété en 

fonction du contexte de leur apparition : l’anxiété « de trait » et l’anxiété « d’état » (voir 

Belzung et Grebiel, (2001) pour une revue sur la validité de ces modèles). L’anxiété d’état se 

manifeste de manière temporaire en réponse à une situation anxiogène spécifique. Sa 

modélisation permet ainsi l’étude de comportements anxieux considérés comme « normaux » 

ou non pathologiques. En revanche, l’anxiété de trait, comme un trait de personnalité, 

correspond à la vulnérabilité à présenter des réponses anxieuses de manière spontanée et 

indépendamment de la situation. La modélisation de ces deux types d’anxiété permet donc 

l’étude de comportements anxieux qualifiés d’« anormaux », ou pathologiques. Tandis que 

l’étude de l’anxiété état permet de mesurer un sentiment d’anxiété à un instant donné, l’étude 

de l’anxiété trait permet de mesurer l’anxiété chronique, pouvant atteindre un niveau 

pathologique (Wager et Sandi, 2018). 

 

Certains modèles d’anxiété de trait reposent sur l’utilisation de lignées de souris 

génétiquement sélectionnées présentant un phénotype émotionnel marqué, notamment avec 

des niveaux d’anxiété accrus (Makino et al., 1991). D’autres modèles basés sur la présence de 
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Les tests utilisés pour mesurer les comportements de type dépressif sont nombreux, 

reflétant la diversité des symptômes cognitifs et émotionnels retrouvés dans la dépression 

(Nestler et Hyman, 2010 ; Becker et al., 2021). Parmi ceux qui peuvent être objectivement 

mesurés chez le rongeur, on retrouve l’anhédonie, l’apathie, la résignation (ou le désespoir), 

ou encore l’évitement social. D’une part, l’anhédonie se définit comme la perte de plaisir et est 

facilement évaluée par la consommation d’une substance appétitive, notamment à travers le 

test de préférence au sucrose (Liu et al., 2018). D’autre part, l’apathie représente la perte de 

motivation envers certains comportements volontaires, comme la perte de motivation à 

prendre soin de soi ou d’autres individus, qui se mesure par le toilettage (grooming) dans le 

test de pulvérisation d’une solution visqueuse (splash test), ou par l’absence de construction du 

nid (nest-building) ainsi que de soins maternels envers les portées. La dépression s’accompagne 

également d’une résignation plus importante, qui se modélise chez l’animal par sa réactivité 

(latence et durée d’immobilité) face à une situation désagréable inévitable et sans issue, 

notamment à travers le test de suspension par la queue ou le test de nage forcée (Cryan et 

Holmes, 2005 ; Yankelevitch-Yahav et al., 2015). Enfin, l’évitement social est caractérisé par 

la perte de préférence envers un congénère et peut se mesurer à travers divers tests de 

sociabilité tels que le test des trois chambres, ou encore le test d’interaction sociale (Crawley 

et al., 2007 ; Golden et al., 2011). 

 

L’étude de ces symptômes nécessite néanmoins l’existence de modèles induisant des 

troubles anxio-dépressifs. Certains modèles de dépression et d’anxiété sont induits 

pharmacologiquement, permettant l’étude de l’état pathologique de ces troubles 

(troubles traits ; Graeff et al., 2003). Toutefois, ils ne permettent pas de modéliser la 

complexité des facteurs impliqués dans le développement de leurs symptômes, ni de modéliser 

la variabilité inter-individuelle. Pour cela, des modèles de stress environnementaux sont 

souvent utilisés. On peut distinguer différents modèles de dépression et d’anxiété en fonction 

du stress environnemental, comme le stress moyen chronique (chronic mild stress, CMS), le 

stress de contention, le stress d’instabilité sociale, l’isolement social, la séparation maternelle, 

et bien entendu, le CSDS (Willner, 2005 ; Krishnan et al., 2007 ; Anacker et al., 2014). Le 

développement de tels modèles a ainsi permis la découverte des circuits neuronaux impliqués 

dans ces troubles, offrant ainsi des avancées significatives dans notre compréhension de la 

physiopathologie de l'anxiété et de la dépression. 
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2.3.2. Des modèles aux mécanismes : exploration des circuits neuronaux de l'anxiété et de 

la dépression 

 

L’étude des modèles animaux de dépression et d’anxiété a permis de mettre en avant les 

mécanismes sous-jacents des troubles anxio-dépressifs, ouvrant ainsi la voie à des 

interventions thérapeutiques plus ciblées et efficaces. Plusieurs régions clés du cerveau 

interviennent dans le traitement de l’information sensorielle et l’attribution de valeur 

émotionnelle, telles que l’amygdale, le noyau du lit de la strie terminale (BNST), l’hippocampe 

(HPC), le DRN, le PFC, la VTA et le NAc (Russo et Nestler, 2013). Ces régions participent 

ainsi à la formation de plusieurs circuits neuronaux impliqués dans l’anxiété et la dépression 

(Figure 14).  

Le système sérotoninergique est classiquement associé aux troubles anxio-dépressifs, 

lesquels se caractérisent notamment par une diminution de la transmission de 5-HT, même si 

elle a récemment été remise en question (Moncrieff et al., 2023). Cette neurotransmission est 

notamment la cible principale de la plupart des traitements antidépresseurs. Ces 

antidépresseurs sont des inhibiteurs sélectifs de la recapture de 5-HT, ou ISRSs (Fernandez 

et Gaspar, 2012). Le rôle de la 5-HT dans les comportements de type anxieux et dépressifs est 

notamment souligné par des recherches se basant sur la perturbation de la transmission 5-HT 

chez les rongeurs (Ansorge et al., 2004 ; Whitney et al., 2016 ; Fernandez et Gaspar, 2012). 

Les effets de la 5-HT sur les comportements émotionnels semblent être en partie 

développementaux dans la mesure où l’altération de la neurotransmission 5-HT a des effets 

variables selon le stade de développement (Gaspar et al., 2003 ; Ansorge et al., 2004 ; Urban 

et al. 2016 ; Vinkers et al., 2010 ; Rebello et al., 2014 ; Whitney et al. 2016). Son inhibition 

pharmacologique durant le premier mois de vie post-natale induit des comportements 

émotionnels pathologiques, tandis que son inhibition par délétion conditionnelle ou 

chémogénétique à l’âge adulte n’a pas d’effets délétères sur ces comportements (Sarkar et al., 

2014 ; Whitney et al., 2016 ; Teissier et al., 2017). De plus, l’augmentation de cette 

neurotransmission à un stade précoce de développement suite à l’administration d’ISRSs a un 

effet dépresseur tandis qu’elle a un effet antidépresseur à l’âge adulte (Ansorge et al., 2004 ; 

Rebello et al., 2014 ; Teissier et al. 2015). Par ailleurs, les comportements anxieux induits par 

ce modèle développemental peuvent être rétablis à l’âge adulte par inhibition chémogénétique 

des neurones 5-HT du DRN, alors que celle-ci n’a aucun effet sur des souris adultes naïves 

(Teissier et al., 2015). Ces effets ne sont pas limités aux comportements émotionnels puisque 
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le sommeil et en particulier le sommeil paradoxal est augmenté après administration d’ISRSs 

lors du développement, évoquant les anomalies du sommeil observées chez les patients 

dépressifs (Popa et al., 2008). La transmission 5-HT semble également agir sur la neurogenèse 

hippocampique adulte, qui est elle-même responsable de la résilience au stress (Zhang et al., 

2016 ; Anacker et al., 2018). Ainsi, les effets de la 5-HT seraient similaires à ceux de la 

neurogénèse hippocampique adulte sur la modulation des effets du CSDS (Zhang et al., 2016 ; 

Bickle et al., 2024). D’une part, l’activation des récepteurs 5-HT1A par traitement 

pharmacologique augmente la neurogénèse dans le gyrus denté ventral (vDG), et d’autre part, 

celle-ci diminue l’hyperactivité du vDG favorisant ainsi la résilience. De plus, le DRN est 

également impliqué dans la physiopathologie des troubles anxio-dépressifs, bien que son effet 

anxiolytique ou antidépresseur semble dépendre de ses afférences mais aussi de ses cibles 

spécifiques (Ren et al., 2018 ; Warden et al., 2012 ; Masseck et al., 2014). En effet, l’activation 

chémogénétique de ses projections vers l’amygdale centrale (CeA) a un effet anxiogène, 

augmentant les comportements de type anxieux dans un test d’EPM. D'autre part, la 

stimulation optogénétique dans le DRN des neurones de projections en provenance du mPFC 

a un effet antidépresseur dans le test de nage forcée (Warden et al., 2012). A l’inverse, 

l'inhibition des neurones sérotoninergiques du DRN induite par l’activation de la voie de 

signalisation Gi/o liée aux récepteurs 5-HT1A a un effet anxiogène (Masseck et al., 2014). De 

plus, l’abolition de la production de 5-HT, induite par la déplétion de Tph2, une enzyme 

essentielle dans la biosynthèse de la 5-HT, dans les neurones du DRN projetant vers le cortex 

orbitofrontal (OFC) induit des comportements anxieux et dépressifs qui peuvent être inversés 

par une activation chémogénétique (Ren et al., 2018). Il est intéressant de noter que les souris 

présentant une telle déplétion de 5-HT dans tout le cerveau répondent aux ISRSs seulement 

si elles n’ont pas été soumises à un stress (Sachs et al., 2013). Après un stress de CSDS de 7 

jours, ces souris présentent une susceptibilité accrue qui n’est pas inversée par un traitement 

chronique aux ISRSs, remettant en perspective les résistances aux traitements antidépresseurs 

retrouvés chez les humains (Sachs et al., 2015). Dans l’ensemble, ces données suggèrent un 

potentiel rôle antidépresseur et anxiolytique de la 5-HT. 

Lorsqu’un stimulus est perçu, l’information sensorielle est transmise du cortex sensoriel 

et du thalamus à différentes régions cibles, dont le noyau amygdalien basolatéral (BLA), qui 

est le noyau d’entrée principal de l’amygdale permettant d’attribuer une valeur émotionnelle 

(positive ou négative) à ce stimulus (Tye et al., 2008 ; Paton et al., 2006). La BLA est organisée 

de manière topographique selon ses projections permettant ainsi de moduler cette valence 

émotionnelle en fonction de ses multiples projections, dont le NAc , la CeA, et l’HPC ventral 
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(Namburi et al., 2015 ; Beyeler et al., 2016 ; Beyeler et al., 2018). La voie BLA-CeA est 

particulièrement impliquée dans le développement de l’anxiété, comme en témoigne la 

modulation optogénétique des projections de la BLA vers la CeA. L’activation de ces fibres a 

un effet anxiolytique mesuré par un test d’EPM, tandis que leur inhibition potentialise des 

effets anxiogènes (Tye et al., 2011). La connectivité de la BLA avec l’HPC est également 

impliquée dans les circuits de l’anxiété, ce dernier étant sensible aux stimuli positifs et négatifs, 

ce qui pourrait potentiellement renforcer les associations de valence dans un réseau en état 

d’hyperactivité et d’hypervigilance (Beyeler et al., 2018). En effet, la modulation optogénétique 

des projections BLA-HPC est suffisante pour induire ou diminuer des comportements 

anxieux. Il a été observé que leur activation ou inhibition dans l’HPC augmentait ou diminuait, 

respectivement, les comportements de types anxieux évalués dans l’EPM et l’OF. De manière 

surprenante, ces effets sont observés très rapidement et à court terme, se manifestant 

seulement sur une période de 3 minutes d’activation ou d’inhibition, pour une durée totale de 

test de 9 minutes (Feliz-Ortiz et al., 2013).  

Figure 14. Illustration des principaux circuits impliqués dans les comportements de 
type anxieux chez le rongeur. 

BLA : amygdale basolatérale ; BNST: noyau du lit de la stria terminalis ; CeA: amygdale centrale ; CeL 

: amygdale centrale latérale ; CeM : amygdale centromédiale ; DR : raphé dorsal ; DVC : complexe 

vagal dorsal ; HPC : hippocampe ; Hyp :  hypothalamus ; IL : cortex préfrontal infralimbique ; LC : 

locus coeruleus ; LH : hypothalamus latéral ; LS : septum latéral ; mPFC : cortex préfrontal médial ; 

NAc : noyau accumbens ; ov : noyau oval du BNST ; PAG : substance grise périaqueducale ; PB : noyau 

parabrachial ; PL : PFC prélimbique ; PVH : noyau paraventriculaire de l’Hyp ; PVT : thalamus 

paraventriculaire ;  SI : substantia innominata ; Thal : thalamus; v : noyau ventral du BNST ; vHPC : 

HPC ventral ; VTA : aire tegmentale ventrale. Calhoon et Tye (2015). 
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L’attribution de la valence émotionnelle à un stimulus dépend également des projections 

de la BLA vers le mPFC, dont la modulation optogénétique a des effets opposés sur 

l’interaction sociale ainsi que sur les comportements anxieux (Burgos-Robles et al., 2017 ; 

Felix-Ortiz et al., 2016). La modulation dopaminergique du mPFC, qui projette à son tour 

vers la PAG joue également un rôle dans la mise en place de comportements d’évitement 

(Vander Weele et al., 2018). De même, l’activation de la PAG par le BNST, qui est lui-même 

innervé par la BLA, module la réponse d’anxiété conditionnée (Walker et al., 2003). Ces 

données confirment le rôle central de la BLA dans l’interprétation émotionnelle des 

informations sensorielles. Celle-ci facilite la transmission de ces informations à d’autres 

régions essentielles pour l’apprentissage et la prise de décision afin de guider le comportement 

de l’individu. 

 

Ces régions comprennent notamment la VTA et le NAc, qui sont particulièrement 

impliquées dans le développement des troubles anxio-dépressifs (Bewernick et al., 2010). Par 

exemple, l’activation chémogénétique des neurones dopaminergiques de la VTA induit des 

comportements anxieux liés au stress (Qi et al., 2022). Plus spécifiquement, le rôle 

bidirectionnel de la VTA et du NAc dans l’induction de comportements anxio-dépressifs a été 

souligné par plusieurs études (Tye et al., 2013 ; Chaudhury et al., 2013). L’inhibition 

optogénétique des projections du NAc vers la VTA suffit à induire un phénotype anxieux, 

tandis que leur activation après stress permet de renverser ce phénotype. De plus, l’activation 

phasique des neurones de la VTA projetant vers le NAc réduit les phénotypes de désespoir et 

d’anhédonie traditionnellement associés à la dépression (Tye et al., 2013). Cependant, des 

données contradictoires sont observées en réponse au stress de CSDS (Cao et al., 2010 ; 

Chaudhury et al., 2013). Le CSDS induit une augmentation de l’activité phasique des neurones 

de la VTA associée à la susceptibilité, et leur activation phasique par optogénétique durant le 

CSDS précipite un phénotype dépressif. Malgré quelques résultats d’apparence contradictoire, 

ces études soulignent néanmoins l’importance des projections entre la VTA et le NAc dans la 

régulation des troubles émotionnels, et soulignent l’importance de la nature du stress sur les 

circuits impliqués dans la réponse au stress (Figure 14). 

 

2.3.3. Modulation des circuits de l’anxiété et de la dépression par le stress chronique de 

défaite sociale  

 

Outre les différents aspects de validation mentionnés précédemment pour le modèle de 

CSDS, il est également considéré comme un outil de recherche translationnelle efficace. En 
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effet, les phénotypes anxiodépressifs qu’il induit sont sensibles aux traitements 

antidépresseurs chroniques, ce qui en fait un modèle pertinent pour l'étude des interventions 

thérapeutiques (Berton et al., 2006).  

 

L’étude des mécanismes impliqués dans le CSDS a permis de révéler le rôle fondamental 

de la transmission dopaminergique mésencéphalique dans la réponse au stress (Krishnan et 

al., 2007 ; Berton et al., 2006 ; Netsler et Carlezon, 2006). Les enregistrements 

électrophysiologiques ex vivo sur tranche ont initialement révélé une augmentation de 

l'activité phasique des neurones de la VTA chez les souris stressées (Krishnan et al., 2007). 

Cette observation a été confirmée par électrophysiologie in vivo démontrant une augmentation 

de la fréquence de décharge des neurones VTA, mais également par microdialyse in vivo 

montrant une augmentation de la libération de DA après une défaite sociale aiguë (Barik et 

al., 2013). Cependant, une distinction importante entre les souris susceptibles et résilientes a 

été mise en évidence. Les souris susceptibles présentent une fréquence de décharge augmentée 

des neurones VTA au stress, tandis que les souris résilientes montrent des taux de décharge 

similaires à ceux des souris non stressées. Cette spécificité est corroborée par le fait que 

l'augmentation de l'activité dopaminergique de la VTA suite à la surexpression de Kir2.1, un 

canal ionique jouant un rôle dans la régulation de la polarisation membranaire des neurones, 

reproduit les effets pro-susceptibles du CSDS sur l'évitement social et l'anhédonie, tandis que 

sa diminution induit un phénotype résilient (Krishnan et al., 2007 ; Cao et al., 2010). La 

régulation du stress par la VTA passe par diverses voies neuronales. Tout d’abord, le rôle de 

ses projections vers le NAc a été mis en évidence par des études utilisant la modulation 

optogénétique des neurones dans la VTA projetant vers le NAc (Chaudhury et al., 2013). Ces 

études ont permis de préciser l’association entre la susceptibilité et l’activité de la VTA. 

L'activation phasique de ces neurones pendant le stress CSDS entraîne un phénotype de 

susceptibilité avec un évitement social accru qui s’accompagne d’anhédonie, tandis que leur 

inhibition pendant le test d'interaction sociale induit des effets opposés. Cependant, le stress 

de défaite social n’augmente pas seulement l’activité des neurones dopaminergiques de la 

VTA, mais également celle des neurones GABAergiques (Yu et al., 2022). Au moment de 

l’attaque, on observe une augmentation du signal calcique dans ces neurones enregistré par 

photométrie de fibre. Le stress aigu de défaite sociale active ces neurones et en particulier ceux 

qui projettent sur le LH. On retrouve également une augmentation de l’activité des afférences 

de la VTA par le CSDS, dont notamment le LDT, le LC et le DRN (Fernandez et al., 2018 ; 

Isingrini et al., 2016 ; Henderson et al., Annexe 1). L’ensemble de ces données souligne 

l’influence des multiples projections de et vers la VTA dans la réponse au stress social. 



 - 74 - 

 

Récemment, l’utilisation de senseurs calciques ou de senseurs dopaminergiques 

fluorescents, couplés à la photométrie de fibre, a permis d’explorer en temps réel l’effet du 

CSDS, en mettant particulièrement en lumière l’impact de l’attaque sur la transmission 

DAergique dans le NAc (Willmore et al., 2022 ; Dai et al., 2022). Contrairement aux 

recherches précédentes qui montraient une hyperactivité de la VTA liée à la susceptibilité au 

stress, celles-ci montrent une diminution de l’activité dopaminergique des neurones VTA-

NAc dans le NAc au moment de l’attaque lors de la défaite positivement corrélée à la 

susceptibilité, tandis que leur activation optogénétique augmente la résilience (Chaudhury et 

al., 2013 ; Willmore et al., 2022 ; Dai et al., 2022). Ces divergences peuvent être dues aux 

approches expérimentales utilisées avec l’avantage de la photométrie de fibre de pouvoir 

synchroniser l’activité calcique à un comportement particulier, et la possibilité d’identifier une 

activité spécifique qui jouerait un rôle clé dans la modulation de l’intérêt social. De plus, il est 

probable que l’effet modulateur de la DA dans la VTA sur la résilience ne soit pas seulement 

de nature quantitative, mais plutôt de nature qualitative, impliquant la plasticité de 

l’excitabilité des neurones DAergiques de la VTA et en particulier ceux qui ciblent le NAc. 

C’est ce qu’indiquent les résultats d’une étude électrophysiologique ex vivo qui a montré que 

les neurones DAergiques de la VTA des souris résilientes présentent une activité de décharge 

normale malgré une augmentation des courants entrants Na+/K+ activés par 

hyperpolarisation qui n’est pas retrouvée chez les souris susceptibles (Friedman et al., 2014). 

Étonnamment, les souris susceptibles sont caractérisées par une hyperexcitabilité des 

neurones DAergiques de la VTA, alors qu’elles ne présentent pas une augmentation des 

courants potassiques. Le fait que l’augmentation de ces courants chez les souris susceptibles, 

tout comme l’activation optogénétique des neurones DAergiques de la VTA aient restauré un 

phénotype résilient, souligne le rôle de la régulation de cette activité par les courants entrants 

plutôt que l’activité elle-même, dans le processus de résilience. Cela a également été confirmé 

par l’activation optogénétique des neurones DAergiques de la VTA, mettant ainsi en valeur 

le rôle de la régulation de cette activité, plutôt que l’activité elle-même, dans le processus de 

résilience. De plus, cette plasticité différentielle entre souris résilientes et susceptibles est 

spécifique des neurones DAergiques de la VTA qui projettent vers le NAc, renforçant à 

nouveau l’importance de la voie VTA-NAc dans les effets comportementaux de la CSDS. 

 

La susceptibilité au stress est également corrélée à une hyperactivité de la région 

hippocampique ventrale (vHPC ; Anacker et al., 2018). Cette réaction pro-dépressive implique 

les projections du vHPC vers le NAc, comme le suggère l'effet induit par l'activation 
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optogénétique de ces fibres, favorisant la susceptibilité (Bagot et al., 2015). Ces résultats 

soulignent ainsi l’effet pro-dépression du NAc par ses connexions avec l'hippocampe. 

 

Contrairement aux neurones de la VTA qui projettent vers le NAc, ceux projetant vers le 

cortex préfrontal médian (mPFC) semblent jouer un rôle dans la résilience, comme le suggère 

l'effet induit par leur inhibition optogénétique, qui favorise la susceptibilité en réduisant 

l'interaction sociale (Chaudhury et al., 2013). De plus, leur activation phasique chronique par 

optogénétique chez les souris susceptibles restaure la résilience en augmentant le temps passé 

dans la zone d’interaction (Friedman et al., 2014). Cette influence pourrait être attribuée aux 

projections glutamatergiques du mPFC vers le NAc, qui favorisent la résilience, comme l'ont 

indiqué plusieurs études démontrant que l'activation optogénétique de ces neurones induit la 

résilience en augmentant l'interaction sociale et la préférence pour le sucrose, sans affecter les 

comportements anxieux (Christoffel et al., 2015; Bagot et al., 2015 ; Vialou et al., 2014). 

 

En résumé, le stress de CSDS entraîne une modulation de l’activité neuronale qui conduit 

au développement de réponses physiologiques et comportementales, pouvant se traduire soit 

par une réponse adaptative de résilience, soit par une réponse pathologique de susceptibilité. 

L’ensemble des données disponibles suggère fortement que la direction de cette réponse est 

en grande partie dépendante du NAc.  
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3. Le Noyau Accumbens : anatomie, physiologie et 

fonctions de cette structure du striatum 
 

Le striatum est une région clé impliquée dans de nombreux comportements, qu'ils soient 

sains ou pathologiques. En tant qu'entrée principale des ganglions de la base et en raison de 

son organisation anatomique, le striatum est une structure fonctionnelle d'intégration capitale 

pour la régulation d'une multitude de comportements complexes, allant du contrôle moteur 

aux comportements motivationnels. Il est donc primordial de comprendre son organisation, 

dans laquelle réside la complexité de ses conséquences comportementales. 

 

3.1. Organisation anatomique et fonctionnelle du striatum: un fondement de son 

rôle clé dans le cerveau 

 

3.1.1. Organisation compartimentale du striatum 

 

Étant donné l'importance du striatum au sein des ganglions de la base et son rôle dans 

divers comportements moteurs et émotionnels, sa structure a longuement été étudiée. D'un 

point de vue évolutif, le striatum est une région relativement bien conservée chez les vertébrés 

(Stephenson-Jones et al., 2011). De manière commune et rudimentaire, on observe une 

structure divisée en deux compartiments assez similaires entre l'humain et le rongeur : le 

striatum dorsal et ventral. Chez l'humain, le striatum dorsal est constitué du noyau caudé et 

du putamen, tandis que chez le rongeur, on parle du striatum dorso-médian (DMS) et dorso-

latéral (DLS ; Figure 15). Dans les deux espèces, le striatum ventral est principalement 

constitué du noyau accumbens (NAc), lui-même subdivisé en deux parties : le cœur (core) et 

l'enveloppe (shell). Chez l'humain, le striatum ventral comprend le NAc ainsi que la région 

ventrale du putamen et du noyau caudé. Chez le rongeur, il comprend le NAc et une partie du 

bulbe olfactif. 

 

Traditionnellement, le striatum a été divisé anatomiquement en fonction du rôle de ses 

afférences corticales. Les projections venant du cortex moteur délimitent la région dorsale du 

DMS, tandis que la région du DLS est connue pour recevoir principalement des fibres 

provenant du cortex associatif, conférant ainsi au striatum dorsal son rôle dans le contrôle 

moteur (Chuhma et al., 2017). Enfin, le NAc reçoit préférentiellement des afférences en 
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provenance de régions limbiques sous-corticales, associant cette région à des fonctions telles 

que la récompense, la motivation et l'apprentissage. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Illustration de l’organisation du striatum chez l’humain et la souris en 
fonction de ses connexions. 

Cd : noyau caudé ; Pu : putamen ; NAc : noyau accumbens ; dSt : striatum dorsal ; OT : tubercule 

olfactif. Chuhma et al. (2017).  

 

La topographie dualiste classique du striatum, associant la partie dorsale aux 

comportements sensori-moteurs et la partie ventrale aux comportements d'origine limbique, 

est de plus en plus remise en question, notamment en raison de l'absence de délimitations 

histologiques strictes entre le DMS, le DLS et le NAc (Voorn et al., 2004). Ces auteurs 

proposent une organisation en gradient allant du striatum dorso-médian (complexe caudé-

putamen) vers le striatum ventro-latéral (Figure 16). Par ailleurs, des études cytologiques et 

histologiques ont révélé une similitude dans la composition cellulaire et l’organisation, 

nommée en « striosome-matrice », entre le striatum dorsal et ventral, favorisant la pertinence 

d'une subdivision entre striosomes et matrice (Graybiel et Ragsdale, 1978 ; Flaherty et 

Graybiel, 1994). 
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Figure 16. Illustration de 
l’organisation en gradient du striatum 
dorso-médian vers le striatum ventro-
latéral. 

Ac : commissure antérieure ; ACd : 

cortexecingulé dorsal antérieur ;  AId/v : 

cortex agranulaire insulaire dorsal/ventral; 

CeM : noyau thalamique centro-médial ; CL :  

: noyau thalamique centro-latéral ; IL cortex 

infralimbique ; IMD :  noyau thalamique 

intermediodorsal ; MD :  noyau thalamique 

mediodorsal ; PC : noyau thalamique 

paracentral ; PFC : cortex préfrontal ; PLd/v: 

cortex prélimbique dorsal/ventral ; PV : 

noyau thalamique paraventriculaire ; SMC : 

cortex sensorimoteur. Voorn et al. (2004) 

 

Le striatum présente une hétérogénéité complexe dans sa distribution cellulaire, ce qui 

permet de distinguer les zones à densité cellulaire élevée (striosomes) des zones moins denses 

(matrice ; Figure 17 ; Gerfen, 1992 ; Brimblecombe et Cragg, 2017 ; Castro et Bruchas, 2019). 

La plupart des études ont mis en évidence le rôle spécifique de chaque compartiment tant au 

niveau neurochimique que comportemental. Les striosomes, qui représentent 10 à 15 % du 

volume striatal, se différencient de la matrice par leur histochimie. Ils n'expriment pas certains 

marqueurs neurochimiques présents dans la matrice, notamment certains marqueurs 

cholinergiques et dopaminergiques (Brimblecombe et Cragg, 2017). En effet, ils ont d'abord 

été identifiés comme étant pauvres en acétylcholine estérase et enrichis en récepteurs de la 

dopamine de type 1 (D1R) et en récepteurs des opioïdes μ. En revanche, la matrice est enrichie 

en acétylcholine estérase ainsi qu'en récepteurs de la dopamine de type 2 (D2R ; Graybiel et 

Ragsdale, 1978 ; Herkenham et Pert, 1981). En plus des différences neurochimiques, on 

observe également une ségrégation entre les striosomes et la matrice en fonction des 

connexions afférentes, appuyant l'idée d'une compartimentalisation du striatum basée sur les 

différences neurochimiques entre les striosomes et la matrice plutôt que sur une organisation 

dorso-ventrale. Les striosomes semblent être principalement innervés par des fibres corticales 

limbiques et sous-corticales, tandis que la matrice est préférentiellement innervée par le cortex 

sensori-moteur (Flaherty et Graybiel, 1994 ; Dudman et Gerfen, 2015). Cette distinction 

compartimentale est également soutenue par des études démontrant un lien entre un 
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supplémentaires de régions sous-corticales telles que le noyau central de l’amygdale (CeA) ou 

le noyau du lit de la stria terminalis (BNST). De plus, l'enregistrement des courants ioniques 

par électrophysiologie ex-vivo sur des cellules spécifiques des striosomes et de la matrice a 

montré une excitabilité plus importante et plus sensible des membranes dans les cellules des 

striosomes, suggérant des rôles fonctionnels différents entre les compartiments (Smith et al., 

2016 ; Crittenden et al., 2017). Selon Brimblecombe & Cragg (2017), la question des 

conséquences fonctionnelles de l’organisation en striosomes-matrice est au cœur de l’intérêt 

pour celle-ci. Ils mettent en avant l’idée d’une coopération fonctionnelle des deux 

compartiments qui, par leurs différences dans les modulateurs neuronaux, permettent un 

traitement de l’information plus fin. Afin de mieux comprendre cette régulation inter- et intra-

compartimentale, il est essentiel de se pencher d'abord sur les différentes sources d’information 

neuronale qui convergent vers le striatum. 

 

3.1.2. Multiplicité des afférences du striatum : pôle d’intégration des informations 

Le striatum reçoit un large éventail d'informations en provenance de diverses régions et 

impliquant différents neurotransmetteurs (Figure 18). Les principales sources afférentes 

proviennent du cortex et du thalamus, ciblant l'ensemble des types neuronaux du striatum, 

détaillés dans la section suivante (Bolam et al., 2000 ; Silberberg et Bolam, 2015).  

Ces afférences sont majoritairement glutamatergiques, constituant ainsi une source 

principale d'excitation pour le striatum. D’autres sources glutamatergiques viennent de 

l’amygdale (CeA) et de l’hippocampe (HPC ; Gardoni et Bellone, 2015). Concernant les 

afférences corticales, elles proviennent de diverses régions corticales, incluant le cortex 

sensoriel, le cortex moteur et prémoteur, ainsi que le cortex limbique (Bolam et al., 2000 ; 

Gerfen et al., 2002). Les afférences thalamiques, quant à elles, émanent principalement du 

complexe centro-médian/parafasciculaire (CM/Pf) et du noyau parafasciculaire (PfN ; Assous 

et al., 2017). Des études immunohistochimiques ont été menées pour comprendre la 

topographie de ces projections et mettre en évidence la pertinence fonctionnelle de leur 

organisation. Traditionnellement, les afférences corticales et thalamiques n'étaient pas 

décrites comme spécifiques à certains types neuronaux, ciblant de manière égale tous les 

neurones GABAergiques du striatum (Doig et al., 2010). Cependant, des recherches récentes 

ont révélé la spécificité de certaines afférences corticales pour certains types d'interneurones 

GABAergiques (Assous et al., 2017). De plus, une topographie spécifique aux différents 

compartiments de l'organisation en striosomes-matrice a été observée, avec une préférence 
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des afférences glutamatergiques corticales pour la matrice plutôt que pour les striosomes 

(Fujiyama et al., 2016). Une étude récente de connectomique a également révélé que le 

striatum présente une organisation en réseau similaire à celle du cortex afférent, mettant en 

évidence le rôle déterminant du striatum dans la ségrégation et l'intégration de l'information 

sensorielle corticale (Hintiryan et al., 2016). 

Figure 18. Schématisation des 
afférences striatales. 

GPe : globus pallidus externe; PPN : 

noyau pédonculopontin ; SNc : 

substance noire compacte ; CHIN : 

interneurones cholinergiques ; MSN : 

medium spiny neurons ; NPY-NGF : 

interneurones neurogliaformes 

exprimant le neuropeptide-Y ; 5HT3a : 

interneurones exprimant le récepteur 5-

hydroxytryptamine 3a ; PV : 

interneurones exprimant la 

parvalbumine ; GP-TI : neurones 

prototypiques du GPe prototypic ; GP-

TA : neurones arkypallidaux du GP ; 

Glu : glutamate ; ACh : acetylcholine. 

Silberberg et Bolam (2015). 

 

En plus des afférences glutamatergiques, le striatum reçoit également des projections 

GABAergiques. Ces projections peuvent être divisées en deux catégories : celles d'origine 

extrinsèque, qui proviennent de régions externes au striatum, et celles d'origine intrinsèque, 

générées au sein du striatum lui-même et agissant localement. Les sources extrinsèques 

comprennent les projections provenant du Globus Pallidus externe (GPe) ainsi que celles du 

mésencéphale (Silberberg et Bolam, 2015 ; Tritsch et al., 2012). Par exemple, Tritsch et al. 

(2012) ont montré une activation des neurones GABAergiques striataux suite à l’activation 

optogénétique de la VTA et de la substance noire compacte (SNc). Leur étude a spécifiquement 

révélé, à l'aide d'antagonistes, que cette activation ne dépendait pas de la dopamine, mais plutôt 

du GABA, suggérant une co-transmission DA/GABA provenant du mésencéphale. Des 

recherches récentes ont également souligné le rôle essentiel de la modulation GABAergique 

intrinsèque au striatum (voir Assous et Tepper, (2019) pour une revue). En effet, un nombre 
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croissant d'études a mis en évidence une neuromodulation locale du striatum par les 

interneurones et neurones GABAergiques. 

Comme évoqué ci-dessus, le striatum reçoit des afférences mésencéphaliques, notamment 

de la VTA et de la SNc. Bien que certaines utilisent du GABA comme neurotransmetteur, la 

plupart sont dopaminergiques (Silberberg et Bolam, 2015). Ces fibres axonales en provenance 

du mésencéphale établissent des synapses sur les dendrites et le cou des épines des neurones 

principaux du striatum (Smith et al., 1994). 

Outre les afférences dopaminergiques, les afférences cholinergiques jouent également un 

rôle significatif. Bien que l'acétylcholine soit principalement produite par les interneurones 

cholinergiques locaux, des études ont révélé l'existence d'afférences cholinergiques provenant 

du noyau pédonculopontin (PPN) et du noyau tegmental latérodorsal (LDT) (Dautan et al., 

2014). 

De plus, le striatum, et en particulier le NAc, reçoit des afférences sérotoninergiques en 

provenance du DRN (Geyer et al., 1976 ; Waselus et al., 2006). Ces projections inhibent leurs 

cibles par la libération de sérotonine (5-HT), bien qu'une sous-population co-libère à la fois la 

5-HT et le glutamate (Glut ; Gras et al., 2002 ; Amilhon et al., 2010). 

La richesse et la diversité des régions corticales et sous-corticales, ainsi que des différents 

neurotransmetteurs impliqués dans l'intégration et la modulation de l'information, mettent en 

évidence le rôle essentiel du striatum en tant que centre d'intégration des ganglions de la base. 

Cela souligne également la complexité de la composition neuronale du striatum nécessaire au 

traitement et au relais de l'information, qui sera explorée en détails dans la partie suivante. 

3.1.3. Hétérogénéité de la composition neuronale du striatum : intégration complexe des 

informations 

 

La population neuronale du striatum peut être divisée en deux catégories en fonction de 

ses propriétés anatomiques : les neurones épineux et non-épineux (Figure 19). 

 

Les neurones épineux, appelés neurones épineux moyens (MSN) ou neurones de projection 

du striatum (SPN), représentent 90 à 95 % de la population cellulaire totale du striatum (Bolam 

et al., 2000). Leur appellation découle de leur densité importante d'épines dendritiques en 

arborisation sphérique. Les MSN sont des neurones GABAergiques inhibiteurs qui peuvent 
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être subdivisés en plusieurs catégories en fonction de leurs propriétés histochimiques et de 

leurs projections. 

 

D'une part, les MSN-D1R se caractérisent par une expression dominante des récepteurs 

D1, des récepteurs muscariniques de sous-type 4 (M4R) et de la substance P (Gerfen 1992). Il 

est important de souligner que les récepteurs D1 et M4 induisent des effets opposés sur les 

MSN-D1R suite à leur liaison avec leur neurotransmetteur respectif. D'autre part, les MSN-

D2R expriment principalement les récepteurs D2, les récepteurs muscariniques M1, ainsi que 

les récepteurs A2a de l'adénosine, ces derniers exerçant des effets opposés aux récepteurs D2R 

en activant les MSN (Ena et al. 2011 ; Goldberg et al., 2012). Il existe également une troisième 

population de MSN, moins connue, exprimant à la fois les D1R mais également les D2R 

(Perreault et al., 2011 ; Bonnavion et al., 2022). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19. Illustration des neurones et afférences dans le noyau accumbens. 

Les neurones épineux ou MSN et leurs connexions aux interneurones locaux (ChAT et GABAergiques 

: Som, Calb, PV) sont représentés ainsi que les afférences extra-striatales. ACh : acétylcholine ; BLA : 

amygdale basolatérale ; Calb interneuron : interneurone exprimant la calbindine ; ChAT interneuron 

: interneurone exprimant l’acétylcholine transferase ; DA : dopamine ;  Glu : glutamate ; mPFC : cortex 

préfrontal médian ; MSN : medium spiny neurons ou neurones épineux moyens ; PV interneuron : 

interneurone exprimant la paravalbumine ; Som interneuron : interneurone exprimant la 

somatostatine ; VTA : aire tegmentale ventrale. Russo et Nestler (2013). 

 

Les MSN peuvent se distinguer par leurs sites de projection, bien qu’ils possèdent 

également des cibles communes. En effet, dans le striatum ventral (NAc), ces neurones 
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En raison des propriétés histochimiques des MSN, la DA exerce une modulation différente 

sur les deux types de neurones. En effet, les MSN-D1R expriment des récepteurs D1R, qui 

sont des récepteurs couplés à la protéine activatrice Gs, et sont donc activés par la DA. Au 

contraire, la DA exerce une action inhibitrice sur les MSN-D2R en raison du couplage de leurs 

récepteurs à la protéine inhibitrice Gi (Surmeier et al., 2007 ; Kreitzer, 2009). Ainsi, malgré 

des effets opposés des deux voies de signalisation des MSN, l'action de la DA sur le contrôle 

moteur reste la même (i.e. promotion de l’action motrice), indépendamment des MSN ciblés 

(Albin et al., 1989). 

 

Les interneurones (IN) non-épineux constituent entre 5 et 10 % de la population neuronale 

du striatum. Bien que numériquement minoritaires, ils exercent une modulation significative 

sur la connectivité striatale, avec pour cibles principales les autres neurones du striatum, dont 

notamment les MSN et les autres IN. Parmi ces interneurones, on distingue les interneurones 

GABAergiques et les interneurones cholinergiques (Figure 19). 

 

Plusieurs populations d’interneurones GABAergiques ont été identifiées. 

Traditionnellement, trois populations ont été identifiées, comprenant les interneurones 

exprimant la parvalbumine (PV), ceux exprimant la somatostatine (SOM), le neuropeptide Y 

(NPY) et la synthase oxyde nitrique (NOS), ainsi que ceux exprimant la calrétinine (CR) 

(Kubota et Kawaguchi, 1993 ; Vincent et Johansson, 1983). Des études ont mis en lumière des 

différences significatives dans les caractéristiques électrophysiologiques de ces interneurones. 

Les interneurones positifs à la PV se distinguent par une réponse excitatrice rapide, une 

fréquence de décharge élevée et des potentiels d'action de courte durée. En revanche, les 

interneurones SOM/NPY/NOS se caractérisent par un taux de décharge plus faible, des 

potentiels d'action de longue durée et une excitabilité à bas seuil suivie d’un plateau, ce qui les 

qualifie d'interneurones à décharge à seuil bas (LTS ; Kawaguchi, 1993 ; Tepper et al., 2010). 

Plus récemment, d'autres sous-populations d'IN GABAergiques ont été identifiées grâce à 

l'utilisation de lignées de souris transgéniques ciblant sélectivement certains marqueurs 

spécifiques. L'étude de leurs propriétés électrophysiologiques et de leur morphologie a permis 

d'identifier les sous-populations suivantes : les IN neurogliaformes (NGF), les IN à adaptation 

rapide (FAI), les IN actifs spontanément par bouffées (SABIs) et les IN exprimant la tyrosine 

hydroxylase (THINs ; voir Trapper et al., 2018 pour une revue). La diversité et la complexité 

des interneurones GABAergiques permettent donc une modulation fine du signal de sortie du 

striatum.  
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En plus des interneurones GABAergiques, le striatum est également composé 

d’interneurones cholinergiques (CINs), constituant la principale source d’ACh striatale. 

Représentant environ 2 % de la population neuronale du striatum, les CINs se distinguent des 

interneurones GABAergiques par la densité de leurs varicosités et la taille de leur soma, 

généralement comprise entre 20 et 50 microns (Bolam et al., 1984, Zhou et al., 2002). Ces 

caractéristiques morphologiques en font les principaux modulateurs des neurones striataux, 

qui expriment tous des récepteurs de l’ACh, grâce à une innervation locale étendue au sein du 

réseau striatal. Les CINs se distinguent également par leurs propriétés électrophysiologiques, 

présentant une activité in vivo dite tonique, caractérisée par une décharge spontanée continue 

(Wilson et al., 1990). De plus, ils sont reconnus pour leur réponse rapide à un stimulus saillant, 

suivi d’une pause, bien que leur rôle dans la réponse dopaminergique demeure toujours 

mystérieux (Cragg, 2006). 

 

Les CINs ainsi que certains IN GABAergiques tels que les LTS et CR-positifs se localisent 

préférentiellement à la jonction entre les striosomes et la matrice, suggérant ainsi leur 

importance dans la régulation inter-compartimentale du striatum (Figure 17 ; Crittenden et 

al., 2017). De plus, Salinas et al. (2016) ont montré qu’il n’y avait pas de différence de 

modulation dopaminergique entre les compartiments médiée par les récepteurs nicotiniques 

de l’acétylcholine (nAChRs), suggérant donc que les CINs régulent la transmission 

DAergique de manière similaire à travers les différents compartiments (Brimblecombe et 

Cragg, 2017). 

 

L'hétérogénéité des populations neuronales du striatum permet ainsi une intégration et un 

traitement des informations sensori-motrices en provenance des afférences corticales 

notamment grâce à la diversité phénotypique intrinsèque de chaque type d'interneurone 

GABAergiques et cholinergiques. Ces interneurones, par leurs caractéristiques anatomiques, 

morphologiques, histochimiques et électrophysiologiques, influencent la réponse relayée par 

les MSN vers les structures de sortie des GB. Ils agissent soit directement sur les MSN, soit 

en modulant les interneurones GABAergiques, facilitant ainsi l'exécution des réponses 

comportementales (Assous et Tepper, 2019). En particulier, le NAc est une région fascinante 

de par la diversité des comportements qu’il régule. 
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3.2. Diversité des comportementaux liés NAc : aperçu de la richesse des 

fonctions de cette région cérébrale 

 

La structure complexe du striatum occupe une position centrale dans le traitement de 

l'information, comme nous l'avons exploré précédemment sur le plan anatomique et 

fonctionnel. Cela se traduit par son implication dans une variété de comportements. En 

particulier, le noyau accumbens, en raison de ses caractéristiques anatomiques, agit comme 

une interface entre les régions limbiques et motrices. Il présente ainsi une importance 

significative dans les comportements liés à la motivation, la récompense, l'aversion, ainsi que 

dans les processus d'apprentissage et de mémoire (Mogenson et al., 1980 ; Volkow et al., 2017). 

 

3.2.1. Rôle du NAc dans l’apprentissage et la prise de décision 

 

Le noyau accumbens (NAc) occupe une position centrale dans le circuit de la récompense 

et la prise de décision, étroitement liés à l'apprentissage associatif. Ce type d'apprentissage 

implique l'association entre un stimulus neutre de l’environnement et une valeur émotionnelle 

saillante, qu'elle soit appétitive ou aversive. Cette association permet de guider la réponse 

comportementale motivée, en favorisant l'approche des récompenses et l'évitement des 

situations aversives, ce qui est essentiel pour notre survie. 

 

Le NAc est impliqué dans une variété de comportements associés à la recherche de la 

récompense, tels que la recherche de nourriture, l'usage de drogues ou encore les interactions 

sociales. Ces comportements découlent d'apprentissages de types pavloviens, contextuels ou 

opérants, dans lesquels le NAc joue un rôle central, notamment grâce à l'implication du 

système dopaminergique dans le renforcement positif (Saunders et al., 2018 ; Tsai et al., 2009 

; Parker et al., 2016). 

 

La théorie classique de l'apprentissage associatif postule que la dopamine agit comme un 

signal d'apprentissage, contribuant au renforcement des associations conditionnées (Keiflin et 

Janak, 2015 ; Schultz et Dickinson, 2000; Hart et al., 2024). Plus spécifiquement, la dopamine 

encode un signal d'erreur de prédiction de la récompense (RPE), reflétant la différence entre 

la récompense prédite et celle reçue (Schultz, 1998 ; Dayan et Balleine, 2002). Des 

enregistrements électrophysiologiques et des manipulations optogénétiques chez des animaux 

vigiles ont révélé une augmentation de l'activité phasique des fibres dopaminergiques de la 

VTA suite à la présentation de stimuli appétitifs non prédits mais également de stimuli 
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prédictifs de la récompense, tandis que les stimuli attendus ne changent pas leur activité 

(Mirenowicz et Schultz, 1994 ; Pan et al., 2005 ; Cohen et al., 2012). De plus, l’absence de 

récompense préalablement prédite induit une diminution de leur activité (Schultz et al., 1993). 

 

En particulier, le circuit des neurones de projection de la VTA vers le NAc (VTA-NAc) a 

été associé à la consommation conditionnée de nourriture appétitive (Parker et al., 2016 ; Day 

et al., 2007 ; Saunders et al., 2018). Par exemple, Parker et al. (2016) ont observé, lors d’une 

tâche de conditionnement opérant probabilistique, une activation préférentielle de ce circuit 

lors de la consommation de nourriture appétitive et lors de la présentation d'un stimulus 

prédictif de la récompense. Ce circuit dopaminergique est essentiel pour cet apprentissage, 

comme le montre l'absence d'apprentissage en cas d'inhibition de ce circuit. De plus, la 

dopamine provenant de la VTA semble suffire pour induire un nouvel apprentissage et 

moduler le comportement (Pascoli et al., 2015 ; Witten et al., 2011). De ce fait, la dopamine 

est traditionnellement considérée comme un signal de récompense, mais des études récentes 

suggèrent que son signal peut également encoder l'aversion, à travers une diminution de la 

libération de DA ou une diminution de l’activité des neurones DAergiques dans le NAc 

(Oleson et al., 2012 ; Matsumoto et Hikosaka, 2009). Cependant, la modulation de ce signal 

suite à un stimulus aversif dépend de la région du NAc vers laquelle la VTA projette. En 

particulier, tandis que l’activité des fibres DAergiques en provenance de la VTA est augmentée 

dans la partie ventro-médiale du NAc shell, elle est inhibée dans les parties dorso-médiale et 

latérale du NAc shell en réponse à des chocs électriques ou de stimuli qui les prédisent (de 

Jong et al., 2019).  

 

Très récemment, des chercheurs ont également montré que la DA n’agit pas comme une 

récompense puisque l’activation seule des neurones DAergiques de la VTA en guise de 

récompense ne parvient pas à reproduire comportementalement les effets de renforcement 

d’une récompense (Blanco-Pozo et al., 2024). Bien que la transmission DAergique de la VTA 

soit suffisante pour induire un apprentissage par renforcement, cela ne découle pas du fait que 

la DA agit intrinsèquement comme une récompense en soi. De plus, la théorie de la dopamine 

comme signal RPE est en partie remise en question par des découvertes montrant que 

certaines projections dopaminergiques de la VTA ne signalent pas de RPE (Parker et al., 

2016 ; de Jong et al., 2024). Par exemple, de Jong et al. (2024) ont montré à l’aide 

d’enregistrements par sonde Neuropixels qu’une sous-population de neurones DAergiques de 

la VTA projetant dans le NAc médian ne signalait pas de RPE, contrairement à ceux du NAc 

latéral. A l’inverse, ces neurones présentent une activité continue entre le stimulus et la 
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récompense, codant ainsi une valeur d’état. Cette différence d'activité a été confirmée par 

photométrie de fibre couplée à un senseur dopaminergique (D-light) dans une tâche basée sur 

une récompense probabiliste, où le signal DAergique varie en fonction de l'anticipation de la 

récompense. Ainsi, ces données récentes mettent en avant la diversité et la complexité du rôle 

des signaux dopaminergiques dans le NAc dans l’apprentissage et la récompense. 

 

Une exploration plus fine des sous-populations neuronales du NAc impliquées dans ces 

processus d'apprentissage, notamment en ciblant spécifiquement les MSN-D1R ou MSN-D2R 

à l’aide de virus conditionnels et de marqueurs spécifiques, a mis en évidence des variations 

dans l'intégration du signal (Zachry et al., 2024). Ces auteurs ont montré que les MSN-D1R 

et -D2R réagissent aux stimuli indépendamment de leur valence émotionnelle, mais que seuls 

les MSN-D2R suivent un signal de prédiction nécessaire à l'apprentissage, contrairement aux 

MSN-D1R. 

 

Plusieurs études suggèrent un rôle conjoint de la transmission DAergique et de la 

transmission cholinergique dans l’apprentissage associatif (Cragg, 2006 ; Krok et al., 2023 ; 

Chantranupong et al., 2023). En effet, les CINs sont reconnus pour signaler la saillance des 

stimuli, dû à leur activation par des événements saillants et prédictifs de la récompense (Aosaki 

et al., 1994 ; Ravel et al., 2003 ; Morris et al., 2004 ; Picciotto et al., 2012). Leur activité suite 

à un stimulus se caractérise par une montée rapide suivie d'une pause. Bien que le rôle de cette 

pause dans l'apprentissage soit encore en cours d’investigation, plusieurs études ont mis en 

lumière la contribution modulatrice des CINs dans ce processus (Belilos et al., 2023 ; Lee et 

al., 2016 ; Picciotto et al., 2012). Par exemple, Lee et al. (2016) ont observé que l'activation des 

CINs après un conditionnement de préférence de place induit par la cocaïne favorisait 

l'apprentissage d’extinction. A l’inverse, leur inhibition par modulation optogénétique 

entravait cet apprentissage. Toutefois, de manière surprenante, la modulation optogénétique 

bidirectionnelle n'a pas immédiatement affecté le comportement de conditionnement, 

suggérant que, contrairement à la dopamine, les CINs n'agissent pas directement comme des 

signaux de renforcement de l'apprentissage, mais plutôt comme des modulateurs influençant 

son efficacité. La libération d’ACh est en effet augmentée suite à un choc électrique et son 

augmentation est proportionnelle à l'intensité du stimulus aversif (Belilos et al., 2023). Ces 

résultats s'alignent avec la littérature montrant que les CINs présentent des réponses 

similaires de pause aux stimuli appétitifs et aversifs, ne fournissant pas d'indication sur la 

direction de l'apprentissage, mais seulement sur son importance (Ravel et al., 2003).  
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Des études ont également souligné l'importance des projections glutamatergiques vers le 

NAc dans les comportements de recherche de récompense, en particulier dans le contexte de 

l'interaction sociale. Par exemple, Murugan et al. (2017) ont identifié un circuit reliant les 

neurones de projection du cortex prélimbique au NAc (PL-NAc) qui joue un rôle dans la 

formation d'associations sociales (appétitives) et spatiales. À l'aide de virus conditionnels 

rétrogrades et de manipulations optogénétiques in vivo, ils ont démontré que certains de ces 

neurones ne répondaient qu'à la localisation de la souris expérimentale ou au stimulus social 

(congénère), témoignant ainsi de leur spécificité fonctionnelle. Dans un test de préférence de 

place conditionnée socialement, ils ont montré que les neurones PL-NAc intégraient à la fois 

des informations spatiales et sociales pour former des associations socio-spatiales impliquées 

dans l'apprentissage social. 

 

En résumé, le NAc joue un rôle central dans l'apprentissage et le renforcement positif au 

travers d'un réseau complexe. De manière simplifiée, ce réseau implique les projections 

dopaminergiques de la VTA pour signaler la valence émotionnelle (appétitive ou aversive) et 

la prédiction des stimuli, ainsi que les interneurones cholinergiques pour coder la saillance des 

stimuli. Les comportements motivationnels et d'apprentissages influencent un large éventail 

de nos actions, et leurs dysfonctionnements sont associés à diverses pathologies neurologiques 

telles que la maladie de Parkinson et la maladie de Huntington, ainsi qu'à de nombreux 

troubles psychiatriques tels que la dépression, l'addiction, les troubles de l'attention et les 

troubles compulsifs (Salamone et al., 2015). Comprendre et traiter ces comportements 

inadaptés nécessite donc une étude approfondie des mécanismes neuronaux sous-jacents. 

 

3.2.2. Le NAc et la régulation du sommeil 

 

Les troubles du sommeil, fréquemment observés dans les troubles psychiatriques et 

neurologiques associés à des dysfonctionnements du NAc, soulignent l’importance de cette 

région cérébrale dans la régulation du sommeil (Russo et Nestler, 2013 ; Lazarus et al., 2012). 

Chez l’humain, des dysfonctionnements du NAc sont également associés à des troubles du 

sommeil, tels que l’insomnie (Shao et al., 2020). Des observations similaires ont été faites chez 

la souris, où des lésions du NAc sont associées à une augmentation de l’éveil (Qiu et al., 2012).  

 

Des recherches ont initialement identifié le rôle de la transmission dopaminergique 

provenant de la VTA dans la régulation des états veille-sommeil, en particulier dans la 

promotion de l’éveil (Léna et al., 2005 ; Eban-Rothschild et al., 2016 ; Toth et al., 2023). En 
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effet, l’inhibition chémogénétique de ces neurones est associée à une diminution de l’éveil et à 

une augmentation de la durée des épisodes de sommeil lent ainsi que du nombre de phases de 

sommeil paradoxal (SP) (Eban-Rothschild et al., 2016). Afin d’approfondir le lien causal entre 

les neurones de la VTA et l’éveil, les auteurs ont effectué des manipulations optogénétiques 

dans la VTA et ses régions cibles. Les résultats suggèrent que l’activation optogénétique aiguë 

des neurones dopaminergiques de la VTA pendant le sommeil lent (SL) facilite la transition 

vers l’éveil, en particulier via ses projections dans le NAc, le DLS, et la CeA. En revanche, 

seule l’activation optogénétique semi-chronique de la voie VTA-NAc a induit un état d’éveil 

au détriment du SL et du SP, mettant en évidence un rôle prédominant du NAc dans la 

promotion de l’éveil. En lien avec ces constatations, il a été observé que des taux plus élevés 

de dopamine dans le NAc sont associés à l'état d'éveil par rapport au sommeil lent, comme 

démontré in vivo par des enregistrements par microdialyse ou photométrie de fibre utilisant 

le senseur fluorescent de la dopamine dLight1.1 (Léna et al., 2005 ; Toth et al., 2023). Par 

ailleurs, on retrouve également des taux plus élevés de DA dans le NAc (core et shell) pendant 

le SP que dans les autres états (Toth et al., 2023).  

 

L’utilisation de récepteurs artificiels activés par ligand de synthèse (DREADDs), exprimés 

de manière sélective dans les MSN-D1R ou -D2R, a permis d’affiner le rôle du NAc dans la 

régulation des états veille-sommeil, révélant des différences dans l’activité de ces neurones 

dans la modulation du sommeil. Une étude menée par Luo et al. (2018) a mis en évidence, 

grâce à l’enregistrement des MSN-D1R par photométrie de fibre couplé à des enregistrements 

EEG et EMG, une corrélation entre les états veille-sommeil et l’activité de ces neurones. 

Leurs résultats ont montré une augmentation de l'activité des MSN-D1R pendant les phases 

d'éveil et de SP. L’activation chémogénétique par injection du ligand clozapine-N-oxyde 

(CNO) des MSN-D1R dans le NAc prolonge les périodes d’éveil, indépendamment du cycle 

jour-nuit. De plus, leur activation optogénétique facilite la transition du SL vers l’éveil. Ces 

observations démontrent ainsi une association entre l’activation de la voie des MSN-D1R et 

l’éveil. De plus, une autre étude a également montré que l’activation chémogénétique des 

MSN-D1R est associée à une diminution du SP, tandis que leur inhibition est liée à une 

augmentation du SP, soutenant ainsi le rôle des MSN-D1R dans le sommeil paradoxal 

(McCullough et al., 2021). En revanche, ces auteurs n’ont pas observé directement d’effet de 

l’activation de ces neurones sur l’éveil, ni sur le SL.  

 

Contrairement à la voie des MSN-D1R, la voie des MSN-D2R a plutôt été associée au 

sommeil (Figure 21). En effet, en ciblant spécifiquement les neurones qui expriment le 
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récepteur A2a (A2aR), correspondant aux neurones MSN-D2R, Oishi et al. (2017) ont montré 

que leur activation chémogénétique dans le NAc augmente les quantités de SL. Ces résultats 

ont été corroborés par McCullough et al. (2021) chez des souris exprimant la Cre sous le 

promoteur du récepteur D2, ciblant plus spécifiquement les MSN-D2R, où l’activation 

chémogénétique des MSN-D2R est associée à une augmentation du SL ainsi qu’à une 

diminution de l’éveil. De plus, des modulations optogénétiques, ont révélé que le SL était 

rapidement induit par l’activation des MSN-D2R. Afin de déterminer les voies neuronales 

impliquées dans cette induction de SL, Oishi et al. (2017) ont stimulé différentes régions cibles 

des MSN-D2R, notamment la VTA et le VP. Ils ont constaté que la stimulation optogénétique 

des MSN-D2R projetant spécifiquement vers le VP, et non vers la VTA, entraînait une 

augmentation du SL. Ces résultats suggèrent que l’effet inducteur de sommeil lent par les 

neurones MSN-D2R est principalement favorisé par la voie NAc-VP. De plus, ces effets ont 

été observés spécifiquement dans le NAc core et non dans le shell. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21. Schématisation de la régulation des états veille-sommeil par le NAc. 

L’activation par les récepteurs A2AR des projections inhibitrices du NAc vers le VP, LHA, PB et VTA 

participent à l’éveil. A l’inverse, l’inhibition du NAc par les récepteurs D2R inhibe le système d’éveil. 

A2AR : récepteurs d’adénosine A2A ; D2R : récepteurs dopaminergiques D2 ; NAc : noyau 

accumbens ; VP : pallidum ventral ; LHA ; hypothalamus latéral ; PB : noyau parabrachial ; VTA : aire 

tegmentale ventrale ; BF : prosencéphale basal ; VLPO : aire optique préventrale ; TMN : noyau 

hypothalamique tubéromammillaire ; LC : locus cœuruleus ; mPFC : cortex préfrontal médial. Lazarus 

et al. (2012). 

 

Alors que la recherche sur le rôle du NAc dans la régulation du sommeil est toujours en 

cours, plusieurs résultats robustes suggèrent son implication dans l'induction de l'éveil ou du 
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sommeil. Notamment, il semble que la voie des MSN-D1R soit principalement associée à 

l'éveil, tandis que la voie des MSN-D2R est plutôt liée au sommeil. La présence de troubles du 

sommeil dans diverses maladies psychiatriques souligne l'importance d'explorer les 

mécanismes du NAc dans le sommeil en interaction avec ces pathologies. 

 

3.2.3. Le NAc et la susceptibilité au stress : de l’anxiété à la dépression  

 

De nombreuses études se sont intéressées au rôle du NAc dans les troubles de l’humeur 

dont la dépression et l’anxiété, en mettant en évidence l’importance de la voie mésolimbique 

(de la VTA vers le NAc) en particulier dans des modèles de dépression induite par un stress 

chronique.  

 

Notamment, la susceptibilité au stress et les symptômes anxio-dépressifs ont été étudiés à 

travers le modèle de CSDS. Ces études ont souligné la fonction essentielle des projections de 

la VTA vers le NAc dans l'apparition des symptômes dépressifs, lesquels peuvent être atténués 

par un traitement chronique aux antidépresseurs (Berton et al., 2006 ; Krishnan et al., 2007 ; 

Cao et al., 2010). Plus précisément, la susceptibilité au stress est corrélée à une augmentation 

de l'activité phasique de ces neurones. Des enregistrements ex vivo et in vivo ont révélé une 

augmentation de la fréquence de libération par bouffées (bursts), ainsi qu'une augmentation du 

nombre d'impulsions (spikes) par bouffée après un stress chronique de défaite sociale (Krishnan 

et al., 2007 ; Cao et al., 2010 ; Barik et al., 2013). En outre, une modulation bidirectionnelle 

des neurones VTA-NAc a été réalisée grâce à des techniques d'injection de virus rétrogrades 

dans le NAc et d'expression de la channelrhodopsine dans la VTA. L'activation phasique par 

optogénétique de la voie mésolimbique pendant le CSDS induit un phénotype de susceptibilité, 

caractérisé par une diminution de l’interaction sociale et une anhédonie, tandis que son 

inhibition favorise la résilience (Chaudhury et al., 2013). 

 

De façon étonnante, cette modulation de l’activité dopaminergique n’a aucun effet sur les 

comportements de type anxieux, suggérant des mécanismes neuronaux distincts entre la 

susceptibilité et les comportements de type anxieux (Krishnan et al., 2007 ; Chaudhury et al., 

2013). Ces données mettent donc en avant la contextualité de cette adaptation 

comportementale d’anxiété par rapport au type de stress. Ces résultats sont en accord avec 

d'autres études utilisant d'autres modèles de stress. Par exemple, dans le stress chronique 

modéré (CMS), la stimulation phasique des neurones VTA-NAc promeut la résilience en 

inversant le phénotype dépressif (Tye et al., 2013 ; Tanaka et al., 2012). De plus, les 
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comportements de type anxieux qui ne sont pas liés à la susceptibilité déterminée par 

l'évitement social dans le CSDS, peuvent être influencés par d’autres formes de stress telles 

que le stress émotionnel chronique (CES), impliquant également le NAc. En effet, l'inhibition 

des projections du NAc vers la VTA induit des comportements de type anxieux, tandis que 

leur activation chronique au moment du stress inverse ce phénotype (Qi et al., 2022). De plus, 

l’étude des réponses comportementales pendant le stress de défaite sociale combinée à 

l’enregistrement de l’activité calcique des neurones VTA-NAc par photométrie de fibre a 

permis d’associer la susceptibilité au stress au contexte de l’activité dopaminergique dans le 

NAc pendant la période de confrontation entre la souris expérimentale et son agresseur CD1. 

Ainsi, la stimulation des neurones VTA-NAc pendant un comportement de riposte envers 

l’agresseur induit un phénotype résilient, tandis que leur stimulation durant un comportement 

d’évitement actif (par échappement) ou passif (par séparation post-attaque) est plutôt associée 

à un phénotype de susceptibilité (Willmore et al., 2022).  

 

Les recherches récentes ont identifié le rôle des différentes sous-populations cellulaires du 

NAc dans la susceptibilité au stress (Francis et al., 2015 ; Muir et al., 2018). Chez les souris 

susceptibles, le stress de défaite sociale induit des effets opposés dans les deux sous-types de 

MSN, avec une diminution de la fréquence d’excitation pré-synaptique dans les MSN-D1R 

accompagné de son augmentation dans les MSN-D2R (Francis et al., 2015). La susceptibilité 

au stress est ainsi bi-directionnellement modulée par les MSN-D1R, dont l’activation 

optogénétique induit un phénotype résilient tandis que leur inhibition conduit à un phénotype 

susceptible (Francis et al., 2015). De plus, une étude utilisant la photométrie de fibre pour 

enregistrer l'activité des MSN-D1R et MSN-D2R a montré que le profil d'activité de ces 

neurones pouvait être prédictif de la susceptibilité au stress (Muir et al., 2018). Avant 

l'exposition à un stress chronique de défaite sociale, l'amplitude des transients des MSN-D1R 

est réduite chez les souris futures susceptibles, tandis qu'elle ne change pas chez les souris 

futures résilientes. Cette différence suggère un possible marqueur neuronal prédictif de la 

susceptibilité au stress. Ces résultats indiquent une modulation différentielle des MSN, ce qui 

pourrait être expliqué par les différentes cibles de projection des MSN-D1R, projetant 

principalement vers la VTA, par opposition aux MSN-D2 qui projettent principalement vers 

le pallidum ventral (Smith et al. , 2013). Ces observations appuient l'idée d'une neuro-

adaptation différentielle dépendante des sous-populations neuronales du NAc et des voies 

impliquées dans la réponse au stress. 
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Notamment, alors que le rôle des CINs dans la régulation de l'activité du NAc est bien 

établi, leur implication dans la réponse au stress a moins été étudiée. Seules quelques études 

ont démontré l’implication des CINs dans la susceptibilité au stress (Warner-Schmidt et al., 

2012 ; Cheng et al., 2019). Par exemple, une diminution de l'activité des CINs dans le NAc  

shell a été observée chez les souris susceptibles suite à un stress de défaite sociale, mais pas 

chez les souris résilientes (Cheng et al., 2019). Cette étude a également montré un contrôle 

bidirectionnel de l’activité des CINs dans la susceptibilité au stress. L'inhibition 

chémogénétique de ces neurones lors d'une défaite sociale aiguë entraîne un phénotype de 

susceptibilité, caractérisé par une diminution de l'interaction sociale et de la préférence pour 

le sucrose. A l’inverse, une activation chronique des CINs conduit à une inversion de ces 

phénotypes, suggérant un rôle dynamique de ces neurones dans la réponse au stress. Ces 

résultats concordent avec d'autres études démontrant que la destruction sélective des CINs, 

réalisée par expression de t-toxines, induit des comportements dépressifs tels que l'anhédonie 

(Warner-Schmidt et al., 2012).  

 

Bien que peu nombreuses, ces données mettent en évidence l'importance des CINs, et par 

conséquent, l’importance de la transmission cholinergique dans les comportements de 

susceptibilité au stress. Cependant, il est important de noter que la neurotransmission des 

CINs ne se limite pas à l'acétylcholine, car ceux-ci co-libèrent également du glutamate grâce 

au transporteur vésiculaire de glutamate de type 3 (VGLUT3 ; Gras et al., 2008). Ainsi, les 

méthodes de neuromodulation utilisées dans les études réalisées sur les CINs affectent 

également la transmission glutamatergique des CINs, et soulignent le rôle potentiel de 

VGLUT3 dans les comportements associés à la susceptibilité au stress. 

 

3.3. VGLUT3: un acteur clé dans le développement des troubles psychiatriques 

 

3.3.1. Distribution anatomique et synergie vésiculaire de VGLUT3 

 

Les transporteurs vésiculaires de glutamate (VGLUTs) permettent l’accumulation de 

glutamate dans les vésicules synaptiques, participant ainsi à la neurotransmission 

glutamatergique (pour revue, voir El Mestikawy et al., 2011). Trois isoformes de VGLUTs 

ont été identifiés. Parmi eux, VGLUT1 et VGLUT2 se distinguent par leur profil d’expression 

prédominante dans les régions corticales et sous-corticales respectivement, principalement, 

mais pas strictement, associée aux neurones glutamatergiques (Ni et al., 1995 ; Frémeau et al., 

2001 ; Herzog et al., 2001). A l’inverse, l’expression de VGLUT3 est plus restreinte. Sa forme 
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protéique et son ARNm sont retrouvés dans diverses populations de neurones, à la fois 

corticales et sous-corticales (Figure 22). Par ailleurs, il est également retrouvé dans la moelle 

épinière et dans le système nerveux périphérique, notamment dans les cellules amacrines de 

la rétine, les cellules ciliées de la cochlée, ainsi que dans le foie et le rein (Cheng et al., 2017 ; 

Lee et al., 2014 ; Ruel et al., 2008 ; Gras et al., 2002 ; Frémeau et al., 2001). 

 

 

Figure 22. Distribution des ARNm et de la forme protéique du transporteur vésiculaire 
de glutamate 3 (VGLUT3). 

Glu : glutamate ; ACh : acétylcholine ; GABA : acide gamma-aminobutyrique ; 5-HT : sérotonine ; 

CCK : cholécystokinine. Favier et al. (2021). 

 

En plus de son expression régionale différentielle, VGLUT3 se démarque également par 

la nature des neurones au sein desquels il est exprimé. En effet, on le retrouve dans des 

neurones initialement identifiés comme non-glutamatergiques (Gras et al., 2002 ; Schafer et 

al., 2002 ; Herzog et al., 2004). Ainsi, il est exprimé des neurones sérotoninergiques du noyau 

du raphé, et dans des neurones cholinergiques du prosencéphale basale (BF ; Favier et al., 

2021). D’autre part, il est également retrouvé au niveau de divers interneurones corticaux et 

sous-corticaux tels que les interneurones GABAergiques du cortex, de l’hippocampe, et de la 

BLA, ainsi que les interneurones cholinergiques du striatum (Gras et al., 2002 ; Gras et al., 

2008 ; Hioki et al., 2010 ; Somogyi et al., 2004 ; Omiya et al., 2015 ; Fasano et al., 2017). Ainsi, 
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la présence de VGLUT3 est remarquée dans de nombreuses structures impliquées dans les 

comportements émotionnels. 

 

L’expression atypique de VGLUT3 dans des neurones non-glutamatergiques souligne son 

rôle potentiel dans la régulation de la neurotransmission de ces neurones, notamment à 

travers sa co-libération. Des études ont révélé la co-expression de VGLUT3 avec d’autres 

transporteurs vésiculaires de neurotransmetteurs, comme le transporteur vésiculaire de 

l’acétylcholine (VAChT) dans les CINs ou le transporteur vésiculaire des monoamines 2 

(VMAT2) dans les neurones sérotoninergiques du raphé ou de l’hippocampe (Gras et al., 

2008 ; Amilhon et al., 2010 ; Shutoh et al., 2008). Cette co-expression suggère une libération 

simultanée de glutamate et d’ACh/5-HT dans ces différentes populations neuronales. Par 

exemple, plusieurs études ont démontré par activation optogénétique la co-transmission de 

glutamate et de 5-HT dans l’amygdale basale, la VTA et le NAc (Sengupta et al., 2017 ; Liu 

et al., 2014). De plus, il a été montré que la photo-activation des CINs induit des courants 

glutamatergiques (Higley et al., 2011). D’autre part, l’invalidation du gène codant VGLUT3 

(VGLUT3-/-), entraîne une diminution de l’accumulation vésiculaire d’ACh et de 5-HT 

radiomarquées, ainsi qu’une diminution des courants glutamatergiques et cholinergiques 

après photo-activation, suggérant que VGLUT3 potentialise l’accumulation vésiculaire de ces 

neurotransmetteurs et renforce ainsi leur transmission, un phénomène connu sous le nom de 

« synergie vésiculaire » (Gras et al., 2008, Nelson et al., 2014 ; Amilhon et al., 2010).   

 

La synergie vésiculaire désigne l'augmentation de l'accumulation vésiculaire et de la taille 

du quantum de libération à la fois pour le glutamate et son co-neurotransmetteur (co-NT) 

(Gras et al., 2008 ; Amilhon et al., 2010). Plusieurs hypothèses ont été avancées afin 

d’expliquer ce phénomène. El Mestikawy et al. (2011) ont proposé que la synergie vésiculaire 

repose sur des modifications des propriétés électrochimiques des membranes des vésicules 

suite à l’entrée de glutamate. Cette hypothèse suggère que l’apport de charges négatives par 

le glutamate, en acidifiant la vésicule, augmente le gradient de pH (μH+) dans ces membranes, 

dépendant de la pompe à protons vacuolaire (V-ATPase). Cette augmentation du μH+ 

rallongerait le temps d’accumulation vésiculaire des co-NT, entraînant ainsi une 

augmentation de leur accumulation vésiculaire (Figure 23). 

 

La question de savoir si cette co-transmission résulte d’une libération simultanée des deux 

NT au sein de la même vésicule ou bien d’une libération différentielle par des populations 

vésiculaires distinctes reste ouverte. En effet, plusieurs études ont montré par activation 
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optogénétique que les CINs pouvaient libérer soit uniquement du glutamate, soit uniquement 

de l’ACh (Ren et al., 2011). Récemment, une étude de la distribution des transporteurs 

vésiculaires VAChT et VGLUT3 dans les vésicules isolées du striatum par microscopie à 

super-résolution couplée à des ligands fluorescents a montré une distribution mixte (Cristofari 

et al., 2022). Environ 34% de vésicules contenaient à la fois VAChT et VGLUT3, 40% 

contenaient uniquement VAChT et 26% contenaient uniquement VGLUT3 (Figure 24). Cette 

répartition suggère qu’une libération simultanée pourrait avoir lieu, ce qui renforce la théorie 

de la synergie vésiculaire. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23. Représentation des mécanismes moléculaires de la synergie vésiculaire. 

VAChT : transporteur vésiculaire de l’acétylcholine ; VGLUT3 : transporteur vésiculaire du 

glutamate ; V-ATPase : pompe à protons vacuolaire. El Mestikawy et al. (2011). 

 

La présence de VGLUT3 dans les régions impliquées dans diverses fonctions cognitives 

et émotionnelles, ainsi que son rôle dans la co-transmission, confèrent à VGLUT3 une 

importance capitale dans la régulation de nombreux processus émotionnels, et dans les 

dysfonctionnements associés. 

 

of protons (
the membrane, which is 
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Figure 24. Représentation du modèle 
hypothétique de distribution et de 
proportions de VAChT et VGLUT3 au sein 
des interneurones cholinergiques. 

CINs : interneurones cholinergiques ; VAChT : 

transporteur vésiculaire d’acétylcholine ; 

VGLUT3 : transporteur vésiculaire de 

glutamate 3 ; ACh : acétylcholine ; Glut : 

glutamate. Adapté de Cristofari et al. (2022). 

 

 

 

 

3.3.2. Implication de VGLUT3 dans le développement des troubles psychiatriques 

 

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle de VGLUT3 dans les troubles associés aux 

comportements motivationnels (Sakae et al., 2015 ; Qi et al., 2014 ; Wang et al., 2019). Par 

exemple, l’absence de VGLUT3 dans un modèle murin (VGLUT3-/-) a été associée à un 

renforcement des comportements addictifs dans un protocole d’auto-administration de cocaïne 

(Sakae et al., 2015).  Dans le NAc, la libération de glutamate dépendante de VGLUT3 par les 

CINs induit une diminution de la transmission dopaminergique en agissant sur les récepteurs 

métabotropiques (mGluRs), régulant ainsi négativement les propriétés renforçantes de la 

cocaïne. De plus, la modulation de l’apprentissage associatif par VGLUT3 ne s’effectue pas 

seulement par les CINs, mais aussi par les fibres VGLUT3/5-HT. En effet, l’activation 

optogénétique dans la VTA des fibres VGLUT3/5-HT provenant du raphé dorsal augmente 

la libération de DA dans le NAc, renforçant ainsi l’apprentissage induit par une récompense 

dans le conditionnement de préférence de place (Qi et al., 2014 ; Wang et al., 2019).  

 

VGLUT3 est également impliqué dans les troubles de peur et de l’anxiété. Les souris 

invalidées pour le gène codant VGLUT3 présentent des comportements de type anxieux, tels 

qu’une réduction du temps passé dans les bras ouverts du labyrinthe en croix surélevé, ainsi 

que des comportements de stéréotypie (Amilhon et al., 2010 ; Balázsfi et al., 2018). Les auteurs 

ont montré que VGLUT3 modulait la transmission sérotoninergique dans l’hippocampe, et 

ont suggéré l’hypothèse d’un lien potentiel entre cette transmission et les comportements 

d’anxiété observés. De plus, VGLUT3 a été impliqué dans la mémoire aversive et la 

généralisation de la peur. Les souris VGLUT3-/- soumises à un paradigme de peur 
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conditionnée à un contexte par chocs électriques présentent des taux d’immobilité plus élevés, 

une mémoire contextuelle accrue ainsi qu’une peur généralisée à différents contextes (de 

Almeida et al., 2023 ; Balázsfi et al., 2018). 

 

Enfin, plusieurs études ont établi un lien entre VGLUT3 et la réponse au stress, dont le 

dysfonctionnement conduit au développement de troubles psychiatriques associés à ce stress. 

Dans la VTA, l’inhibition chronique par optogénétique des fibres VGLUT3/5-HT provenant 

du DRN chez des souris résilientes après un stress de défaite sociale induit un phénotype de 

susceptibilité (Zou et al., 2020). De plus, dans le DRN, l’étude quantitative des neurones 

VGLUT3-positifs exprimant la protéine c-Fos comme marqueur de leur activité, a révélé leur 

activation après un stress de défaite sociale aiguë, soulignant ainsi leur implication dans la 

réponse au stress (Henderson et al., Annexe 1). De manière surprenante, la suppression 

conditionnelle de VGLUT3 dans ces neurones affecte également la réponse adaptative au 

stress des états veille-sommeil. Ainsi, l’éveil induit par le stress, puis l’augmentation du 

sommeil qui s’ensuit sont atténués en l’absence de VGLUT3 dans le raphé dorsal. 

 

Ces recherches ont ainsi mis en lumière l’importance du rôle de VGLUT3 dans divers 

comportements pathologiques liés à la récompense, à l’apprentissage et à la mémoire, à 

l’humeur, ainsi qu’au sommeil, offrant ainsi de nouvelles perspectives thérapeutiques ciblant 

VGLUT3.  

 

3.3.3. VGLUT3-p.T8I : enjeux translationnels de ce variant allélique 

 

En raison de son implication dans l’addiction évaluée par un protocole d’auto-

administration de cocaïne, et en particulier dans la rechute, une étude s’est intéressée au rôle 

des variations alléliques du gène codant VGLUT3 (SLC17A8) dans l’addiction chez l’humain 

(Sakae et al., 2015). Le séquençage du gène SLC17A8 chez des patients souffrant d’addiction 

sévère à la cocaïne et/ou aux opiacés a permis d’isoler sept variants alléliques. Parmi eux, le 

variant p.T8I, caractérisé par la substitution d’une thréonine par une isoleucine en position 8, 

a été retrouvé à 9 reprises dans cette population et se trouve principalement identifié chez des 

patients d’origine nord-africaine (Figure 25). L’analyse de la fréquence allélique de ce variant 

chez des sujets sains d’origine africaine a confirmé sa spécificité ethnique, étant présent dans 

1,8% de cette population. Une étude d’association gène-candidat complémentaire portant sur 

des patients souffrant d’addiction sévère et de troubles du comportement alimentaire (TCA) a 

révélé que le variant p.T8I était présent chez 1,4% des patients et était associé à des 
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symptômes psychotiques ainsi qu’à une prévalence élevée de dépendance à d’autres substances, 

telles que l’alcool (Favier et al., 2024). 

 

Figure 25. Modélisation en 3-
dimensions de VGLUT3 (a, b) et 
VGLUT3-p.T8I (c, d). 

Favier et al. (2024) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin d’étudier le rôle de ce variant, une lignée de souris a été créée par l’introduction de 

l’allèle muté p.T8I dans le gène SLC17A8 (souris VGLUT3T8I/T8I). Les recherches menées 

par Favier et al. (2024) ont montré que le variant n’avait aucun impact sur l’expression ni sur 

la fonction de VGLUT3. En effet, l’analyse de la distribution de VGLUT3 dans le cerveau, 

effectuée par immunoradioactivité, n’a révélé aucune modification. De plus, l’étude de 

l’accumulation vésiculaire de glutamate radioactif ([3H]) sur des vésicules isolées du striatum 

a montré que le transport du glutamate n’était pas affecté par le variant (Figure 26). 

 

 

Figure 26. Le variant p.T8I 
n’altère pas le transport du 
glutamate. e 

Recapture vésiculaire de glutamate 
sur vésicules isolées fonctionnelles de 
striatum.  Favier et al. (2024). 
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Du fait des effets biochimiques et neurophysiologiques du variant p.T8I et de leur 

pertinence dans les comportements motivationnels sains et pathologiques, Favier et al. (2024) 

ont étudié le comportement compulsif chez les souris VGLUT3T8I/T8I. Leurs résultats ont 

révélé une plus grande propension à développer des troubles du comportement alimentaire 

illustrés par une consommation excessive de nourriture dans un paradigme de binge eating et 

une perte de poids accélérée dans un protocole d’anorexie basée sur l’activité. De plus, ces 

souris présentent une tendance accrue à la rechute dans un modèle d’auto-administration de 

cocaïne. Ces observations suggèrent une association entre le variant VGLUT3-p.T8I et une 

susceptibilité importante aux troubles psychiatriques à composante compulsive, soulignant 

l’importance de l’étude de ce variant dans les différentes comorbidités de ces troubles. 
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4. Objectifs 

 

L'exposition au stress est un facteur de risque reconnu dans le développement de troubles 

psychiatriques tels que les troubles anxio-dépressifs. En France, la prévalence des troubles 

anxieux est d’environ 14% sur une période de 12 mois (Alonso et al., 2018). Ces troubles sont 

souvent associés à des perturbations du sommeil (American Psychiatric Association, 2013). 

Par exemple, environ 80% des patients atteints de dépression présentent de l’insomnie, cette 

dernière favorisant également le développement de troubles psychiatriques (Goldschmied et 

al., 2019 ; Armitage et al., 2007). Face à un événement stressant, tous les individus ne sont pas 

affectés de la même manière. En effet, chez certains, le stress va induire une réponse 

émotionnelle altérée qui, lorsque présente de façon chronique, peut conduire à des troubles 

psychiatriques. A l’inverse, certains individus ont la capacité de surmonter l’adversité et 

arrivent à maintenir un fonctionnement non pathologique malgré l’expérience stressante 

(Southwick et al., 2023). Cette résilience est le résultat d’un processus d’adaptation cognitive 

et comportementale et est influencée à la fois par des facteurs environnementaux mais 

également génétiques, expliquant la grande variabilité observée entre les individus. 

 

Cette adaptation comportementale est en grande partie médiée par les régulations 

dopaminergique et cholinergique du striatum, et du noyau accumbens plus particulièrement. 

De nombreuses études ont mis en évidence le rôle de la dopamine (DA) dans le NAc dans la 

modulation de la susceptibilité et de la résilience au stress (Chaudhury et al., 2013 ; Willmore 

et al., 2022). A l’inverse, le rôle de l'ACh au sein du NAc dans la régulation des réponses au 

stress reste relativement inexploré. Dans le NAc, l’ACh est principalement libérée par les 

interneurones cholinergiques (CINs) grâce au transporteur vésiculaire d’ACh (VAChT) et 

quelques études ont démontré que la susceptibilité au stress était modulée par les CINs (Gras 

et al., 2008 ; Warner-Schmidt et al., 2012 ; Cheng et al., 2019). Cependant, les CINs ont la 

capacité de co-libérer l'ACh et le glutamate grâce à la co-expression de VAChT et du 

transporteur vésiculaire du glutamate 3 (VGLUT3). De plus, l’accumulation vésiculaire de 

glutamate potentialise celle de l'ACh (Gras et al., 2008). Ainsi, une meilleure compréhension 

du rôle des CINs dans la susceptibilité au stress nécessite de distinguer les effets spécifiques 

de l’ACh et du glutamate.  

 

Récemment, un variant allélique rare (p.T8I) de VGLUT3 a été identifié chez des patients 

polytoxicomanes et son implication dans divers comportements pathologiques liés à la 
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compulsion et l’addiction a été démontrée dans un modèle murin (Sakae et al., 2015 ; Favier 

et al., 2024). De façon intéressante, ce variant réduit l’accumulation vésiculaire d'ACh dans le 

striatum sans affecter celle du glutamate. Ces modifications semblent liées à une diminution 

de la synergie vésiculaire dans le striatum, comme l’ont montré des travaux de l’équipe (Favier 

et al., 2024). Cette perte de synergie vésiculaire est probablement généralisable aux autres 

sous-populations neuronales qui expriment VGLUT3 telles que certains neurones 

sérotoninergiques des noyaux du raphé ou encore les interneurones GABAergiques de 

l'hippocampe et de l’amygdale basolatérale. Néanmoins, les souris p.T8I présentent des 

altérations de la fonction striatale dont une diminution de la libération d'ACh et de DA ainsi 

que des comportements associés au striatum comme l'addiction et la compulsion, permettant 

ainsi d'évaluer le rôle d'une transmission cholinergique réduite dans le striatum en réponse au 

stress. 

 

Dans ce contexte, l’objectif de mon travail de thèse a été d’évaluer le rôle du variant p.T8I 

dans la régulation de la réponse comportementale sociale et de type anxieuse et des états de 

vigilance après un stress chronique social chez un modèle murin. Dans un second temps, les 

dynamiques dopaminergique et cholinergique au sein du NAc pendant le stress et dans le 

comportement social ont également été évaluées à l’aide d’enregistrements de photométrie de 

fibre couplés à des biosenseurs fluorescents de DA et d’ACh. Les résultats obtenus permettent 

ainsi de mieux comprendre le rôle de l'ACh dans le NAc dans l'adaptation comportementale 

au stress social et contribuent ainsi à l’apport de nouvelles connaissances sur les troubles liés 

au stress. 
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Chapitre 2 –  

Matériels et Méthodes 

 

1. Animaux 

 

Les expériences ont été réalisées conformément à la directive européenne relative à la 

protection des animaux utilisés à des fins scientifiques (86/809/CEE et 2010/63/UE) et ont 

été approuvées par le ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche (numéro 

d'agrément APAFIS #31718-2021051822188705). Les animaux ont été élevés dans les 

animaleries de la NAC et du CEFI (hôpital de la Pitié-Salpêtrière et campus Pierre et Marie 

Curie, Sorbonne Université) et ont été hébergés dans une pièce à température et humidité 

contrôlées (21°C ± 2°C ; 40 % d'humidité) avec un cycle lumière/obscurité de 12 heures 

(07h30-19h30), ainsi qu'un accès ad libitum à la nourriture et à l'eau, conformément aux 

conditions d'élevage standard. 

Toutes les expériences ont été réalisées sur des souris adultes mâles et femelles (2-6 mois) 

témoins (VGLUT3+/+) ou exprimant le variant allélique VGLUT3-p.T8I homozygote 

(VGLUT3T8I/T8I) ou hétérozygote (VGLUT3T8I/+), de fond génétique C57BL/6N. Des souris 

mâles adultes SWISS (CD-1) obtenues des laboratoires Janvier (Le Genest St. Isle, France) 

ont également été utilisées pour le protocole de stress social chronique et le test d'interaction 

sociale. Tous les animaux ont été habitués à la manipulation humaine une semaine en amont 

des expériences afin de minimiser le stress lié à la manipulation. 

  

2. Stress chronique de défaite sociale  

 

Durant 10 jours consécutifs, les souris expérimentales ont été quotidiennement soumises à un 

protocole modifié de défaite sociale (Figure 29) (Challis et al., 2013 ; Henderson et al., 2017). 

Chaque jour, une souris expérimentale était placée dans la cage d'une souris mâle CD-1 

agressive pendant 5 minutes de contact physique. Ce contact physique était suivi d’une période 

de contacts sensoriels protégés de 20 minutes (visuels, olfactifs, tactiles et auditifs) au cours 
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0,9 %), puis ont été fixés dans un appareil stéréotaxique (David Kopf Instruments). Pour 

soulager la douleur, de la lidocaïne (5 mg/kg) a été appliquée localement sur le crâne des 

souris, et du méloxicam (1 mg/kg) a été injecté par voie sous-cutanée à la fin de l'intervention 

ainsi que le lendemain. 

 

5.1. Chirurgies de photométrie de fibre 

 

Afin d’évaluer les taux de DA et d’ACh dans le NAc des souris mâles, j’ai réalisé des injections 

avec les vecteurs viraux AAV2/9-hsyn-DA3h, ou GRAB-DA3h (5,85x1012 vg/mL ; Brain-

VTA, Wuhan, China) et AAV2/9-hsyn-ACh3.8, ou GACh3.8 (2,05 x1012 vg/mL ; Brain-VTA, 

Wuhan, China). Chacun a été mélangé (proportion 1 :1) avec le vecteur viral ssAAV-5/2-

hSyn1-mCherry-WPRE-hGHp(A) (6.0x1012 vg/mL ; Viral Vector Facility, Université de 

Zurich, Suisse) dilué au ½ avec du PBS 1x qui permet de faire exprimer une protéine 

fluorescente mCherry qui est insensible à la DA et à l’ACh permettant de normaliser les 

signaux de DA et d’ACh (Figure 35). Ces deux mélanges viraux ont été injectés bilatéralement 

chez des souris mâles, de manière alternée entre chaque souris pour éviter un biais de 

latéralisation. Un volume de 0,5 μL de ces deux mélanges viraux a été injecté bilatéralement 

dans le noyau accumbens shell (coordonnées antéro-postérieures (AP) : + 1,4 mm ; médio-

latérales (ML) : ± 1,6 mm ; dorso-ventrales (DV) : - 4,6 mm ; angle de 10°) à un débit de 0,2 

μL/min à l’aide d’une seringue de 10	μL (modèle 1701, Hamilton, PHYMEP, Paris, France) 

et d’une aiguille avec pointe en fibre de silice (100 μm ; PHYMEP, Paris, France). Cinq 

minutes après la fin de l’injection, l'aiguille est remontée et une fibre optique (diamètre du 

cœur de 200 µm ; diamètre de la virole en céramique de 1,25 mm ; NA 0,37 ; longueur de 7,5 

mm ; Neurophotometrics LLC, San Diego, Etats-Unis) est implantée dans le noyau accumbens 

(AP : + 1,4 mm ; ML :  ± 1,6 mm ; DV : - 4,4 mm ; angle de 10°). Ces fibres ont ensuite été 

fixées au crâne à l'aide de ciment dentaire (SuperBond, Sun Medical, PHYMEP, Paris, France) 

mélangé à du charbon végétal en poudre pour minimiser l’absorption lumineuse ambiante. 

Pour permettre la récupération et l'expression virale, une période de 4 semaines est respectée 

avant que les souris soient soumises aux expériences de photométrie de fibre optique.  
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des enregistrements polysomnographiques. Les enregistrements polysomnographiques ont 

été réalisés à l'aide d'un système d'enregistrement comprenant un câble léger relié à un pivot, 

permettant des mouvements libres. Deux jours avant le début du protocole CSDS, un 

enregistrement basal de 24 heures (BL) a été effectué. Pendant le protocole de CSDS, les 

enregistrements EEG/EMG ont commencé à 10h30 du matin, après les sessions de défaite 

sociale des jours 1 (SD1), 3 (SD3) et 10 (SD10), et se sont poursuivis jusqu'au lendemain. Cinq 

jours après la fin du protocole CSDS un enregistrement de 24 heures (Recovery 5, R5) a été 

réalisé (Figure 38). Les signaux EEG/EMG ont été amplifiés, filtrés (EEG 0,5-90 Hz ; EMG 

0,5-45 Hz) et numérisés à une fréquence d'échantillonnage de 200 Hz (EEG) et 100 Hz (EMG) 

à l'aide du module Embla (Medcare, Reykjavik, Islande). Les états de vigilance (éveil, sommeil 

lent et sommeil paradoxal) ont été analysés visuellement par périodes de 10 secondes à l'aide 

du logiciel Somnologica® (Medcare, Reykjavik, Islande), selon des critères standards. Les 

durées des états de vigilance pour chaque animal ont été exprimées en minutes par intervalles 

de 3 heures ou 12 heures. L'architecture du sommeil a été évaluée en calculant la durée 

moyenne et la fréquence des épisodes d'états de vigilance (un épisode pouvant être aussi court 

qu'une seule période). Le signal EEG a été traité pour l'analyse des spectres de puissance les 

jours suivants : BL, SD1, SD3, SD10 et R5. Sur la base de l'analyse visuelle et spectrale, les 

épisodes de 10 secondes présentant des artefacts ont été omis de l'analyse spectrale. Ensuite, 

les époques consécutives de 10 secondes ont été soumises à une transformation de Fourier 

(FFT), produisant des spectres de puissance entre 0,4 et 50 Hz avec des intervalles de 

fréquence de 0,4 Hz. Pour chaque animal et état de vigilance, un spectrogramme a été obtenu 

et les valeurs des spectres de puissance ont été divisées en 5 bandes de fréquence : delta (0,5–

4,99 Hz), thêta (5–9,99 Hz), alpha (10–12,99 Hz), bêta (13–29,99 Hz) et bas gamma (30–50 

Hz). Le spectre de puissance EEG moyen a été obtenu en moyennant les spectres de puissance 

de toutes les époques de 10 secondes d'un état donné sur des intervalles de 3 ou 12 heures. Les 

spectres de puissance EEG pour chacune des cinq bandes de fréquence sont exprimés sous 

forme de rapport de la puissance EEG moyenne sur toutes les bandes de fréquence (valeurs 

relatives) et sont comparés à BL. 
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8. Acquisition des images 

 

Les images ont été acquises à l'aide d'un macroapotome (microscope à fluorescence Zeiss 

apotome). À des fins d'illustration, les images ont été exportées au format TIFF puis corrigées 

pour le contraste, recadrées et assemblées sur Photoshop CS2 (version 9.0 ; Adobe Systems, 

Mountain View, CA, USA). Enfin, des indications supplémentaires et/ou des repères 

anatomiques ont été incorporés.  

 

9. Statistiques  
 

Toutes les données ont été analysées à l’aide du logiciel Prism 10.0 (GraphPad). Les analyses 

statistiques ont été choisies en fonction du protocole expérimental. Si la distribution des 

données suivait une loi normale, celles-ci ont été analysées soit par le test t de Student, soit 

par des ANOVA répétées ou non à deux facteurs ou des modèles mixtes lorsque certaines 

données étaient manquantes en raison de problèmes d’enregistrements de photométrie. Le test 

de comparaisons multiples de Sidak a été effectué pour l'analyse post-hoc lorsque cela était 

nécessaire, sauf indication contraire. Les données sont présentées sous forme de moyenne ± 

l’erreur standard de la moyenne (SEM), ou bien médiane ± les valeurs minimales et maximales 

dans les boîtes à moustaches. Les différences sont considérées comme significatives lorsque 

p<0,05, p<0,01 et p<0,001. L’analyse en composante principale (Principal Component Analysis, 

PCA) a été effectuée sur Prism 10.0 sur les données normalisées par un z-score (EZM, 3CP, 

et SI). Le calcul du z-score suivant a permis de normaliser les données par rapport à un groupe 

contrôle non stressé : z=(data-moyenne(data groupe contrôle))/écart-type(data groupe 

contrôle). Les proportions de variances expliquées par chaque PC et les contributions de 

variables pour chaque PC ont également été calculées. 
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Chapitre 3 –  

Résultats 

 

 

1. Étude du variant VGLUT3-p.T8I en réponse au stress 
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Abstract  

 

BACKGROUND:  

Susceptibility and resilience to chronic social stress are characterized by distinct behavioral 

profiles associated with specific dopamine (DA) dynamics in the nucleus accumbens (NAc). 

Local DA fibers and cholinergic interneurons (CINs) are pivotal regulators of NAc functions. 

While inactivating CINs in the NAc promotes susceptibility to social defeat, this effect cannot 

solely be attributed to acetylcholine (ACh) release. Indeed, CINs also express the vesicular 

glutamate transporter 3 (VGLUT3), enabling additional glutamate signaling. Therefore, the 

specific role of ACh or glutamate released by CINs within the NAc in the modulation of the 

behavioral responses to stress remains to be clarified. Recently, a rare p.T8I missense variant 

of the gene encoding VGLUT3 (Slc17a8) was found in patients with substance use disorders, 

offering new opportunities for understanding the role of VGLUT3 in striatal-related 

dysfunctions including those triggered by chronic stress. 

 

METHODS: 

We investigated the effect of the VGLUT3-p.T8I variant on behavioral susceptibility after a 10-

day of chronic social defeat stress (CSDS) in male and female mice. Fiber photometry was then 

used to record ACh and DA dynamics in the NAc in response to CSDS. 

 

RESULTS: 

We found that, following a 10-day CSDS, VGLUT3T8I/T8I mice showed higher social cue 

discrimination characterized by target-dependent social avoidance, and higher anxiety-like 

behaviors. Moreover, the p.T8I variant was associated with reduced CSDS-induced ACh 

response in the NAc. 

 

CONCLUSIONS: 

Our findings revealed that the p.T8I variant affects ACh transmission in the NAc during CSDS, 

influencing susceptibility to stress.  
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Introduction 
 

Exposure to stress, especially social stressors, is recognized to increase the risk of developing 

psychiatric conditions such as generalized anxiety and major depressive disorder (1-3). 

However, the emotional response to stress is influenced by a combination of environmental 

factors and genetics, leading to significant variability among individuals. While resilience has 

traditionally been understood as the ability to withstand stressful events without developing 

associated psychiatric conditions, recent research suggests it entails more than just the absence 

of stress-related disorders – it encompasses a multifaceted, active cognitive coping mechanism 

(1, 4-6). In both humans and rodents, proactive behaviors have been linked with resilience (7-

10). Resilience, rather than solely maintaining normal functioning in the face of stress, refers 

to the ability to adapt behaviorally to the environment despite experiencing psychiatric 

symptoms (6, 10).  

This behavioral adaptation arises from decision-making in part orchestrated by the complex 

interaction between striatal dopamine (DA) and acetylcholine (ACh) signals (11, 12). DA 

transmission is thought to regulate motivational processes, while ACh, released by cholinergic 

interneurons (CINs), is involved in regulating complex learning behaviors by signaling stimulus 

salience. Consequently, both transmissions facilitate behavioral adaptation in response to 

changes in the environment (13-16). Specifically, DA release in the nucleus accumbens (NAc) 

as well as the firing pattern of dopaminergic terminals from the ventral tegmental area (VTA) 

mediate behavioral responses to social stress associated with susceptibility and resilience (8,17-

23). Despite its importance in regulating local striatal circuitry, the role of ACh signaling within 

the NAc in mediating stress responses remains relatively unexplored. Some studies suggest that 

modulating the activity of CINs can either induce or alleviate stress susceptibility (24, 25). 

However, these manipulations affect both ACh and glutamate signaling, posing challenges for 

interpretation.  

Notably, CINs have the ability to signal with both ACh and glutamate, through the 

expression of the vesicular acetylcholine transporter (VAChT) and the vesicular glutamate 

transporter 3 (VGLUT3), respectively (26-29). Furthermore, VGLUT3  enhances the vesicular 

loading of ACh via a process known as vesicular synergy (26). Recently, we identified a rare 

allelic variant (p.T8I) of the gene encoding VGLUT3 (Slc17a8) (30).  This variant reduces ACh 

release from CINs without affecting glutamate release, thereby enabling specific investigations 

of the functional impact of reduced striatal ACh transmission (31). Therefore, mice carrying the 

p.T8I mutation (VGLUT3T8I/T8I) exhibit reduced DA levels in the dorsomedial striatum and 
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maladaptive reward-based behaviors such as excessive habits, eating disorders and substance 

use disorders (31). 

Considering the role of DA and ACh transmissions in stress susceptibility, our study aims 

to evaluate the impact of the p.T8I variant on behavioral responses to stress. We subjected 

VGLUT3T8I/T8I male and female mice to chronic social defeat stress (CSDS) and assessed their 

social and anxiety-like behaviors. We then examined whether these behavioral responses 

reflected specific DA and ACh dynamics within the NAc of mice both during CSDS and the 

social interaction test, which assesses the behavioral effect of stress on susceptibility. Our 

findings indicate a sex- and genotype-dependent stress response. The female sex, along with 

the p.T8I variant solely in male, are factors promoting social cue discrimination, characterized 

by threat-cue-dependent social avoidance, and heightened levels of CSDS-induced anxiety-like 

behaviors. In control male mice, we observed a progressive stress-induced ACh increase in the 

NAc at the onset of the attack during the social defeat. Strikingly, this increase was blunted in 

mice carrying the p.T8I variant. While ACh release remained unaffected in control male mice 

during post-CSDS social threat-cue approach, mutant mice exhibited increased ACh release. 

Collectively, our data suggest a role for VGLUT3-mediated ACh transmission within the NAc 

in regulating behavioral adaptation in response to CSDS.  
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Methods and Materials 
 

Mice 

 

Experiments adhered to the European directive on the protection of animals used for scientific 

purposes (European Committee Council Directive 2010/63/EU) and were in compliance with 

the French Ministère de l’Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la Santé et de la 

Protection Animale (authorization #31718-2021051822188705 from ethics committee Darwin 

CEEA #5). VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice were bred at Sorbonne University Rodent 

facilities. Mice were housed in standard conditions with controlled temperature (21°C ± 2°C), 

humidity (40 %) and a 12h light/dark cycle (07:30-19:30), with free access to food and water.  

Experiments were conducted on male and female mice aged 8 to 16 weeks. For the chronic 

social defeat stress, adult male CD1 mice (12-20 weeks-old, body weight: 30-35g) were used 

as aggressors (Janvier Laboratories, France). For the 3-chamber test, juvenile C56BL6 mice 

(aged 6 weeks, sex-matched) were used as social cues. 

 

Surgeries 

 

For all surgeries, mice were anesthetized with a mixture of ketamine/xylazine (90/10 mg/kg) 

with local lidocaine (5 mg/kg) and postoperative meloxicam (1 mg/kg) for pain relief. For fiber 

photometry, viral vectors (0.5 μL) were bilaterally infused into the NAc (anteroposterior (AP) 

coordinates : +1.4 mm; mediolateral (ML) : ±1.6 mm; dorsoventral (DV) : -4.6 mm; angle of 

10°). AAV2/9-hsyn-DA3h and AAV2/9-hsyn-ACh3.8 (5.85x1012 vg/mL, 2.05x1012 vg/mL; 

Brain-VTA, China) mixed (1:1 ratio) with AAV5/2-hSyn1-mCherry (6x1012 vg/mL; Viral 

Vector Facility, University of Zurich, Switzerland) were bilaterally infused in male mice. 

Optical fibers (200 µm core diameter; NA 0.37; Neurophotometrics, USA) were implanted 

above injection sites and secured with dental cement (SuperBond, PHYMEP, France) mixed 

with powdered charcoal. Mice recovered for 3 weeks before testing.  

 

Chronic social defeat stress 

 

The CSDS paradigm, as previously described (28-31), involved pairing mice with a new male 

CD1 mouse every day for 10 consecutive days. Briefly, this included a 5-minute physical 

contact session followed by a 20-minute protected sensory interaction. Female mice were 
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specifically paired and marked with unknown male CD1 urine before each social defeat as 

previously described (30-31).  

 

Behavior  

 

All behavior assays, conducted both pre- and post-CSDS exposure, included the social 

interaction (SI) test, the 3-chamber test (3C) and the elevated zero maze test (EZM). In order 

to assess social behaviors in mice, we used the SI and the 3C tests. The SI test was performed 

as previously described and consisted of two 150-second trials in an open arena (42×42×26 cm; 

10 lux), where mice interacted with either an empty cage (first trial; no target) or an unknown 

male CD1 mouse (second trial; target). The 3C test was performed in a 3-chamber arena 

(40x20x22 cm; 15 lux), with mice exploring for 10 minutes while an unfamiliar sex-matched 

juvenile mouse was in one chamber within a wire cage and an empty cage was placed in the 

other chamber. Anxiety-like behavior was assessed using the EZM. The EZM test consisted of 

an annular platform (width 7 cm; outer diameter 57 cm; elevated 90 cm; 30 lux) with mice 

exploring it for 10 minutes. Procedures were recorded and analyzed using EthoVision 14.0 

(Noldus, Wageningen, Netherlands). See Supplement for a complete description.  

 

Data acquisition 

 

DA and ACh dynamics were recorded using fiber photometry (FP3002; Neurophotometrics, 

USA) by connecting mice to the system using a multiple branching patch cord (Doris Lenses). 

Signals were acquired and synchronized with video recording via Bonsai 2.4 (75 Hz; 

http://bonsai-rx.org) on days 1 and 10 of CSDS and SI pre- and post-CSDS. Data were analyzed 

in Python. Briefly, the 470-nm-sensor signals and the 560-nm-control signal were regressed, 

detrended and then fitted. Z-scores of ΔF/F were calculated using the standard formula. See 

Supplement for detailed procedure. 

 

Immunohistochemistry 

 

At the end of fiber photometry experiments, histological analysis was performed to control for 

location of AAV injections and expressions. Mice that did not show viral expression (GFP and 

mCherry fluorescence) or proper NAc targeting were not included in subsequent data analysis.  
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Mice were injected with euthasol (ip. 400 mg/kg) and intracardially perfused with 4 % 

paraformaldehyde (PFA) solution buffered in phosphate-buffered saline (PBS). Brains were 

postfixed overnight at 4°C in a 4 % PFA solution, then cut at 35 μm using a vibratome (Leica, 

France) and stored at 4°C. Brain sections were incubated at 4 °C for 24 hours with primary 

antibodies in PBS containing 0.3% Triton X-100 (Sigma Aldrich) and 4% normal horse serum 

(Thermo Fisher Scientific). Sensors were detected with a chicken polyclonal anti-GFP (1:2000; 

Aves Labs, Portland, OR, USA; #1020, Lot #3717982) and control mCherry with a mouse 

monoclonal anti-RFP (1:1000; ChromoTek; #5F8, Lot #104272-05). Sections were rinsed after 

incubation with primary antibodies in PBS and incubated for 1 hour with anti-rabbit IgG 

coupled to Alexa Fluor 594 (1/1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A-21207), and anti-chicken 

IgY coupled to Alexa Fluor 488 (1:1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A32931). After 

rinsing, sections were coverslipped with Fluoromount-G® mounting medium (Thermo Fisher 

Scientific) and stored in the dark at 4 °C before microscopy and imaging.  

 

Image acquisition and processing      

 

After dual fluorescent immunolabeling, images were acquired using macroscope Zeiss apotome 

(Axio Zoom V16). For illustration purposes, the images were exported in TIFF format and were 

then corrected for contrast, cropped and assembled on Photoshop CS2 (version 9.0; Adobe 

Systems, Mountain View, CA, USA). Finally, additional indications and/or anatomical 

landmarks were incorporated.  

 

Statistics 

 

Analyses were performed using Prism 10.0 software (GraphPad Software, USA). Data were 

tested for normality using the Shapiro-Wilk test and then were analyzed using t tests or two-

way analysis of variance including repeated measures. For photometry data, mixed-effects 

models were used due to missing data points resulting from recording issues. Sidak's multiple 

comparisons test was performed for post-hoc analysis when necessary. See Supplement for 

more details. 

  



 - 132 - 

Results  

 

The p.T8I variant increases social cue discrimination and anxiety following CSDS in male 

mice 

 

We first investigated whether the CSDS-induced behavioral phenotypes were affected by the 

p.T8I variant. To this end, we used a mouse line engineered to express the p.T8I allelic variant 

within the Slc17a8 gene, on a C57BL/6N background (31). Male mice of both VGLUT3+/+ 

(control) or VGLUT3T8I/T8I (mutant) genotypes underwent a battery of behavioral assays, 

including social interaction (SI), 3-chamber (3C), and elevated zero maze (EZM) tests, both 

before and after exposure to a modified CSDS paradigm (Figure 1A) (32, 33). We observed a 

significant reduction in interaction time post-CSDS in both VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I 

mice in the SI test. However, this reduction was more pronounced in mutant mice (Figure 1B). 

Additionally, social preference (SP) indexes, calculated as the preference for the CD1 target 

over the empty box, were significantly decreased after CSDS in both genotypes (Figure 1B). 

However, CSDS affected differently SP across groups with VGLUT3T8I/T8I mice exhibiting a 

reduced SP index compared to VGLUT3+/+ mice (Figure 1B). These findings suggest 

heightened social avoidance behaviors towards CD1 mice following CSDS exposure in 

VGLUT3T8I/T8I male mice compared to controls. To explore the specificity of this social 

avoidance, we investigated social preference towards the C57BL/6N (B6) strain using the 3C 

test (Figure 1C).We found no significant effect of stress or genotype on SP indexes in the B6 

strain. To quantify the effects of CSDS on SP for both CD1 and B6 mice, and to compare it 

between genotypes, we performed a z-score standardization of SP indexes obtained from the SI 

and 3C tests (34). This statistical approach enabled analysis of social behavioral patterns 

following CSDS exposure. Within each genotype, z-scored SP was calculated by subtracting 

the mean of the genotype group’s scores pre-CSDS from an individual value of the genotype 

group’s score post-CSDS, and dividing this by the standard deviation from the genotype group’s 

pre-CSDS. This normalization process uncovered notable differences in behavioral responses 

between genotypes post-CSDS. Specifically, we observed genotype-dependent dynamics of 

social avoidance, with the p.T8I variant inducing a marked decrease in SP towards CD1 mice 

in the SI test but no effect on SP towards B6 mice in the 3C test. Consequently, VGLUT3T8I/T8I 

mice exhibited a significant difference in CSDS-induced SP towards CD1 compared to B6 mice 

(Figure 1D). Categorization based on z-scored SP highlighted the divergent patterns of social 

avoidance behaviors between VGLUT3T8I/T8I and VGLUT3+/+ mice (Figure 1D). Moreover, we 

quantified the variability in CSDS-induced effects on SP by calculating delta changes in z-



 - 133 - 

scored SP between SI and 3C tests. It is striking to note that VGLUT3+/+ mice exhibited delta 

changes around 0, indicative of a consistent avoidance pattern towards CD1 and B6 mice, 

whereas VGLUT3T8I/T8I mice displayed delta changes around 3, suggesting a target-dependent 

social avoidance behavior specific to the CD1 strain (Figure 1D). 

The categorization of mice into distinct groups was further revealed through scatter plotting 

of z-scored social preference data, with delineating red lines indicating lower performances in 

both tests (Figure 1E). This method revealed two primary groups: mutants exhibiting social 

avoidance towards CD1 mice but not B6 mice, and control mice demonstrating social avoidance 

towards B6 mice but not CD1 mice. To assess predictive capability of this classification, 

multiple logistic regression analysis was conducted, resulting in an 80% probability for wild-

type genotype and 86.7% for the mutant genotype. The performance of this classification model 

was further evaluated through receiver operating characteristic (ROC) curve analysis, 

demonstrating high accuracy in genotype classification, with an area under the curve (AUC) of 

0.9533, and confirmed by the high true-positive and low false-positive rate (Figure 1E). 

Furthermore, correlation matrix analysis provided insights into the relationship between social 

behaviors and genotype. The model exhibited a high positive correlation with the SI test (SP 

for CD1 mice) and a negative correlation with the 3C test (SP for B6 mice), suggesting that the 

VGLUT3+/+ genotype is accurately predicted based on decreased SP for B6 mice post-CSDS. 

In the EZM test, VGLUT3T8I/T8I mice exhibited a significant decrease in the time spent in 

open arms, indicative of heightened anxiety-like behaviors following CSDS exposure, as 

compared to VGLUT3+/+ mice (Figure 1F). Moreover, a finer principal component analysis 

(PCA) further delineated distinct behavioral phenotypes associated with each genotype, 

effectively segregating control and mutant mice primarily based on PC1 values, with 79.33 % 

of variance explained by components 1 and 2 (Figure 1F). The loading values of PC1 indicated 

that this component increases when SP for CD1 mice is low (SI: -0.72), while the SP for B6 

mice and anxiety levels are high (3C: 0.47; EZM: 0.82), thereby reflecting the mutant 

phenotype.  

Together, these findings emphasize the differential impact of CSDS on male mice’s social 

and anxiety-like behaviors. In particular, VGLUT3T8I/T8I mice showed enhanced social cue 

discrimination, characterized by specific social avoidance towards CD1 cues, alongside 

heightened anxiety-like behaviors. 
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Female mice display a male-mutant-like phenotype regardless of genotype 

 

We next sought out to investigate the influence of sex and the p.T8I variant on  behavioral 

responses to stress. Female VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice underwent identical 

behavioral assessments as male mice (SI, 3C and EZM) before and after female-adapted CSDS 

(35, 36) (Figure 2A). In the SI test, post-CSDS, female control mice exhibited a significant 

reduction in the time spent in the interaction zone, coupled with a significant decline in SP 

index (Figure 2B). As opposed to male mice, stress exerted a consistent effect on social 

avoidance behaviors towards CD1 targets in both control and mutant female mice (Figure 2B). 

Assessing avoidance generalization through the 3C test revealed no discernable effect of stress 

or genotype (Figure 2C). However, the impact of stress on z-scored SP between SI and 3C tests 

revealed notable changes in VGLUT3+/+ mice. It was indeed marked by a decrease in SP 

towards CD1 while maintaining consistent performance in the 3C test, which in turn suggests 

a CD1-specific social preference loss (Figure 2D). This pattern was mirrored in VGLUT3T8I/T8I 

mice (Figure 2D). Particularly, delta changes in SP were significantly greater than 0 in both 

control and mutant female mice, implying a significant CSDS-induced variation between SI 

and 3C tests, indicative of CD1-specific avoidance. In female mice, the presence of the p.T8I 

variant did not influence the observed CSDS-induced behavioral phenotypes witnessed in 

control mice. Rather, all female mice displayed a loss of SP for CD1 but not B6 mice, 

resembling a male-mutant-like phenotype (Figure 2E). These findings were further supported 

by logistic analysis, as evidenced by the ROC curve closely resembling the red line revealing 

the model's inability to accurately predict genotype based on these social scores (Figure 2E). 

Moreover, the predicted probability around 0.5 accentuated randomness in genotype prediction, 

confirming that female VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice display analogous CSDS-induced 

behavioral responses. Regarding anxiety-like levels, one week post-CSDS exposure, both 

control and mutant mice manifested decreased time spent in open arms, with effects persisting 

for up to one month in both groups (Figure 2F). 

 

CSDS-induced behavioral responses are sex-dependent 

 

Due to distinct behavioral outcomes to CSDS observed between male and female control mice, 

we aimed to assess sex-dependent behavioral characteristics in response to CSDS. Remarkably, 

in VGLUT3+/+ mice, we observed a marked sex-specific disparity in anxiety response. 

Specifically, one week post-stress exposure, female control mice exhibited a larger decrease in 
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the time spent in open arms (approximately 50% decrease) compared to male conspecifics 

(Figure 3A). This emphasizes the heightened anxiety-like levels displayed in female mice 

following CSDS. Conducting PCA to statistically represent behavioral responses allowed to 

distinguish between male and female mice (with 82.94% of variance being explained by 

principal components 1 and 2; Figure 3B). Female mice were associated with negative PC1 

values, while male mice exhibited positive values of PC1. The loading values of PC1 suggest 

that higher SP for CD1 mice (SI: 0.79) coupled with reduced anxiety-like behaviors (EZM: -

0.82) and reduced SP for B6 mice (3C: -0.68) were indicative of higher values of PC1, primarily 

characterizing male mice, with opposite profile delineating the female phenotype. Leveraging 

z-scored data from the SI and EZM tests, we identified two distinct phenotype clusters: female 

mice exhibiting reduced SP for CD1 mice in the SI test alongside heightened anxiety-like levels 

in the EZM test, and male mice predominantly demonstrating unaltered SI scores and anxiety 

levels (Figure 3C1). These behavioral scores served as robust determinants for constructing an 

accurate sex-based classification model, evidenced by a negative predictive power of 85.71% 

and a positive predictive power of 77.78%, corroborated by the ROC AUC of 0.86 (Figure 3C2, 

3C3). Further examination through correlation matrix analysis revealed a strong negative 

correlation between SI and EZM, indicating that as anxiety-like behavior increased, SP for CD1 

mice decreased, with this pattern being particularly observed in female mice (Figure 3C4). In 

conclusion, our findings highlight a sex-dependent distinct phenotype in control mice in 

response to stress, wherein females demonstrate elevated CSDS-induced anxiety-like levels and 

a decreased SP for CD1 mice, contrasting with males showing opposite CSDS-induced 

behavioral responses. 

 

The p.T8I variant alters ACh release in the NAc  after CSDS  

 

DA in the NAc has been proposed to encode the valence of social experiences and some studies 

indicate that ACh release from CINs drive DA release (8, 20, 37, 38). Consequently, we 

investigated potential associations between ACh and DA within the NAc and social experiences 

in VGLUT3T8I/T8I and VGLUT3+/+ mice. To achieve this, we bilaterally infused AAVs enabling 

expression of GRAB-DA3h and GACh3.8 sensors, along with an AAV enabling expression of 

a non-sensor fluorophore (mCherry), into the NAc medial shell (NAcMsh) of male mutant and 

control mice. Then, they were implanted with two optic fibers (Figures 4A-C). Monitoring of 

ACh and DA signals by fiber photometry were conducted on the first (CSDS1) and the last 

(CSDS10) social defeat of the CSDS and during the SI tests prior to and post-CSDS. Signals 



 - 136 - 

were synchronized with the onset of attacks during CSDS or with nose-touching the box 

containing the CD1 mouse during the SI test (Figure 4D). Our findings revealed a significant 

increase in ACh release in response to attack onset on CSDS10 compared to CSDS1 in 

VGLUT3+/+ mice, as evidenced by increased AUC and maximum z-scored values (Figure 4E1). 

Strikingly, this CSDS-induced elevation in ACh release was not observed in mutant mice. This 

suggests that ACh release at attack onset across the CSDS paradigm did adapt over time in 

control mice, but not in VGLUT3T8I/T8I mice. Conversely, DA signals remained unaltered across 

the CSDS exposure in both control and mutant mice suggesting that ACh and DA release can 

be independently regulated in response to social stress in the NAcMsh (Figure 4E2). 

Furthermore, when ACh and DA signals were time-locked to nose-to-box interaction during the 

target condition of the SI test, no alterations to ACh or DA signals were observed in control 

mice after CSDS exposure (Figure 4F). Intriguingly, mutant mice displayed a significant 

increase in ACh release during post-CSDS SI test (Figure 4F1). As for control mice, 

VGLUT3T8I/T8I mice displayed no significant modification in DA release across the SI test, 

despite an upwards trend (Figure 4F2). Together, these results suggest that ACh release from 

CINs within the NAcMsh may signal social encoding of aversive experiences. Furthermore, 

they underscore the modulatory function of VGLUT3 in this context through the study of the 

p.T8I variant. 

 

 

  



 - 137 - 

Discussion 
 

 

Deciphering maladaptive traumatic responses to stress and elucidating their underlying 

alterations in the balance of neurotransmitters are critical for prevention and the development 

of effective treatments. While the modulation of DA signaling in the NAc is well-documented 

in regulating stress susceptibility and related psychiatric disorders, the contribution of ACh has 

received less attention (8, 17-20). In the striatum, ACh is primarily released by CINs, which 

also have the ability to release glutamate via VGLUT3 expression (26). Importantly, VGLUT3 

not only enables CINs to signal with glutamate but also enhances the uptake of ACh into 

synaptic vesicles through vesicular synergy (26, 27). Considering ACh and glutamate co-

transmission by CINs, along with vesicular synergy, is crucial for understanding the role of 

ACh in modulating striatal functions. Recently, the VGLUT3-p.T8I variant has been identified 

in patients with severe substance use disorders (30, 31). Mice carrying this mutation displayed 

unchanged glutamate signaling, but reduced vesicular synergy and ACh release in the 

dorsomedial striatum (31). Here, we employed CSDS, a well-established paradigm for 

examining NAc-dependent stress vulnerability, to explore the effects of this variant on stress-

related disorders. Using fiber photometry to uncover neurotransmitter dynamics, we reveal a 

unique cholinergic signature in the NAc associated with specific social behavioral responses of 

contrasting adaptiveness to stress. Notably, this signature is influenced by VGLUT3, but only 

in males, shedding light on the potential NAc mechanisms underlying stress susceptibility. 

 

We first investigated the impact of the p.T8I variant on CSDS-induced behavioral changes 

in both male and female mice. We observed pronounced behavioral differences in stress-

induced social responses in male. Specifically, mice carrying the p.T8I variant displayed 

heightened social avoidance towards threat-cues mice with intact social preference for B6 mice, 

along with increased anxiety-like behavior following CSDS. Enhanced social avoidance toward 

threat-cues mice in the SI test post-CSDS is commonly interpreted as indicative of greater 

susceptibility to CSDS (18). Based on this classification, the majority of VGLUT3T8I/T8I mice 

fall under the categorization of susceptible to social stress. However, recent research has 

questioned the CSDS model and suggested that it rather models aversive conditioning (39). The 

classification of susceptible and resilience therefore was revisited, by investigating social 

interactions towards both threat- and safe-cues (other mice strains such as C57BL/6J) (39). 

Following CSDS, mice that show intact aversive learning characterized by social avoidance 
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towards threat-cues (CD-1 mice) along with intact threat-safety discrimination characterized by 

unaltered social approach towards B6 mice are considered to display adaptive responses similar 

to human resilience. In contrast, CSDS induced maladaptive responses in mice showing intact 

aversive learning but generalized social avoidance, as seen here in control male mice. This 

maladaptive response reflects impaired threat-cue discrimination, emphasizing the necessity of 

redefining resilience as behavior that adapts relative to the context (34, 39, 40). Given that the 

p.T8I variant enhances the learning of threat-associated cues and discrimination between threat 

and safe cues in male mice, it may be considered as a protective factor promoting certain 

adaptive responses to social stress. Future investigations should validate this hypothesis across 

different learning paradigms, such as Pavlovian fear conditioning. This heightened 

discrimination of social cues following CSDS aligns with previous research indicating altered 

reward learning in male mice carrying the p.T8I variant (31). Specifically, mutant mice 

displayed excessive habit formation and a more gradual escalation compared to control mice in 

behaviors associated with reward, such as cocaine self-administration. However, male mice 

with the p.T8I variant exhibit enhanced reinstatement after extinction in this paradigm, 

potentially reflecting strengthened memory processes, reported to be associated with the 

reactivation of engram cells in the context of cocaine exposure and Pavlovian learning (41-44). 

 

Because ACh and DA in the NAc have been involved in associative learning and CSDS 

susceptibility, we recorded their dynamics in the NAc during stress exposure of male mutant 

and control mice (8, 13, 15-17, 20, 24-25, 45, 46). In control male mice, attack-induced ACh 

release on the final day of CSDS, but not on the first day, are likely due to ongoing adaptations 

in the NAc that shape behavioral outcomes to chronic stress. Notably, after CSDS, control male 

mice exhibited a reduced social avoidance towards CD-1 conspecifics compared to mutant 

mice, a trait often associated with resilience (18). Considering evidence indicating that silencing 

CINs increases stress susceptibility (i.e. social CD-1 avoidance), it is likely that the observed 

increase in ACh release during the tenth day of CSDS in control mice may modulate social 

approach towards social threat cues in this context (24,25). Accordingly, mutant male mice 

exhibited higher social avoidance towards threat cues in the SI test, but no significant changes 

in ACh dynamics across CSDS. Another potential interpretation arises from data suggesting 

that CSDS induces cue-dependent aversive learning with mice efficiently discriminating 

between threat- and safe-cues exhibiting adapted behavior, while others generalize the threat 

response to safe cues, indicating an inability to adaptively respond to chronic stress displaying 

maladaptive behavior (39). Here, mutant male mice presented higher threat-safety 
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discrimination after CSDS compared to controls suggesting that the pT8I variant might be 

protective against stress-induced effects. The mechanisms underlying differences in threat 

discrimination across the two genotypes may involve ACh dynamics in the NAc during CSDS. 

Accordingly, attack-induced ACh release on the tenth day of CSDS, but not on the first day, 

might contribute to a strong encoding of threat-cue salience in control male mice (45, 47).  This 

could lead to diminished discrimination of social cues and a higher rate of generalization post-

CSDS. In contrast, absence of sensitized ACh response across CSDS in mutant male mice may 

result in enhanced social cue discrimination. This hypothesis is supported by existing literature 

reporting that ACh release encodes stimulus salience (45, 47). Furthermore, stress-scaling of 

ACh dynamics in the NAc is critical to Pavlovian fear conditioning learning (48). Further 

research aiming at inhibiting sensitized attack-induced ACh release in NAc is necessary to test 

our hypothesis. Another striking difference in ACh dynamics between genotypes emerged 

during the SI test with increased ACh release during approach toward the social threat after 

CSDS solely in mutant male mice. Since ACh signaling in the NAc has been reported to play a 

role in aversive learning, thus, enhanced ACh signaling during social approach might reflect 

better encoding of aversive stimuli, as indicated by the negative SI index after CSDS, in mutant 

male mice (48). 

 

Although VTA(DA)-NAc and DA release are known to drive stress susceptibility, our study 

found no change in DA release in the NAcMsh during both CSDS and SI tests across different 

genotypes and time points (8, 17, 19, 20). These findings differ from a previous study showing 

reduced DA signaling in the NAc core at the onset of attacks (20). However, DA dynamics vary 

across distinct NAc subregions, with the NAc core and lateral shell implicated in reward and 

aversion, while the medial shell is associated with signaling state value (8, 20, 44, 49). In the 

striatum, ACh and DA have been proposed to influence each other within in vitro studies 

showing direct positive influence of ACh on DA release (38, 50). However, in vivo evidence 

has uncovered more intricate relationships between DA and ACh. For instance, ACh and DA 

signals in the dorsal striatum of mice have been shown to be driven by separate inputs despite 

being coordinated (16). Similarly, ACh release from CINs does not impact DA dynamics during 

reward-based decision making in the dorsal striatum (13). Our findings also suggest 

independent regulation of DA and ACh dynamics in the NAcMsh, as evidenced by increased 

ACh but not DA signal at attack onset on the 10th day of CSDS in control male mice and at 

social approach in SI tests in mutant male mice. This also aligns with the opposed effects of 

ACh on DA release, contingent upon the firing patterns of DA terminals, and considering that 
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tonic firing is associated with social approach whereas phasic firing with social avoidance, this 

may account for the similar DA dynamics observed across different genotypes (19, 51). 

 

Finally, we report sex-specific responses to CSDS. Unlike male counterparts, female mice 

exhibited behavioral patterns similar to those observed in mutant males, regardless of their 

genotype. These patterns were characterized by a specific reduction in social preference for 

threat cues, suggesting appropriate threat-safe discrimination, alongside elevated anxiety levels. 

Considering the correlation between behavioral differences in mutant and control males and 

ACh dynamics in the NAc during CSDS, the observed variance in behavior between male and 

female control mice may also imply differences in ACh response. Differential cholinergic 

signaling is observed between sexes, particularly given the regulatory influence of estrogen on 

ACh dynamics (52, 53). However, additional confirmation is necessary through future 

investigations.  

 

In summary, our study reports for the first time the progressive modulation of ACh release 

in the NAcMsh in response to social defeat, which correlates with impaired threat-safe 

discrimination, indicative of maladaptive behavior. Through a multidisciplinary approach 

encompassing behavioral and neurochemical analyses, we aimed to elucidate the intricate 

relationship between the p.T8I variant associated with reduced cholinergic transmission within 

the NAcMsh and susceptibility to stress. Future investigations should aim to enhance our 

comprehension of resilience by integrating contextual notions of adaptive behavior and 

incorporating emerging insights on aversive learning. The insights obtained from this research 

have significant translational value for the development of targeted therapeutic interventions 

aimed at restoring aberrant ACh signaling pathways, although its causal implication in stress-

related psychiatric disorders is yet to be confirmed. In essence, our results underscore the 

pivotal influence of genetic determinants, particularly the p.T8I variant, and sex in shaping 

stress responsiveness in murine models. 
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Figures  
 

 
Figure 1. The p.T8I variant confers an enhanced social cue discrimination and higher anxiety-like levels 

following CSDS in male mice. (A) Experimental design and tests timeline pre- and post-CSDS for male mice. 

(B-F) VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I  mice present distinct CSDS-induced social alterations. (B) An overall stress 

effect is observed for SI and SP (F(1,29)=51.62, p<0.0001; F(1,29)=55.88, p<0.0001 respectively) with 

VGLUT3T8I/T8I mice (purple) showing a larger decreased SI time (p<0.0001 vs. P=0.002) and SP (p<0.0001 vs. 

p=0.002) for CD1 mice post-CSDS compared to VGLUT3+/+ mice (grey). (C) SP indexes for B6 mice pre- and 

post-CSDS. Only VGLUT3+/+ mice (grey) show positive social preference index pre and post CSDS (t=5.853, 

df=9, p=0.0002; t=2.63, df=9, p=0.03 respectively compared to 0). (D-E) Z-scored normalization of CSDS-

induced effects on SP in SI and 3C tests indicates distinct target-dependent responses across genotypes (D) 

VGLUT3T8I/T8I mice exhibited distinct CSDS-induced social avoidance behaviors towards CD1 (SI test) and B6 

(3C test) mice (test x genotype interaction: F(1,23)=22.54, p<0.0001 and test effect F(1,23)=21.18, p=0.0001; post 
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hoc P<0.0001) with significant delta changes between both tests compared to VGLUT3+/+ mice (t=4.748, df=23, 

p<0.0001, unpaired t test; t=7.145, df=14, p<0.0001, one sample t test for VGLUT3T8I/T8I mice). (E) Scatterplot 

and multiple logistic regression of SP in the SI (odds ratio estimate=2.49, p=0.0475) and in the 3C (odds ratio 

estimate=0.07430, p=0.0206) tests showing a clear separation between VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice 

(Tjur’s R squared=0.6135, p=0.8152, Hosmer-Lemeshow test) and predictive logistic regression model’s 

probabilities (86.67% negative predictive power, 80% positive predictive power), ROC curve (area=0.9533, 

p=0.0002) and covariance matrix. (F) VGLUT3T8I/T8I mice display decreased time spent in open arms in the EZM 

post-CSDS (stress effect: F(1,29)=8.862, p=0.006; post hoc p=0.03). PCA scores plot with loading values along 

PC1 (cumulative proportion of variance: 47.11%) and PC2 (cumulative proportion of variance: 79.33%) showing 

distinct genotype-dependent clusters. Each point represents one animal. CSDS: chronic social defeat; 3C: three 

chamber; SI: social interaction; EZM: elevated zero maze; SP: social preference; PCA: principal component 

analysis; PC: principal component. 
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Figure 2. Female mice display a male-mutant-like phenotype regardless of genotype. (A) Experimental design 

and tests timeline pre- and post-CSDS for female mice. (B) SI time and SP for CD1 mice are decreased in both 

VGLUT3+/+ (grey) and VGLUT3T8I/T8I (blue) mice post-CSDS (stress effect: SI: F(1,30)=21, p<0.0001, post hoc 

for VGLUT3+/+ p=0.04 and for VGLUT3T8I/T8I  p=0.0007; SP: F(1,30)=37.74, p<0.0001; post hoc for VGLUT3+/+ 

p=0.0007 and for VGLUT3T8I/T8I  p=0.0001). (C) SP indexes for B6 mice pre- and post-CSDS. Only VGLUT3+/+ 

mice (grey) show positive social preference index post CSDS (t=2.34, df=12, p=0.04 compared to 0). (D-E) Z-

scored normalization of CSDS-induced effects on SP in SI and 3C tests indicates similar target-specific responses 

in both genotypes. (D) CSDS induces the same changes in SP for CD1 and B6 mice across genotypes (test effect: 

F(1,24)=40.32, p<0.0001; post hoc for both genotypes p=0.0003). Both VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice show 

a significant delta changes between both tests (VGLUT3+/+: t=4.757, df=11, p=0.0006; VGLUT3T8I/T8I: t=4.294, 

df=14, p=0.0007, one sample t test). (E) Scatterplot and multiple logistic regression of the SP in the SI (odds ratio 

estimate=0.9976, p=0.9889) and in the 3C (odds ratio estimate=1.873, p=0.5848) tests showing no separation 

between VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice (Tjur’s R squared=0.02478, p=0.8483, Hosmer-Lemeshow test) and 

predictive logistic regression model’s probabilities (52.38% negative predictive power, 40% positive predictive 

power), ROC curve (area=0.5476, p=0.6807) and covariance matrix. (F) CSDS decreased time spent in open arms 
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in the EZM for up to one month in both genotypes (stress effect: F(1.831,58.61)=48.67, p<0.0001). CSDS: chronic 

social defeat; 3C: three chamber; SI: social interaction; EZM: elevated zero maze; SP: social preference.  
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Figure 3. CSDS-induced behavioral responses are sex-dependent. (A) Female VGLUT3+/+ (blue) mice show 

greater CSDS-induced decreased time spent in open arms (%) compared to male VGLUT3+/+ (purple) mice 

(t=2.117, df=29, p=0.04). (B) PCA score plot with loading values showing distinct sex-dependent clusters 

depending on anxiety-like levels (EZM) and SP for CD1 mice (SI test) through PC1 (cumulative proportion of 

variance: 58.61%) and PC2 (cumulative proportion of variance: 82.94%). (C1) Scatterplot and multiple logistic 
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regression of the SP in the SI test (odds ratio estimate=0.09513, p=0.0750) and anxiety levels (odds ratio 

estimate=22.92, p=0.0475) showing a clear separation between male and female mice (Tjur’s R squared=0.4584, 

p=0.8033, Hosmer-Lemeshow test), (C2) and predictive logistic regression model’s probabilities (85.71% negative 

predictive power, 77.78% positive predictive power), (C3) ROC curve (area=0.8600, p=0.0027), (C4) and 

covariance matrix. 
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Figure 4. The p.T8I variant alters the CSDS-induced temporal modulation of ACh levels in the NAc. (A) 

Schematic representation of GRAB-DA3h and GACh3.8 viral injections in the NAcMsh and optic fibers 

implantation. (B) Representative image of injection site. Representative images of the NAc showing optic fiber 

location and expression of the sensor (green), mCherry (red) and both (merge). Scale bar = 200 μm. Abbreviations: 

Aca: anterior commissure; NAc, nucleus accumbens; NAc C: nucleus accumbens core ; NAc MSh : nucleus 
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accumbens medial shell. (C) Experimental design and fiber photometry recordings timeline in male mice. (D) 

Representative traces of z-scored ΔF/F GACh3.8 during social defeat from one example VGLUT3+/+ (grey) and 

one VGLUT3T8I/T8I  (purple) mouse. Attack behavior corresponds to the shaded color. (E) Representation of ACh 

(E1) and DA (E2) release in NAcMsh at attack onset. (E1) CSDS induces an increased ACh response on CSDS10 

compared to CSDS1 only in VGLUT3+/+ mice (AUC analysis: time effect: F(1,42)=9.041, p=0.004; 

VGLUT3+/+post hoc, p=0.005; Max z-scored ΔF/F: time effect: F(1,18)=16.26, p=0.0008; VGLUT3+/+ post hoc, 

p=0.0016) and (E2) no changes in DA signals. (F) Representation of ACh (F1) and DA (F2) release in NAcMsh 

at nose to nose contact. (F1) CSDS induces an increased ACh response during nose touching in the SI test in 

VGLUT3T8I/T8I mice only (AUC analysis: time x genotype interaction: F(1,19)=5.848, p=0.02; VGLUT3T8I/T8I post 

hoc, p=0.02) with (F2) no DA changes. 
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Supplementary Materials and Methods 

 

Mice 

 

Experiments adhered to the European directive on the protection of animals used for scientific 

purposes (European Committee Council Directive 2010/63/EU) and were in compliance with 

the French Ministère de l’Agriculture et de la Forêt, Service Vétérinaire de la Santé et de la 

Protection Animale (authorization #31718-2021051822188705 from ethics committee Darwin 

CEEA #5). VGLUT3+/+ and VGLUT3T8I/T8I mice were bred at Sorbonne University Rodent 

facilities. Mice were housed in standard conditions with controlled temperature (21°C ± 2°C), 

humidity (40 %) and a 12h light/dark cycle (07:30-19:30), with free access to food and water.  

Experiments were conducted on male and female mice aged 8 to 16 weeks. For the chronic 

social defeat stress, adult male CD1 mice (12-20 weeks-old, body weight: 30-35g) were used 

as aggressors (Janvier Laboratories, France). For the 3-chamber test, juvenile C56BL6 mice 

(aged 6 weeks, sex-matched) were used as social cues. 

 

Chronic social defeat stress 

 

For this paradigm, CD-1 male mice were selected according to published methods (Berton et 

al., 2006). To tailor the paradigm for female mice, we used a modified version of the chronic 

social defeat stress paradigm (CSDS) paradigm (Henderson et al., 2017; Challis et al., 2013). 

In this CSDS paradigm, mice were exposed to a selected CD-1 aggressor for a 5-minute 

physical interaction. This physical contact was followed by a 20-minute period of protected 

sensory contact, during which the experimental mice were separated from the aggressor by a 

perforated Plexiglas partition allowing visual, olfactory, tactile and auditive contact. After each 

25-minute stress session, mice were isolated and returned to their home cages. This cycle was 

repeated for 10 consecutive days (day 1 to day 10), with each day involving exposure to a new 

aggressor. Adapting the paradigm to female mice involved specific pairing with the urine of  

non-aggressive CD-1 male mice and urine application (approximately 50 μL) around the 

genitals of female mice just before the 5-minute physical contact (Harris et al., 2018; van 

Doeselaar et al., 2021).  
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Social Interaction test 

 

Social approach or avoidance behavior toward an unfamiliar CD-1 aggressor was assessed 

using the two-trial social interaction test. In the first 2.5-minute trial, the experimental mouse 

explored a white plexiglass arena (42×42×26 cm; 10 lux illuminated room) containing an empty 

transparent perforated plexiglass box (‘No target’ condition; 10x7x15cm). In the second 2.5-

minute trial, an unfamiliar CD-1 mouse was placed inside the perforated box while the 

experimental mouse was placed in the arena (‘Target’ condition). Time spent in the interaction 

zone (defined as an 8 cm around the box) was recorded with Ethovision 14.0 software from 

Noldus® (Wageningen, Netherlands). Based on these measurements, interaction ratios were 

calculated as follows: SI Ratio = [(interaction time, “Target” condition after CSDS)/(interaction 

time, “Target” condition before CSDS)]. These ratios were then used to distinguish susceptible 

mice (ratio < 1) from resilient mice (ratio > 1). 

 

Three-chamber test 

 

Social preference was assessed through the three-chamber test. In each phase, experimental 

mice were placed in the central compartment of an opaque plexiglass box divided into three 

compartments (40x20x22 cm; 15 lux illuminated room) interconnected by openings (5x5 cm) 

allowing them to explore all three chambers. During the first phase, experimental mice were 

placed alone in the central compartment with the doors closed for 10 minutes to acclimate to 

the environment. In the second 10-minute phase of social preference, an unfamiliar sex-

matched juvenile mouse (C57BL/6, 6 weeks old) was placed in a small weighted wire cage 

within a chamber, while an empty cage was placed in the other chamber. The time spent by the 

experimental mouse in close interaction with each cage was recorded for 10 minutes to measure 

social preference preference using EthoVision 14.0 software from Noldus® (Wageningen, 

Netherlands). Social preference indexes (Ix) were calculated before and after stress based on 

the time spent near the different stimuli a vs. b (mouse vs. empty cage and familiar mouse vs. 

new mouse), such as: Ix=(a-b)/(a+b). To compare the effect of stress on these preference 

indexes between groups, they were normalized using standard z-score calculation: (individual 

data - mean(group data before stress))/standard deviation(group data before stress). These z-

scores allowed the observation of each individual's position after stress relative to the group 

before stress. 
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Elevated-zero maze (EZM) 

 

The elevated-zero maze (EZM) was a white polyvinyl chloride (PVC) annular platform (width 

7 cm; outer diameter 57 cm) and was elevated 90 cm above the floor. The EZM was divided 

into 4 sections of equal lengths: two opposing open arms and two opposing closed arms (height 

of 17 cm), with an illuminance of 30 lux in the open areas. During the test, experimental mice 

were placed in a closed section, facing the open section, and allowed to freely explore the maze 

for 10 min. Mice were tracked using Ethovision 14.0 software from Noldus® (Wageningen, 

Netherlands) to measure the latency to enter open sections, the number of entries, and the time 

spent in these sections. 

 

Pharmacology 

 

At the end of the fiber photometry experiments, mice were intraperitoneally injected with 

several solutions affecting dopaminergic and cholinergic transmissions to control the recorded 

signals. All solutions were prepared by diluting pharmacological agents in saline solution (0.9 

% NaCl). Mice were injected with d-amphetamine sulfate (3 mg/kg; A5880 ; Sigma-Aldrich) 

and atropine (12.5 mg/kg; A0132; Sigma-Aldrich). 

 

Surgeries 

 

For all surgeries, animals were anesthetized with an intraperitoneal mixture of 

ketamine/xylazine (90 and 10mg/kg, respectively) diluted in saline solution (0.9 % NaCl). They 

were then head-fixed in a stereotaxic frame (David Kopf Instruments). To alleviate pain, 

lidocaine (5 mg/kg) was applied locally, and meloxicam (1 mg/kg) was administered 

subcutaneously at the end of the procedure and the following day. 

 

The viral vectors AAV2/9-hsyn-DA3h (5.85x1012 vg/mL ; Brain-VTA, Wuhan, China) and 

AAV2/9-hsyn-ACh3.8 (2.05x1012 vg/mL; Brain-VTA, Wuhan, China) were each mixed (1:1 

ratio) with ½ PBS-1x-diluted AAV5/2-hSyn1-mCherry (6x1012 vg/mL; Viral Vector Facility, 

University of Zurich, Switzerland). These two viral mixtures were separately injected in male 

mice. Injection was alternated between each mouse to avoid lateralization bias. A volume of 0.5 

μL of these two viral mixtures was bilaterally injected into the nucleus accumbens shell 

(anteroposterior coordinates (AP): +1.4 mm; mediolateral (ML): ±1.6 mm; dorsoventral (DV): 
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-4.6 mm; angle of 10°) at a rate of 0.2 μL/min using a 10 μL syringe (model 1701, Hamilton, 

PHYMEP, Paris, France) and a needle with a silica fiber tip (100 μm; PHYMEP, Paris, France). 

Five minutes after injection, the syringe needle was withdrawn, and an optical fiber (200 µm 

core diameter; 1.25 mm ceramic ferrule diameter; NA 0.37; length 7.5 mm; Neurophotometrics 

LLC, San Diego, USA) was implanted into the nucleus accumbens (AP: +1.4 mm; ML: ±1.6 

mm; DV: -4.4 mm; angle of 10°). Fiber implants were then fixed to the skull with dental cement 

(SuperBond, Sun Medical, PHYMEP, Paris, France) mixed with powdered charcoal to 

minimize ambient light absorption. After a recovery period of 4 weeks to allow for viral 

expression, mice were used for fiber photometry experiments. Viral expressions and optical 

fiber implantation are shown in Figure 4A. 

 

In vivo fiber photometry data acquisition and analysis  

 

Fluorescent measurements of ACh and DA were measured in vivo using AAV2/9-hsyn-ACh3.8 

and AAV2/9-hsyn-DA3h biosensors bilaterally injected into the NAc coupled with a fiber 

photometry system (FP3002; Neurophotometrics LLC, San Diego, USA). The fiber photometry 

system included an LED console that delivered two excitation lights (LED 470 nm and LED 

560 nm; 50 μW). Both LED lights were bandpass filtered, reflected by a mirror, and focused 

by a x20 objective lens (NA: 0.4). The excitation lights and emission lights were transmitted 

through a low autofluorescence optical fiber patch cord (MFP_200/220/900-0.37_2m_SMA-

MF1.25_LAF; Doric Lenses) which was connected to the animal's optical fiber implant 

(FOC_BF_200um/1.25mm; Neurophotometrics LLC, San Diego, USA) using a ceramic ferrule 

(ADAL1-5; Thorlabs). The signal was acquired at a sampling frequency of 75 Hz and 

synchronized with video recording via Bonsai 2.4 (http://bonsai-rx.org). One week before the 

experiments, mice were habituated to the fiber branching system. Recordings were conducted 

during the social interaction test before and after CSDS, as well as on the first and tenth day of 

CSDS. On the first and tenth day of CSDS, mice were recorded in their individual cages for a 

period of 2 minutes before the attack, then during the 5-minute attack, and during the first two 

minutes of protected sensory contact. At the end of the experiment, mice were recorded in their 

individual cages during pharmacological controls, which included 5 minutes of baseline 

recording and 15 minutes of recording after intraperitoneal injection of the pharmacological 

agent (see “Pharmacology” section). All fiber photometry data were analyzed in Python. 

Briefly, after removing the first 5 seconds, the 470nm (sensor signal) and 560nm (control signal) 

signals were fitted using double exponential regressions, then detrended by dividing them by 
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their respective fitted curve obtained by nonlinear least squares. The detrended 560 control was 

then fitted to the 470 signal by linear regression (i.e., fitted 560). The change in fluorescence 

ΔF/F was then calculated as follows: (fitted 560 - signal 470) / fitted 560. Subsequently, z-

scores of ΔF/F were calculated using the standard formula: (ΔF/F - mean(ΔF/F)) / standard 

deviation(ΔF/F). The normalized signals were time-locked with the behavioral events to obtain 

peri-event time histograms (PETH). Finally, the areas under the curve and the maximum z-

scored values of these PETHs were calculated and analyzed. 

 

Immunohistochemistry 

 

Mice were anesthetized by intraperitoneal injection of euthasol (400 mg/kg) and perfused 

intracardially with 100 mL of 4 % paraformaldehyde (PFA) solution buffered in phosphate-

buffered saline (PBS). Brains were then removed and kept at 4°C in a 4 % PFA solution for 24 

hours before being transferred to a PBS solution with azide added (0.03 %). Brains were then 

sliced into 35 μm sections using a vibratome (VT-1000, Leica Microsystems, Rueil-Malmaison, 

France) and stored at 4°C. Brain slices were then rinsed and incubated in a 4 % normal horse 

serum (NHS) blocking buffer diluted in 1x PBS and 0.3 % Triton for one hour. Afterwards, the 

sections were incubated overnight at 4°C with primary antibodies against GFP (1/1000; 

chicken; AVES) and against DSred (1/1000; rabbit; Abcam) diluted in a solution of 1x PBS, 0.3 

% Triton, and 1 % NHS. The next day, the sections were rinsed and incubated for one hour with 

secondary antibodies anti-chicken conjugated to GFP (1/2000; Alexa Fluor 488 nm) and anti-

rabbit conjugated to DSred (1/2000; Alexa Fluor 594 nm) diluted in 1x PBS. After rinsing, brain 

slices were mounted between a slide and a coverslip using Fluoromount (Sigma-Aldrich, 

F4680) and stored at 4°C. 

 

Statistics 

 

All data were analyzed using Prism 10.0 software (GraphPad). Statistical analyses were chosen 

based on the experimental protocol. Data were either analyzed using Student's t-test (if their 

distribution followed a normal distribution) or by two-way repeated measures ANOVA. Sidak's 

multiple comparisons test was performed for post-hoc analysis when necessary, unless 

otherwise stated. All data are presented as mean ± standard error of the mean (SEM), with 

differences considered significant when p<0.05, p<0.01, and p<0.001. Principal Component 

Analysis (PCA) was performed using Prism 10.0 software on data normalized by z-score (EZM, 
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3CP, SI). The z-score calculation normalized the data relative to an unstressed control group: 

z=(data-mean(data unstressed control group))/standard deviation(data unstressed control 

group). The proportions of variance explained by each PC and the contributions of variables 

for each PC were also calculated. 
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Supplementary table: Statistical analyses 

 
Figure n Statistical analyses Value p-value 

Fig. 

1B  

  

  

  

  

  

  

  

VGLUT3
+/+ : 

n=15 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=16 

Interaction Time 

Two-way RM 

ANOVA  

Stress F (1, 29) =51.62 <0.0001 

Genotyp

e 

F (1, 29) =3.043 =0.0917 

Interacti

on 

F (1, 29) =7.125 <0.0123 

Uncorrected Fisher’s LSD  

VGLUT3+/+ 

Pre-CSDS 

vs. Post-

CSDS 

    

t = 3,143 et DF = 29,00 

  

0.0038 

VGLUT3 T8I/T8I   

Pre-CSDS 

vs. Post-

CSDS 

    

t = 7.083 et DF = 29.00 

  

<0.0001 

Pre-CSDS 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

 

    

t = 0,1428 et DF = 58,00 

  

0,8869 

 Post-CSDS 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

  

 

  

  

t = 2,975 et DF = 58,00 

  

0.0043 

Social preference index 

Two-way RM 

ANOVA  

 Stress F(1,29) = 55,88 <0.0001 

Genotyp

e 

F(1, 29) = 2,452 0,1282 

Interacti

on  

F (1,29) = 6,718 0,0148 

Uncorrected Fisher’s LSD 

VGLUT3+/+ 

Pre-CSDS 

vs. Post-

CSDS 

      

=0.0020 

VGLUT3 T8I/T8I   

Pre-CSDS 

vs. Post-

CSDS 

   

<0,0001 

 Pre-CSDS 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

   

=0,7820 

Post-CSDS 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

   

0,0070 

Fig.1C VGLUT3
+/+ : 

n=10 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Social preference index 

Two-way RM 

ANOVA 

 

Stress F(1,23) = 2,737 = 0,1116 

Genotyp

e 

F(1,23) = 1,227 = 0,2795 
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Interacti

on  

F(1,23) = 1,428 =0,2442 

 

   

 

 

 

    

Fig.1D VGLUT3
+/+ : 

n=10 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Social preference (z-scored) 

Two-way RM 

ANOVA 

 

Test F(1,23) = 21,18 =0.0001 

Genotyp

e 

F(1,23) = 1,433 =0.2435 

Interacti

on 

F(1,23) = 22,54 <0.0001 

Uncorrected Fisher’s LSD  

VGLUT3+/+ 

SI vs. 3C 

  

t = 0.09424 et DF = 23,00 

 

=0,9257 

VGLUT3 T8I/T8I   

SI vs. 3C 

  

t = 7,391 et DF = 23,00 

 

<0,0001 

SI 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

  

t = 3,818 et DF = 48,00 

 

=0,0004 

3C 

VGLUT3+/+ 

vs. VGLUT3 

T8I/T8I   

 

   

t = 1,908 et DF = 48,00 

 

=0,0626 

Delta social preferences (z-scored) 

Unpaired t 

test two-

tailed  

 t = 4,748 et DF = 23 <0,0001 

One sample 

t test 

(VGLUT3T8I/

T8I) 
(VGLUT3+/+) 

 t =7,145 et DF =14 

 

 

 

t=0.09986 et DF=9 

<0,0001 

 

 

 

=0.9226 

Fig. 1E VGLUT3
+/+ : 

n=10 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Multiple logistic regression (dependant variable = genotype) 

 

Odds ratios Intercep

t 

SI 

3C 

SI:3C 

Estimate = 2.088 

Estimate = 2,49 

Estimate = 0,07430 

Estimate = 0.7347 

 

 

 

 

Hosmer-

Lemeshow 

test 

 

  =0,8152 
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Tjur’s R 

squared= 

  =0,6135 

Area under 

the ROC 

Curve 

 Area = 0,9533 =0,0002 

Fig.1F VGLUT3
+/+ : 

n=10 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Time spent in open arms (EZM) 

Two-way RM 

ANOVA 

Stress F(1,29) = 8,862 =0,0058 

Genotyp

e 

F (1,29) = 2,677 =0,1126 

Interacti

on 

F(1,29) = 0,6022 =0,6022 

Sidak’s multiple comparisons test  

Pre CSDS - 

Post CSDS 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

 

  

t = 1,705 et DF = 29,00 

t = 2,519 et DF = 29,00 

 

=0,1880 

=0,0348 

Principal Component Analysis (PCA) 

Eigenvalue PC1 1,413  

PC2 0,9667 

PC3 0,6201 

Proportion of 

variance 

 

PC1 47.11%  

PC2 32.22% 

PC3 20.67% 

Loading 

values PC1 

SI -0.7187  

3C 0.4702 

EZM 0.8219 

Loading 

values PC2 

SI 0.5010  

3C 0.8447 

EZM -0.0451 

Fig. 2B VGLUT3
+/+ : 

n=15 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=17 

Interaction Time 

Two-way RM 

ANOVA 

Stress F(1,30) = 21,00 <0,0001 

Genotyp

e 

F(1,30) = 0,2363 =0,6305 

Interacti

on 

F(1,30) = 0,9470 =0,3383 

Sidak’s multiple comparisons test 

Pre CSDS - 

Post CSDS 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

 

  

t = 2,476 et DF = 30,00 

t = 4,057 et DF = 30,00 

 

=0,0379 

=0,0007 

Social preference index  

Two-way RM 

ANOVA 

Stress F(1,30) = 37,74 <0.0001 

Genotyp

e 

F(1,30) = 0,06772 =0,7965 

Interacti

on 

F(1,30) = 0,06286 =0,8037 
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Sidak’s multiple comparisons test 

Pre CSDS - 

Post CSDS 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

 

  

t = 4,042 et DF = 30,00 

t = 4,670 et DF = 30,00 

 

=0,0007 

=0,0001 

Fig.2c  VGLUT3
+/+ : 

n=13 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Social preference index  

Two-way RM 

ANOVA 

Stress F(1,24) = 0,1567 =0,6957 

Genotyp

e 

F(1,26) = 0,9257 =0,9257 

Interacti

on 

F(1,29) = 0,7992 =0,7992 

Fig.2D VGLUT3
+/+ : 

n=13 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Social preference (z-scored) 

Two-way RM 

ANOVA 

Stress F(1,24) = 40,32 <0,0001 

Genotyp

e 

F(1,24) = 0,05223 =0,8212 

Interacti

on 

F(1,24) = 0,05661 =0,8139 

Sidak’s multiple comparisons test 

SI -3C 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

 

  

t = 4,489 et DF = 24,00 

t = 4,498 et DF = 24,00 

 

=0,0003 

=0,0003 

Delta social preferences (z-scored) 

 

Unpaired t 

test two-

tailed 

(VGLUT3+/+) 

 t = 0,3934 et DF = 25 =0,6973 

One sample 

t test 

(VGLUT3T8I/

T8I) 

 t =4,757 et DF =11 <0,0006 

Fig.2E VGLUT3
+/+ : 

n=13 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=15 

Multiple logistic regression (dependant variable = genotype) 

 

Odds ratios Intercep

t 

SI 

3C 

SI :3C 

Estimate=0.8231 

Estimate=0.9976 

Estimate=1.873 

Estimate=1.064 

=0.7707 

=0,9889 

=0,5848 

=0.8423 

Hosmer-

Lemeshow 

test 

 

  = 0,8483 

Tjur’s R 

squared 

  =0,02478 

ROC Curve  Area = 0,5476 =0,6807 

Fig.2F VGLUT3
+/+ : 

n=16 

 

Time spent in open arms 

Stress F(1,831, 58,61) = 48,67 <0,0001 
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VGLUT3
T8I/T8I : 

n=18 
Two-way RM 

ANOVA 

Genotyp

e 

F(1,32) = 0,1159 =0,7358 

Interacti

on 

F(2,64) = 2,063 =0,1355 

Sidak’s multiple comparisons test 

VGLUT3+/+ 

Pre CSDS vs. 

1 week post-

CSDS 

Pre CSDS vs. 

1 month 

post CSDS 

1 week post-

CSDS vs. 1 

month post 

CSDS 

 

 

 

 
t = 5,807 et DF = 15 

 

t = 6,820 et DF = 15,00 

 

t = 3,257 et DF = 15,00 

 

=0,0001 

 

<0,0001 

 

=0,0158 

VGLUT3T8I/T8I 

Pre CSDS vs. 

1 week post-

CSDS 

Pre CSDS vs. 

1 month 

post CSDS 

1 week post-

CSDS vs. 1 

month post 

CSDS 

 

  

t = 4,197 et DF = 17,00 

 

t = 5,301 et DF = 17,00 

 

t = 0,5150 et DF = 17,00 

 

=0,0018 

 

=0,0002 

 

=0,9421 

Fig.3A VGLUT3
+/+ male: 

n=15 

 

VGLUT3
+/+ femal

e: 

: 

n=16 

% baisse EZM 

Unpaired t-

test 

 t = 2,117 et DF = 29 =0,0429 

Fig.3B VGLUT3
+/+ male: 

n=10 

VGLUT3
+/+ femal

e: 

n=14 

PCA 

Eigenvalue PC1 1.758  

PC2 0.7299 

PC3 0.5117 

Proportion of 

variance 

PC1 58.61%  

PC2 24.33% 

PC3 17.06% 

Loading 

values PC1 

SI 0.7902  

3C -0.6836 

EZM -0.8165 

Loading 

values PC2 

SI 0.3904  

3C 0.7246 

EZM -0.2289 

Fig.3C VGLUT3
+/+ male: 

n=10 

VGLUT3
+/+ femal

e: 

n=14 

Multiple logistic regression (dependant variable = genotype) 

 

Odds ratios 

estimate 

Intercep

t 

=0,09513 =0.0743 

EZM =4.499 =0.1168 

SI =0.4770 =0.1391 
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EZM:SI =1.430 0.3047 

Hosmer-

Lemeshow 

test 

 

  = 0,8033 

Tjur’s R 

squared 

 0,4584  

ROC Curve  Area = 0,8600 =0,0027 

    

Fig.4E VGLUT3
+/+ : 

n=12-13 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=9-12 

AUC analysis ACh 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,42) = 9,041 

 

=0.0044 

Genotyp

e 

F(1,42) = 0,6319 =0,4311 

Interacti

on 

F(1,42)=1,742 =0.1940 

Sidak’s multiple comparisons test 

CSDS 1 - 

CSDS 10 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

  

t = 3,218 et DF= 42 

t = 1,139 et DF= 42 

 

=0,0050 

=0,4540 

Max z-score ACh 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,18) = 16,28 =0,0008 

Genotyp

e 

F(1,23) = 1,719 =0,2028 

Interacti

on 

F(1,18)=2,040 =0,1704 

VGLUT3
+/+ : 

n=5 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=8 

Sidak’s multiple comparisons test 

CSDS 1 - 

CSDS 10 

VGLUT3+/+ 

VGLUT3T8I/T8I 

  

t = 4,0.34 et DF= 18 

t = 1,768 et DF= 18 

 

=0,0016 

=0,1791 

AUC analysis DA 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,22) = 0,6001 

 

=0,4468 

Genotyp

e 

F(1,22) = 0,1206 =0,7317 

Interacti

on 

F(1,22)=0,04498 =0,8340 

Max z-score DA 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,22) = 0,4108 =0,5282 

Genotyp

e 

F(1,22) = 0,1126 =0,7404 

Interacti

on 

F(1,22)=0,01802 =0,01802 

Fig.4F  AUC analysis ACh 

Stress F(1,19)= 3,059 =0,0964 
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Mixed-

e ects 

model 

Genotyp

e 

F(1,22) = 0,4053 =0,5309 

Interacti

on 

F(1,19)=5,848 =0.0258 

Max z-score ACh 

Mixed-e ects 

model 

Stress F(1,19)=3.512 =0.0764 

VGLUT3
+/+ : 

n=6-7 

 

VGLUT3
T8I/T8I : 

n=7-8 

Genotype F(1,22)=0.2464 =0.6245 

Interaction F(1,19)=2.070 =0.1665 

AUC analysis DA 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,11)= 1,093 =0,3183 

Genotyp

e 

F(1,13) = 1,509 =0,2411 

Interacti

on 

F(1,11)=3,471 =0,0893 

Max z-score DA 

Mixed-

e ects 

model 

Stress F(1,11)=3.135 =0.1043 

Genotype F(1,13)=2.335 =0.1505 

Interaction F(1,11)=2.493 =0.1427 
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2. Étude du variant p.T8I dans les états veille-sommeil en 

réponse au stress 

 

2.1. Introduction 

 

Le stress, qu'il soit aigu ou chronique, exerce une influence considérable sur le sommeil, 

impactant sa qualité et sa durée sur le long terme (Garefelt et al., 2020 ; Meaklim et al., 2021). 

Cette relation complexe est modulée par divers facteurs, notamment la durée, l'intensité et la 

nature du stress lui-même (Meerlo et Turek, 2001; Kamphuis et al., 2015). Chez l’humain, de 

nombreux troubles psychiatriques présentent une comorbidité importante avec des 

perturbations du sommeil (Goldstein et al. 2013 ; Armitage, 2007 ; Harvey, 2011). Au-delà 

d'être de simples symptômes des troubles anxio-dépressifs, les troubles du sommeil, tels que 

l'insomnie, sont des facteurs de risque et des contributeurs majeurs à leur développement 

(Armitage, 2007 ; Harvey, 2011 ; Cox et Olatunji, 2016). Par conséquent, une détection 

précoce et une prise en charge des troubles du sommeil pourraient potentiellement contribuer 

à prévenir l'apparition de troubles psychiatriques (Harvey, 2011 ; Cox et Olatunji, 2016). Chez 

la souris, le modèle de défaite sociale chronique (CSDS) est couramment utilisé pour étudier 

les effets du stress social chronique sur les comportements de type anxieux et dépressifs, et 

peut également être employé pour étudier ses effets sur le sommeil (Krishnan et al., 2007 ; 

Berton et al., 2006 ; Henderson et al., 2017). Ce modèle induit des perturbations des cycles 

veille-sommeil à la fois pendant la période de stress et à plus long terme (Henderson et al., 

2017 ; Wells et al., 2017 ; Radwan et al., 2021 ; Feng et al., 2020 ; Bush et al., 2022). Ainsi, le 

CSDS permet l’étude des interactions complexes entre le stress social chronique, les 

perturbations du sommeil et les troubles psychiatriques.  

 

De plus, les troubles du sommeil sont fréquemment observés dans les troubles 

psychiatriques associés à des dysfonctionnements du nucleus accumbens (NAc), suggérant un 

rôle commun du NAc dans les circuits impliqués dans la régulation de ces troubles (Russo et 

Nestler, 2013 ; Shao et al., 2020). Des études récentes chez les rongeurs ont mis en évidence 

l’importance du NAc dans la régulation des états de vigilance en conditions basales et en 

réponse au stress (Qiu et al., 2012 ; Eban-Rothschild et al., 2016 ; Toth et al., 2023 ; 

McCullough et al., 2021). Par ailleurs, l'activation chémogénétique de la voie des MSN-D1 

dans le NAc est associée à un éveil prolongé, tandis que l'activation chémogénétique des MSN-

D2 dans le NAc augmente les quantités de sommeil lent (Luo et al., 2018 ; Oishi et al., 2017). 
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2.2. Résultats 

 

2.2.1. Étude des états veille-sommeil chez les souris mâles 

 

Les perturbations immédiates du sommeil induites par le CSDS sont prolongées par le variant 

p.T8I 

 

Les données de la littérature montrent que lorsqu’il est réalisé pendant la période diurne, le 

stress de défaite sociale induit un éveil marqué et une inhibition prolongée du sommeil 

paradoxal (Henderson et al., 2017; Meerlo et al., 2001). Par ailleurs, ces effets sont identiques 

après chaque séance de défaite sociale lors du CSDS (Henderson et al., 2017). Ici, nous avons 

tout d’abord étudié les effets du CSDS sur le sommeil lors du 1er et du 10ème jour de CSDS. 

Afin d’étudier les effets immédiats du CSDS sur le sommeil, notre analyse s'est concentrée sur 

l'intervalle de 3 heures suivant une défaite sociale de 25 minutes. Le stress de CSDS a eu un 

effet immédiat indépendamment du génotype sur l’éveil (F(1.919, 23.02)=10.40 ; p=0.0007 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs), le sommeil lent (F(1.917 ; 23.01)=4.591 ; p=0.0234 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs) et le sommeil paradoxal (F(1.973, 23.68)=31.69 ; p<0.0001 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs ; Figure 40). 

 

 

Figure 40. Quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal durant les 3 
heures qui suivent la fin de la défaite sociale. 

Wake : éveil ; NREM : sommeil lent ; REM : sommeil paradoxal ; CSDS : chronic social defeat stress ; 

BL : état basal. Comparaisons post-hoc: *p < 0.05, **p < 0.01. 
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Chez les souris mâles VGLUT3+/+, une augmentation de l'éveil a été observée le premier 

jour du CSDS par rapport à l’état basal (p=0.0461 ; Dunnett’s multiple comparisons test), au 

détriment du sommeil paradoxal (REM ; p=0.0011 ; Dunnett’s multiple comparisons test), 

sans effet notable sur le sommeil lent (NREM ; Figure 40). Au dixième jour, les souris témoins 

montrent toujours une baisse des quantités de sommeil paradoxal (p=0.0086 ; Dunnett’s 

multiple comparisons test). Cette réponse éveillante du sommeil induite par le CSDS est 

également observée chez les souris mâles VGLUT3T8I/T8I lors du premier jour de CSDS 

(p=0.0242 ; Dunnett’s multiple comparisons test), et est également retrouvée lors du dixième 

jour (p=0.0125 ; Dunnett’s multiple comparisons test). Contrairement aux souris témoins, 

l’augmentation des quantités d’éveil au 10ème jour se fait au détriment du sommeil lent 

(p=0.0465 ; Dunnett’s multiple comparisons test) et du sommeil paradoxal (p=0.0077 ; 

Dunnett’s multiple comparisons test ; Figure 40). Ces différences suggèrent une influence 

progressive du variant p.T8I sur l'architecture du sommeil en réponse immédiate au CSDS.  

 

Le variant p.T8I n’altère pas les effets à long terme sur une période de 24 heures 

 

Compte tenu des différences entre les souris témoins et p.T8I au niveau des perturbations 

immédiates du sommeil, nous nous sommes ensuite intéressés aux effets à long terme. Pour 

cela, nous avons quantifié les durées d’éveil, sommeil lent et sommeil paradoxal sur une 

période de 24 heures à l’état basal (pre-CSDS) ainsi que 5 jours après la fin du CSDS (post-

CSDS). Le CSDS a eu un effet à long terme indépendamment du génotype sur l’éveil 

(F(1,12)=15.81 ; p=0.0018 ; ANOVA répétées à deux facteurs), le sommeil lent 

(F(1,12)=14.17 ; p=0.0027 ; ANOVA répétées à deux facteurs) mais pas sur le sommeil 

paradoxal. Les souris VGLUT3+/+ présentent une augmentation des durées d’éveil 

(p=0.0142 ; Sidak’s multiple comparisons test), qui se fait au détriment du sommeil lent 

(p=0.0225 ; Sidak’s multiple comparisons test) sans affecter le sommeil paradoxal (Figure 41). 

Bien qu’elle ne soit pas significative, on observe la même tendance des effets à long terme chez 

les souris VGLUT3T8I/T8I (Figure 41).  



 - 171 - 

 

Figure 41. Quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal sur 24 heures à 
l’état basal et après stress. 

Wake : éveil ; NREM : sommeil lent ; REM : sommeil paradoxal ; CSDS : chronic social defeat stress. 
Comparaisons post-hoc: *p < 0.05, **p < 0.01. 

 

Le variant p.T8I influence la réponse éveillante seulement sur la période nocturne 

 

Comme nous ne trouvions pas d’effet du variant au niveau des effets à long terme du CSDS, 

et que plusieurs études ont montré que ceux-ci dépendant du nyctémère, nous avons distingué 

les quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal en fonction de la période diurne 

(light) ou nocturne (dark). Sur une période de 24 heures, la quantification des durées d’éveil par 

créneau de 3 heures pre- et post-CSDS a montré un impact du temps (F(7,56)=7.142 ; 

p<0.0001 ; ANOVA répétées à deux facteurs) et du stress (F(1,56)=18.83 ; p<0.0001 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs) chez les souris témoins (Figure 42A). En particulier, on 

observe une augmentation des quantités d’éveil durant la période nocturne, sur le créneau de 

02-05 heures (p=0.0466 ;  Sidak’s multiple comparisons test). Cet effet spécifique à la période 

nocturne n’est pas retrouvé chez les souris p.T8I malgré un effet du temps (F(7,40)=21.88 ; 

p<0.0001 ; ANOVA répétées à deux facteurs) et du stress (F(7,40)=5.878 ; p=0.0199 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs) sur les quantités d’éveil par créneau de 3 heures (Figure 

42A). En revanche, on retrouve cet effet éveillant du CSDS sur la période de 12 heures 

nocturnes, qui est indépendant du génotype (F(1,12)=5.983 ; p=0.0308 ; ANOVA répétées à 

deux facteurs ; Figure 42B). Cependant, cet effet semble n’être présent que chez les souris 

témoins (VGLUT3+/+ : p=0.0741 ; VGLUT3T8I/T8I : p=0.4337 ; Sidak’s multiple comparisons 

test). A l’inverse, l’effet éveillant sur la période diurne (F(1,12)=12.96 ; p=0.0036 ; ANOVA 

répétées à deux facteurs) est retrouvé à la fois chez les souris p.T8I (p=0.0418 ; Sidak’s 

multiple comparisons test), et chez les souris témoins (p=0.0617 ; Sidak’s multiple 
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L’ensemble des analyses réalisées sur le SP ne montrant ni effet du stress, ni effet du 

génotype à la fois sur la période diurne (stress : F(1,12)=0.9039, p=0.3605, génotype : 

F(1,12)=0.01077, p=0.9191, stress x génotype : F(1,12)=0.00063, p=0.9804 ; ANOVA 

répétées à deux facteurs) mais également sur la période nocturne (stress : F(1,12)=4.675, 

p=0.0515, génotype : F(1,12)=2.268, p=0.1579, stress x génotype : F(1,12)=1.211, p=0.2927 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs), ne sont pas illustrées. 

 

2.2.2. Étude des états veille-sommeil chez les souris femelles 

 

Le variant p.T8I n’influence pas la réponse immédiate au CSDS sur les états de vigilance 

 

Comme la réponse comportementale au stress de CSDS était différente entre les souris mâles 

et femelles, nous nous sommes intéressés à son impact sur les états de vigilance chez les 

femelles. Contrairement aux souris mâles, le CSDS n’a pas eu d’effets immédiats sur l’éveil ni 

sur le sommeil lent, au premier jour comme au dixième jour (Figure 44). En revanche, nos 

résultats montrent que le CSDS a un effet sur le sommeil paradoxal (F(1.998,31.96)=20.97 ; 

p<0.0001 ; ANOVA répétées à deux facteurs). En effet, chez les souris témoins, on observe 

une diminution immédiate des quantités de sommeil paradoxal qui apparaissent dès les 

premier jour (p=0.0013 ; Dunnett’s multiple comparisons test) et persistent jusqu’au dixième 

jour (p=0.0157 ; Dunnett’s multiple comparisons test ; Figure 44). Cette diminution du 

sommeil paradoxal est également retrouvée chez les souris p.T8I, mais seulement au dixième 

jour (p=0.0010 ; Dunnett’s multiple comparisons test ; Figure 44). 

Figure 44. Quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal durant les 3 
heures qui suivent la fin de la défaite sociale. 

Wake : éveil ; NREM : sommeil lent ; REM : sommeil paradoxal ; CSDS : chronic social defeat stress ; 
BL : état basal. Comparaisons post-hoc: *p < 0.05, **p < 0.01. 
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Le variant p.T8I n’influence pas la réponse à long terme induite par CSDS sur les états de 

vigilance 

 

Afin d’explorer les effets du CSDS à long terme chez les souris femelles, nous avons quantifié 

les quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal sur une période de 24 heures 

avant et 5 jours après le CSDS. Contrairement aux souris mâles, le CSDS n’induit pas de 

perturbations de ces états de vigilance ni chez les souris témoins, ni chez les souris p.T8I 

(Figure 45). Ces résultats suggèrent que le variant p.T8I n’a pas d’influence sur la modulation 

des états de vigilance à long terme par le CSDS. 

Figure 45. Quantités d’éveil, de sommeil lent et de sommeil paradoxal sur 24 heures à 
l’état basal et après stress. 

Wake : éveil ; NREM : sommeil lent ; REM : sommeil paradoxal ; CSDS : chronic social defeat stress.  

 

Le variant p.T8I influence la réponse éveillante durant la période nocturne 

 

Afin de voir si les réponses au stress sur les états de vigilance étaient présentes mais masquées 

par la période de 24 heures, nous avons quantifié les quantités d’éveil sur des périodes de 3 

heures et 12 heures en fonction du jour et de la nuit. Chez les souris témoins, le CSDS n’a pas 

eu d’effet sur les durées d’éveil analysées par créneaux de 3 heures (F(1,64)=1.984 ; p=0.1638 ; 

ANOVA répétées à deux facteurs ; Figure 46A). A l’inverse, on retrouve un effet du stress 

(F(1,64)=4.728 ; p=0.0334 ; ANOVA répétées à deux facteurs) chez les souris p.T8I (Figure 

46A). Cependant, l’analyse post-hoc ne révèle aucune différence sur les quantités d’éveil quel 

que soit le créneau analysé chez les souris témoins et mutantes. L’analyse des quantités d’éveil 

par créneaux de  12 heures indique que le CSDS n’a pas d’effet durant la période diurne (Figure 

46B). En revanche, le CSDS affecte les quantités d’éveil durant la période nocturne 
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sommeil, qui sont des indicateurs de sa qualité. Malgré ces limitations, nous discutons les 

données obtenues dans les paragraphes suivants. 

 

2.3.1. Les perturbations de l’éveil induites par le CSDS et influence du variant p.T8I chez 

les souris mâles 

 

Chez les souris mâles, la défaite sociale induit un hyperéveil et une très forte inhibition des 

quantités de sommeil paradoxal. Cet effet sur l’éveil est principalement observé au 1er jour du 

CSDS chez les souris témoins (Figure 40). En revanche, cette augmentation des durées d’éveil 

est significative au 1er et au 10ème jour du CSDS chez les souris p.T8I suggérant que ces 

dernières sont affectées de manière plus prolongée et stables par ce stress. L’augmentation de 

l’éveil en réponse immédiate au stress est interprétée comme permettant à l’animal d’adopter 

une réponse comportementale adaptée face au danger. Ainsi, une interprétation de ces 

résultats pourrait être que les souris témoins sont moins vigilantes suite à un conditionnement 

aversif (CSDS) et dont l’absence peut entraîner des perturbations cognitives et 

comportementales. Elle résulte de l'activation des systèmes autonome et neuroendocrinien qui 

permet à l'organisme de faire face aux événements menaçants mais également des neurones 

de l'éveil (Dampney, 2015 ; Ceccatelli et al., 1989 ; España et al., 2003 ; Nollet et al., 2011 ; Li 

et al., 2020). Récemment, il a également été montré que les neurones glutamatergiques de la 

VTA régulent l'éveil et les comportements défensifs par le biais de leurs projections dans la 

CeA (Chen et al., 2022). Une autre étude souligne également le rôle de l’amygdale, mais cette 

fois-ci en lien avec le thalamus paraventriculaire, dans l’hyperéveil induit par l’odeur d’un 

prédateur (Zhao et al., 2022). Il serait intéressant d’évaluer plus précisément l’influence de 

l’amygdale dans l’hyperéveil induit par la défaite sociale et cela de façon longitudinale lors du 

CSDS chez les souris témoins et p.T8I. En ce qui concerne l’inhibition du sommeil paradoxal 

après stress, il est intéressant de noter qu’il perdure plus longtemps que l’hyperéveil. 

Cependant, le rôle de cette inhibition dans la réponse au stress reste à déterminer 

expérimentalement. 

 

Nous avons également observé une augmentation de l’éveil pendant la période de 

récupération post-CSDS chez les souris mâles témoins (Figure 41). Cet hyperéveil pourrait 

être interprété comme un phénotype de type insomniaque révélateur des effets délétères du 

stress chronique sur le sommeil. De plus, l'hyperéveil est reconnu comme un symptôme central 

de plusieurs autres troubles, y compris la phase maniaque du trouble bipolaire ou le trouble 

de stress post-traumatique. Pour le confirmer, il est cependant nécessaire d’évaluer si cet 
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hyperéveil s’accompagne d’un sommeil plus fragmenté et moins profond. De même, les études 

chez l’humain et l’animal suggèrent que l'insomnie est un trouble de l'hyperéveil résultant 

d’un défaut de coordination entre les neurones de l’éveil et du sommeil, avec des groupes de 

neurones de l’éveil actifs alors que l’état dominant est le sommeil (Nofzinger et al., 2004 ; Cano 

et al., 2008). Il serait donc intéressant d’évaluer si cette augmentation de l’éveil post-CSDS est 

associée à une activation anormale des neurones de l’éveil grâce au marqueur d’activation 

neuronale c-Fos (Cano et al., 2008). Notamment, il serait pertinent de conduire cette étude 

spécifiquement au niveau des neurones du NAc, qui est une région modulatrice à la fois des 

effets comportements du CSDS, mais également des états de vigilance. Cependant, l’influence 

du variant p.T8I sur le sommeil et l’éveil semble mineure pendant la période de récupération 

et il est difficile de lui imputer un rôle sans études plus approfondies.  

 

2.3.2. Les perturbations du sommeil induites par le CSDS sont liées au sexe 

 

Bien que de plus en plus d'études examinent les effets comportementaux en réponse au stress 

en fonction du sexe, cet aspect demeure largement sous-exploré dans le domaine de la 

régulation du sommeil. Ici, nous avons observé que l’effet immédiat du CSDS sur les états de 

vigilance diffère entre les souris mâles et femelles. Ainsi, seules les souris mâles se 

caractérisent par un effet éveillant immédiat du stress. Ces données sont en accord avec celles 

obtenues après stress de contention qui montrent un impact plus important du stress chez les 

souris mâles en comparaison des souris femelles (Koehl et al., 2006). Dans cette étude, le stress 

est réalisé en période diurne et des différences entre les deux sexes sont également observées 

dans la période nocturne qui suit. Ainsi, les souris mâles présentent un rebond de sommeil 

paradoxal beaucoup plus marqué que les souris femelles. L’ensemble de ces effets est 

dépendant des hormones sexuelles qui peuvent directement agir sur les neurones de l’éveil et 

du sommeil (Paul et al., 2009 ; Dorsey et al., 2021). De plus, les effets du CSDS sur les états 

de vigilance dépendent fortement du moment où le stress a été délivré. En effet, lorsqu’il est 

réalisé en période diurne, il a également des effets promoteurs de sommeil dans la période 

nocturne qui suit le CSDS chez les souris mâles (Henderson et al., 2017; Meerlo et al., 2001). 

Dans ce contexte, il serait intéressant d’analyser le sommeil des souris témoins et mutantes 

mâles et femelles dans la phase nocturne qui suit la défaite sociale. En revanche, le CSDS a un 

effet inhibiteur majeur sur le sommeil paradoxal indépendamment du sexe suggérant qu’il est 

critique dans la réponse au stress. Les données obtenues pendant la période de récupération 

semblent également indiquer une modulation de l’éveil et du sommeil lent plus marquée chez 

les souris mâles. En revanche, le sommeil paradoxal est diminué uniquement chez les souris 
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femelles pendant la période de récupération. Bien que ces données suggèrent à nouveau des 

différences liées au sexe en post-CSDS, ces tendances restent à confirmer sur de plus grandes 

cohortes de souris. Enfin, chez les souris femelles, le variant p.T8I n’influence pas les quantités 

d’éveil et de sommeil lors du CSDS et en post-CSDS, renforçant les observations 

comportementales en réponse au CSDS. 

 

Ainsi, bien que certaines données de notre étude sur le sommeil soient encore 

préliminaires, elles soulignent l'importance d'explorer les différences liées au sexe pour 

approfondir notre compréhension des effets du stress sur les états de vigilance, avant d’établir 

des liens plus précis entre perturbations du sommeil et comportements émotionnels. 
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Chapitre 4 –  

Discussion Générale 

 
La compréhension de la modulation des réponses inadaptées au stress revêt une importance 

capitale pour la recherche translationnelle en psychiatrie, qui vise à prévenir et traiter les 

troubles psychiatriques liés au stress. Tandis que la dopamine (DA) dans le noyau accumbens 

(NAc) a fait l’objet de nombreuses études concernant son rôle dans la régulation de la 

susceptibilité au stress et des troubles psychiatriques associés, l'importance de l'acétylcholine 

(ACh) a été sous-estimée (Chaudhury et al., 2013 ; Cao et al., 2010 ; Willmore et al., 2022 ; Dai 

et al., 2022). Une des difficultés de l’étude du rôle de l’ACh dans le striatum est due au fait que 

les interneurones cholinergiques (CINs), principale source d’ACh dans le striatum, co-libèrent 

également du glutamate (Gras et al., 2008). Des travaux princeps de l’équipe ont montré que 

la présence de VGLUT3 dans les CINs favorise l’accumulation d’ACh dans les vésicules 

synaptiques via un mécanisme nommé synergie vésiculaire (Gras et al., 2008). Ainsi, il peut 

être difficile d’identifier le rôle spécifique de chaque neurotransmetteur, et cela plus 

particulièrement lorsque l’activité des CINs est manipulée par des approches de 

chémogénétique ou d’optogénétique. Ces considérations montrent l’intérêt d’étudier le variant 

VGLUT3-p.T8I. Suite à l'identification de ce variant chez des patients polytoxicomanes, notre 

équipe a mis en évidence qu’il entraîne une diminution de la libération d’ACh par les CINs liée 

à une diminution de la synergie vésiculaire par un mécanisme qui reste à déterminer, sans 

toutefois affecter la libération de glutamate. Cette diminution d’ACh est associée à une baisse 

de la libération de DA dans le striatum dorsal, suggérant que l’ACh peut moduler la libération 

de DA dans le striatum (Favier et al., 2024). Ainsi, à travers l’étude de ce variant induisant 

une hypocholinergie striatale, l’étude du rôle de l'ACh dans la susceptibilité au stress et la 

résilience est rendue possible.  

 

L’objectif de mon travail de thèse a donc été d’évaluer l’influence du variant p.T8I sur la 

réponse au stress chronique de défaite sociale (CSDS) à l’aide d’un modèle murin 

génétiquement modifié pour exprimer ce variant dans le gène Slc17a8. Pour cela, j’ai d’abord 

étudié la modulation du comportement en réponse au CSDS chez des souris témoins 

(VGLUT3+/+) ou mutantes portant ce variant (VGLUT3T8I/T8I), mâles et femelles. En 

particulier, je me suis intéressée aux comportements sociaux et de types anxieux. Compte tenu 
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1. Rôle du variant p.T8I dans les comportements liés à la 

susceptibilité au stress 
 

Chez les souris mâles, l’étude de la modulation de la réponse comportementale suite au CSDS 

a révélé une distinction nette entre les souris témoins et celles portant le variant p.T8I. Après 

10 jours de CSDS, le test d’interaction sociale (SI) est traditionnellement employé pour 

distinguer les souris résilientes, qui présentent une préférence sociale envers la souris CD-1, 

des souris susceptibles, chez qui l’on observe une perte de préférence sociale pour ces souris 

(Krishnan et al., 2007). Les résultats obtenus pour ce test montrent un temps passé dans la 

zone d’interaction plus réduit, ainsi qu’une perte de préférence sociale pour les souris CD-1 

plus importante chez les souris VGLUT3T8I/T8I en comparaison des souris témoins, suggérant 

ainsi une plus grande susceptibilité au stress.  

 

Cependant, cette catégorisation fait depuis peu l’objet d’une reconsidération. Notamment, 

plusieurs études rapportent l’implication de l’apprentissage conditionné dans le modèle de 

CSDS, avec un évitement social spécifique des caractéristiques physiques de la souche de 

l’agresseur (CD-1) et qui n’est donc pas généralisé à d’autres souches. De plus, cet évitement 

social peut être supprimé suite à un protocole d’extinction, appuyant l’hypothèse d’un 

comportement conditionné (Ayash et al., 2020 ; Murra et al., 2022). Une première limite de 

ces études était qu’elles ne tenaient pas compte de la variabilité inter-individuelle en réponse 

au stress initialement observée avec le test classique d’interaction sociale, puisque les 

comportements décrits étaient observés à l’échelle du groupe. D’un point de vue 

translationnel, cette remise en question de la définition de résilience était nécessaire, en 

revanche, il était également primordial de s’interroger sur de nouveaux paradigmes 

permettant de modéliser cette variabilité inter-individuelle. C’est ce qu’a récemment permis 

une étude, en distinguant les souris selon leurs performances sociales conditionnées basées sur 

la discrimination entre le stimulus associé à la menace (souris CD-1) et le stimulus sans menace 

(souris C57BL6) après un stress de CSDS (Ayash et al., 2023). Il a ainsi été mis en évidence 

plusieurs types de réponses suite au CSDS, avec des souris ne présentant pas de perte de 

préférence sociale envers le congénère associé à la menace. Ces souris sont donc caractérisées 

par un déficit d’apprentissage aversif conditionné, un comportement inadapté, alors que ce 

phénotype était auparavant assimilé à la résilience. Selon ces auteurs, la résilience serait plutôt 

caractérisée par un apprentissage aversif conditionné intact reflété par l’évitement de la CD-

1, mais également une discrimination réussie entre les stimuli menaçant et non menaçant 
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les souris VGLUT3+/+ montrent également une perte de préférence sociale envers les souris 

C57BL6, indiquant une faible discrimination des indices sociaux menace-sécurité, ce qui est 

associé à une réponse inadaptée après 10 jours de CSDS. A l’inverse, les souris VGLUT3T8I/T8I 

présentent une perte de préférence sociale accrue envers la souris CD-1 tandis que la 

préférence sociale envers la souris C57BL6 n’est pas affectée. La quantification de cette 

différence de modulation du CSDS sur la préférence sociale entre deux cibles sociales distinctes 

représente donc la capacité à discriminer entre un stimulus social associé à la menace et un 

autre associé à la sécurité, caractérisant une réponse adaptée au stress. De plus, une 

modélisation par régression logistique a permis d’appuyer l’importance de ce phénotype 

comportemental dans la prédiction du génotype (Résultats 1.1., Figure 1E). Il est intéressant 

de noter qu’ici, le phénotype des souris VGLUT3+/+ suggère une incapacité à répondre de 

manière adaptative au CSDS, tandis que le variant p.T8I semble conférer une capacité de 

résistance à ce stress, associée à une réponse de peur non-pathologique d’après le contexte de 

CSDS.  

 

La réponse de peur conditionnée est souvent associée à de l’anxiété, comme le confirment 

mes résultats, mais leur relation reste cependant controversée. Chez l’humain, l’anxiété est 

une émotion normale et adaptative, définie par son caractère anticipatoire par rapport à une 

menace potentielle qui permet de mieux faire face à un environnement et d’éviter cette menace 

(Belzung et Griebel, 2001 ; Daviu et al., 2019 ; Takagi et al., 2018). L’anxiété devient 

pathologique seulement lorsqu’elle n’est plus régulée, qu’elle persiste de façon chronique, ou 

encore lorsqu’elle est présente à l’état basal en l’absence de stimuli menaçants. Dans l’étude 

des réponses au CSDS, l’anxiété est mesurée suite à 10 jours consécutifs d’attaque sociale. 

Dans ce contexte, la présence d’un état d’anxiété semble adaptative, visant à empêcher 

l’exposition à des menaces potentielles. Alors que le protocole classique de CSDS induit des 

comportements de type anxieux indépendamment du statut de susceptibilité, nous n’avons pas 

observé d’augmentation des comportements de types anxieux suite au CSDS chez les souris 

VGLUT3+/+ (Krishnan et al., 2007). Cela peut s’expliquer dans un premier temps par le 

protocole modifié de CSDS utilisé, qui réduit de 24 heures à 20 minutes le temps de contact 

sensoriel protégé avec l’agresseur CD-1 suivant les 5 minutes de contact non protégé. 

L’exposition sensorielle protégée est classiquement utilisée pour renforcer l’intensité de ce 

stress chronique via l’exposition auditive, visuelle et olfactive à son agresseur. Toutefois, cette 

phase protégée peut également être interprétée comme une phase d’extinction (Ayash et al., 

2023). Dans l'étude menée par Ayash et al. (2023), le contact physique protégé pendant 

plusieurs jours est en effet utilisé comme un paradigme d'extinction. En effet, l’agresseur est 
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alors incapable d’attaquer physiquement, ce qui diminue sa valence aversive. De ce fait, une 

exposition sensorielle réduite comme employée dans notre étude, ne permettrait pas la mise 

en place de ce phénomène d’extinction. Ainsi, notre protocole pourrait induire un stress plus 

intense, amplifiant la valeur aversive du stimulus agresseur (CD-1). Dans ce contexte, il est 

possible que la valeur saillante du stimulus agresseur soit trop forte pour les souris témoins, 

entraînant une incapacité à développer une réponse adaptative d'anxiété. Ainsi, il serait 

intéressant d’étudier la réponse au CSDS en utilisant des protocoles à sous-seuil (subthreshold), 

afin de pouvoir déterminer à partir de quel moment la réponse devient non-adaptative et 

mettre en exergue la variabilité inter-individuelle.  

 

A l’inverse, le variant p.T8I est associé à la fois à une meilleure discrimination entre les 

stimuli de menace et de sécurité, et à des niveaux d’anxiété plus élevés. Plusieurs études chez 

l’humain s’accordent sur un lien entre une réponse de peur pathologique liée à l’anxiété, tandis 

que d’autres ont montré une corrélation positive entre la discrimination menace-sécurité et 

les niveaux d’anxiété (Rehbein et al., 2015 ; Beckers at al., 2023). L’anxiété est notamment 

associée à des processus cognitifs attentionnels, et plus particulièrement envers des stimuli 

aversifs (Eysenck, 1992 ; Richards et al., 2014 ; Valadez et al., 2022). En effet, la détection des 

stimuli associés à une menace est essentielle afin de pouvoir réagir de manière adaptative face 

à une situation et implique des processus cognitifs tels que l’hypervigilance ou encore 

l’attention sélective, qui permettent de diriger et maintenir l’attention vers des stimuli 

saillants et pertinents par rapport au contexte (voir Richards et al. (2014) pour une revue). 

Ainsi, la réponse d’anxiété des souris VGLUT3T8I/T8I pourrait refléter des capacités cognitives 

d’attention plus performantes en réponse au stress et participer ainsi à une réponse adaptative. 

Alors que l’anxiété et les processus attentionnels peuvent encourager une réponse adaptative, 

comme observée chez les souris p.T8I, des dysfonctionnements de ces processus peuvent 

également devenir pathologiques. Par exemple, l’incapacité à diriger son attention vers des 

informations saillantes de l’environnement, de la maintenir, ou à l’inverse d’attribuer une 

saillance aversive à des stimuli neutres (généralisation) sont caractéristiques de plusieurs 

troubles psychiatriques dont le trouble déficit de l’attention avec ou sans hyperactivité, les 

troubles anxieux généralisés, ou encore les troubles de stress post-traumatique (TSPT) 

(Iacoviello et al., 2014). L’ensemble de ces résultats fait donc particulièrement écho à la 

recherche clinique sur les TSPT où les patients atteints de ces troubles présentent une peur 

généralisée affectant leur fonctionnement quotidien (Lissek et al., 2010).  
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En résumé, bien que les souris mâles VGLUT3T8I/T8I présentent un évitement social 

envers la souris CD-1 significativement plus important que les souris témoins, ce qui est 

classiquement associé à une plus grande susceptibilité au stress, mes résultats montrent que 

cet évitement est spécifique de la souche CD-1 associée à la menace, traduisant ainsi une 

meilleure discrimination sociale en réponse au stress chronique, se rapprochant de la définition 

de résilience humaine (Southwick et al., 2023). A l’inverse, les souris témoins montrent à 

l’échelle du groupe une absence de discrimination menace-sécurité, rappelant les 

comportements observés dans certaines pathologies psychiatriques telles que le trouble 

d’anxiété généralisée ou le TSPT. 

 

Afin d’approfondir l’influence du variant p.T8I sur les comportements en réponse au stress 

observés à l’échelle du groupe, il serait intéressant d’étudier les comportements 

d’apprentissage des souris mâles après un protocole d’extinction du CSDS (Ayash et al., 2023). 

Cette étude a montré que les souris présentant un évitement social non généralisé présentent 

une meilleure extinction après un protocole d’extinction de 16 jours où les souris 

expérimentales étaient soumises à 15 minutes de contact sensoriel protégé avec les souris CD-

1 du CSDS. Selon cette étude, les mâles VGLUT3T8I/T8I, qui ont une discrimination intacte, 

devraient également présenter une meilleure extinction que les souris témoins. La 

compréhension de ces mécanismes chez les rongeurs pourrait également éclairer la recherche 

chez l'humain, où des données montrent que les biais résultant de l'apprentissage conditionné 

peuvent être atténués par l'entraînement (Ereira et al., 2021). Cela pourrait ainsi ouvrir de 

nouvelles perspectives thérapeutiques par la réévaluation des stimuli chez les individus 

souffrant de troubles anxieux et de TSPT. Puis, afin de préciser la variabilité inter-individuelle 

et d’étudier l’influence du variant p.T8I sur celle-ci, il serait intéressant par la suite de sous-

catégoriser les phénotypes à l’échelle individuelle. Cette catégorisation comportementale des 

souris VGLUT3T8I/T8I couplée à l’étude des neurotransmissions au sein du NAc, permettrait 

de clarifier les mécanismes neuronaux mis en jeu dans la susceptibilité et la résilience. Enfin, 

on peut supposer que si ce variant est associé à une meilleure discrimination en réponse à un 

stress chronique dans un contexte social, il peut aussi potentiellement l’être dans un contexte 

environnemental non social. Cela pourrait être testé dans un protocole de peur conditionnée 

chronique qui reproduirait le CSDS mais dans un contexte non social. Au cours d’un protocole 

de 10 jours, les animaux seraient introduits le jour 1 dans un contexte A, où après un délais 

de 3 minutes, des chocs électriques seraient délivrés à intervalles irréguliers et couplés à un 

stimulus discret (i.e. auditif de fréquence X). Les jours suivant, les souris seraient introduites 

à 2 heures d’intervalle et de façon randomisée, soit d’abord dans le contexte A où elles seraient 
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à nouveau soumises à l’association son X/choc électrique, soit dans ce même contexte A mais 

où l’émission du son Y (de fréquence différente) ne serait jamais associée au choc électrique. 

Le comportement d’immobilité (freezing) des animaux, classiquement associés à l’expression 

de la peur, serait relevé lors des 3 premières minutes avant l’émission des sons. Cela nous 

permettrait de suivre l’évolution de l’apprentissage aversif ainsi que la discrimination entre le 

son X (stimulus aversif conditionné/menace) et le son Y (stimulus neutre/sécurité). Ce 

protocole, inspiré de celui classiquement utilisé pour mettre en évidence la capacité de 

séparation de pattern, nous permettrait d’évaluer la variation des niveaux d’immobilisation 

des animaux en présence des deux stimuli (Sahay et al., 2011). Cette variation représenterait 

la discrimination menace-sécurité, de la même manière qu’entre les souris CD-1 et C57BL6 

dans le CSDS, mais cette fois-ci dans un contexte non social. Puis, un protocole d’extinction 

de peur du son X (i.e. 10 jours de présentation du son X dans le contexte A en absence de choc 

électrique) permettrait d’affiner davantage le phénotype induit par le variant à la suite de ce 

protocole. 

 

Cependant, l’ensemble de ces observations reste très peu éthologique, et réduit donc la 

justesse des phénotypes observés qui ne reflètent pas la complexité des comportements 

motivationnels et des facteurs les influençant. Il est probable que pour cette raison nous ne 

puissions accéder à l’ensemble des facteurs caractérisant la résilience. En effet, dans ces 

protocoles nous ne pouvons pas isoler et contrôler tous ces facteurs. Par exemple, nous ne 

pouvons pas exclure la possibilité que la décision d’approche de la souris CD-1 lors du test 

d’interaction sociale prenne en compte certes les caractéristiques physiques de la souris 

associée à la menace, mais également son contexte. Dans ce test, la souris CD-1 est située à 

l’intérieur d’une boîte en plexiglas qui protège la souris expérimentale d’une potentielle 

attaque, pouvant interférer avec l’évaluation de la situation sur laquelle se base le 

comportement d’approche ou d’évitement. De plus, il pourrait paraître adaptatif de ne pas être 

affecté par un stress et de continuer à présenter un comportement habituel, comme approcher 

un congénère ressemblant à l’agresseur. Si dans certaines situations cette absence d’évitement 

peut être en faveur de la survie, ce n’est pas systématiquement le cas, et le fait qu’un 

comportement ne soit pas modifié après un événement traumatique est plutôt considéré 

comme pathologique en termes d’adaptation. Ici, c’est justement parce que les souris n’ont pas 

été soumises à un protocole d’extinction que le comportement d’approche est inadapté. Toutes 

ces réflexions sont primordiales pour les futures recherches sur la résilience qui devraient 

prendre en compte ces considérations afin de concevoir des protocoles plus éthologiques, 



 - 192 - 

permettant ainsi de contrôler divers aspects influençant la prise de décision dans un contexte 

reflétant les dynamiques naturelles propres à l’espèce étudiée. 

 

2. Rôle des neurotransmissions cholinergique et 

dopaminergique au sein du NAc dans la susceptibilité au 

stress 

 

Compte tenu des données de l’équipe montrant l'influence du variant VGLUT3-p.T8I sur la 

libération d’ACh, en plus de l’implication de celle-ci ainsi que de celle de la DA dans le NAc 

dans l'apprentissage associatif et la susceptibilité au CSDS, nous avons enregistré leurs 

dynamiques dans le NAc pendant l'exposition au stress de CSDS ainsi que pendant le test 

d’interaction sociale (Picciotto et al., 2012 ; Warner-Schmidt et al., 2012 ; Cheng et al., 2019 ; 

Chaudhury et al., 2013). Nos résultats montrent que la transmission cholinergique dans le 

NAc est modulée par la défaite sociale et le test d'interaction sociale. En particulier, nous avons 

observé une modulation graduelle de la dynamique de libération de l’ACh dans le NAc au 

début de l'attaque par la souris CD-1, qui est significativement augmentée entre le 1er et le 

10ème jour de CSDS chez les souris mâles témoins. Chez les souris témoins, cette réponse 

cholinergique modulée par le CSDS est associée comportementalement à une absence de 

discrimination sociale menace-sécurité post-CSDS suggérant une incapacité à répondre de 

manière adaptative après un stress répété. L’ACh étant connue pour encoder la saillance des 

stimuli, cette réponse induite par l’attaque de la CD-1 associée à la menace pourrait indiquer 

une plus forte association de la valeur aversive de la CD-1 chez les souris témoins (Ravel et 

al., 2003 ; Aosaki et al., 1994 ; Blasquez et al., 2002 ;  Picciotto et al., 2012 ; Belilos et al., 2023). 

Après 10 jours de CSDS, cette association aversive serait trop importante chez les souris 

témoins, altérant ainsi la capacité à discriminer un congénère associé à la menace d’un autre 

associé à la sécurité, comme le suggère l’influence en U inversé du stress sur les performances 

cognitives (Yerkes & Dodson, 1908 ; Russo et al., 2012). Par ailleurs, une étude a montré que 

l’injection chronique d’antagonistes des récepteurs nicotiniques α7 avant chaque défaite 

sociale augmente les temps d’interaction avec la souris CD-1 post-CSDS (Morel et al., 2018). 

Dans mon étude, l’augmentation des taux d’ACh au moment du conditionnement par CSDS 

chronique pourrait induire une désensibilisation des récepteurs nicotiniques, reproduisant 

l’effet des antagonistes (Morel et al., 2018 ; Besson et al., 2007). Notamment, plusieurs études 

ont montré que les souris knock-out pour la sous-unité β2 des récepteurs nicotiniques, 
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semblables à une désensibilisation de ces récepteurs suite à une exposition prolongée d’ACh, 

présentent une flexibilité cognitive sociale altérée (Granon et al., 2003; Serreau et al., 2011 ; 

Avale et al., 2011 ; Chabout et al., 2013). En particulier, la transmission cholinergique 

dépendante des récepteurs	 β2 est impliquée dans la flexibilité sociale en réponse au stress 

(Nosjean et al., 2015). De plus, Belilos et al. (2023) ont montré que la libération d’ACh est 

augmentée par les stimuli aversifs après un choc électrique et que cette libération est 

proportionnelle à l'intensité du stimulus aversif. Dans mon étude, le signal cholinergique en 

réponse à l’attaque de la souris CD-1 coïncide avec le stimulus aversif (CD-1), mais aussi avec 

la conséquence aversive (attaque), auquel cas nous retrouvons cette réponse cholinergique qui 

serait liée à l’association aversive. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que l’inhibition 

des CINs, et donc celle de la libération d’ACh, est nécessaire au développement des 

comportements classiquement attribués à la susceptibilité (c’est-à-dire l’absence de préférence 

sociale pour les souris CD-1 post-CSDS), et donc potentiellement à ceux observés chez les 

souris p.T8I qui montrent une perte de préférence plus importante pour les CD-1 (Warner-

Schmidt et al., 2012 ; Cheng et al., 2019). Par ailleurs, l’inhibition des CINs par la DA sur les 

récepteurs D2 semble également nécessaire à l’apprentissage (Chantranupong et al., 2023 ; 

Martyniuk et al., 2022 ; Chancey et al., 2023). Étant donné que nous ne retrouvons pas cette 

réponse graduelle du signal cholinergique chez les souris mâles p.T8I et que celles-ci 

présentent un comportement adaptatif lié à une meilleure discrimination menace-sécurité, il 

est possible que le variant p.T8I, en diminuant une réactivité cholinergique trop intense, ait 

pu empêcher cette association trop saillante à l’origine d’une moindre discrimination. Cette 

absence d'augmentation graduelle de la libération d'ACh, directement liée au variant, a ainsi 

pu atténuer les effets aversifs du stress et prévenir les réponses comportementales 

pathologiques. A l’inverse, la répétition trop intense du CSDS chez les souris témoins a 

exacerbé la réponse d'ACh liée à l’aversion lors du 10ème jour de CSDS, promouvant une 

réponse comportementale non-adaptative.   
 

En accord avec cette hypothèse, plusieurs études ont démontré le rôle de l’ACh et des CINs 

dans la réponse comportementale après un apprentissage conditionné (Mark et al., 1995 ; 

Hoebel et al., 1999 ; Hoebel et al., 2007 ; Collins et al., 2019). Ainsi, Collins et al. (2019) ont 

montré qu’après un apprentissage de récompense conditionnée, l’inhibition chémogénétique 

des CINs pendant la présentation du stimulus conditionné augmente les comportements 

motivationnels conditionnés. A l’inverse, l’activation optogénétique des CINs au moment de 

la présentation du stimulus conditionné, après l’apprentissage, supprime ces comportements 

motivationnels. Cette réponse est médiée par les récepteurs nicotiniques β7, qui lorsqu’activés 
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par l’ACh lors de la présentation du stimulus conditionné, réduisent le comportement 

motivationnel conditionné (Collins et al., 2019). Dans le cadre du CSDS, l’approche vers la 

CD-1 lors du test d’interaction post-CSDS passe également par la modulation des récepteurs 

nicotiniques β2 puisque le blocage aigu par antagonistes de ces récepteurs seulement au 

moment de ce test augmente le temps passé dans la zone d’interaction (Morel et al., 2018). 

Cela pourrait ainsi expliquer ce que l’on retrouve lors du test d’interaction sociale post-CSDS 

dans mon étude (Figure 1B-D). En effet, on observe une réduction du comportement 

motivationnel d’approche de la CD-1 conditionnée chez les souris p.T8I tandis qu’elles 

présentent une augmentation de la libération d’ACh à ce moment-là, comme nous le voyons 

au moment de l’approche vers la CD-1 (nose-to-box). A l’inverse, le comportement d’approche 

est facilité chez les souris témoins qui ne présentent pas d’augmentation de la libération d’ACh 

au moment de l’approche. De plus, des études ont montré que la libération d’ACh était 

augmentée lors de la réponse aversive suite à un apprentissage conditionné aversif, et que son 

augmentation pharmacologique à l’état basal par infusion locale dans le NAc de néostigmine, 

un inhibiteur d’acétylcholinestérase, est suffisante pour induire une aversion conditionnée 

(Mark et al., 1995 ; Hoebel et al., 1999 ; Hoebel et al., 2007). Le signal cholinergique observé 

lors de l’approche vers la souris CD-1 dans le test d’interaction sociale post-CSDS qui est 

retrouvé chez les souris p.T8I suggère donc un apprentissage aversif intact tandis que 

l’absence de ce signal cholinergique chez les souris témoins souligne un apprentissage aversif 

altéré. Cette capacité est pourtant nécessaire pour guider la réponse comportementale adaptée, 

et son absence pourrait donner des informations supplémentaires sur la réponse cholinergique 

dans l’apprentissage aversif (Bradfield et al., 2013 ; Apicella et al., 2017 ; Prado et al., 2017). Il 

est envisageable que l’intensité du stress, caractérisée par l’augmentation d’un signal 

d’association aversive cholinergique durant l’apprentissage conditionné du CSDS, ait pu 

« court-circuiter » les voies impliquées dans l’apprentissage non pathologique de la valeur de 

l’agresseur CD-1 résultant en un comportement social altéré. On peut également émettre 

l’hypothèse que le test d’interaction sociale post-CSDS agisse comme un apprentissage 

d’extinction, puisque la souris CD-1 placée dans une cage en plexiglas ne peut pas attaquer la 

souris expérimentale. Dans ce contexte, mes observations sont en accord avec la littérature 

suggérant que l’ACh striatale est impliquée dans la flexibilité cognitive par laquelle un 

apprentissage passé est désappris en fonction d’un nouveau contexte (ici non dangereux dans 

la boite ouverte du test d’interaction sociale) et fait place à un nouvel apprentissage (Ragozzino 

et Choi, 2004 ; Apicella et al., 2011 ; Bradfield et al., 2013). Plus particulièrement, la 

transmission cholinergique joue un rôle dans la cognition sociale et l’organisation des 

comportements sociaux (Granon et al., 2003). Ainsi, l’augmentation du signal cholinergique 



 - 195 - 

observé durant ce qui pourrait être une extinction chez les souris p.T8I pourrait suggérer une 

meilleure flexibilité cognitive qui est reflétée dans le phénotype induit par le CSDS. A 

l’inverse, les souris témoins ne présentent pas cette réponse cholinergique et se caractérisent 

par une mauvaise stratégie comportementale de choix d’approche-évitement. En résumé, 

l’étude du variant p.T8I, révèle que des signatures cholinergiques distinctes sont corrélées à 

des réponses comportementales d'adaptation contrastées, offrant une nouvelle compréhension 

de la susceptibilité au stress. 

 

Par ailleurs, bien que la DA joue un rôle dans la modulation de la susceptibilité au stress, 

notre étude n'a révélé aucun changement dans la libération dopaminergique pendant le CSDS 

et les tests d’interaction sociale, ni chez les souris témoins, ni chez les souris p.T8I (Chaudhury 

et al., 2013 ; Willmore et al., 2022 ; Dai et al., 2022). Notamment, la littérature rapporte une 

diminution de la signalisation de la DA au début des attaques, que nous ne retrouvons pas 

(Willmore et al., 2022 ; Dai et al., 2022). Ces divergences pourraient être liées à la région du 

NAc enregistrée. En effet, ces études ont ciblé le core du NAc, tandis que mes enregistrements 

étaient menés dans le shell médian du NAc. Plusieurs études rapportent que la dynamique de 

libération des neurotransmetteurs varie selon les différentes sous-régions du NAc (de Jong et 

al., 2019 ; de Jong et al., 2023). Ces observations fonctionnelles ne sont pas surprenantes au 

vu des différences anatomiques entre le core et shell du NAc. En effet, le NAc shell contient 

plus de striosomes associés à des taux d’acétylcholinestérase plus élevés, faisant de cette région 

notre région d’intérêt (Brimbelcombe truc ; Castro et Bruchas, 2019). Malgré une plus grande 

libération d’ACh au moment de l’attaque lors du 10ème jour de CSDS observée chez les souris 

témoins par rapport aux souris mutantes, il n’y a pas de différence de libération de DA entre 

les deux groupes au 10ème jour. Ces résultats sont surprenants puisque les données de la 

littérature rapportent une influence réciproque importante (Morris et al., 2004 ; Cragg et al., 

2006 ; Chuhma et al., 2014 ; Threlfell et al., 2012 ; Sakae et al., 2015). Ainsi, nous nous serions 

attendus à avoir également une libération de DA plus importante au moment de l’attaque du 

10ème jour chez les souris témoins par rapport aux souris mutantes, notamment par l’activation 

des fibres DAergiques de la VTA par l’ACh via les récepteurs nicotiniques (Sakae et al., 2015). 

Le fait que malgré la différence de libération d’ACh, la libération de DA soit similaire implique 

que soit la libération d’ACh n’a pas eu, ou très peu, d’influence sur la libération de DA dans le 

NAcMsh, soit que les résultats de cette influence sont masqués par un autre mécanisme. La 

première hypothèse est en accord avec des études qui ont récemment remis en question 

l’influence réciproque entre l’ACh et la DA à travers des études basées sur des comportements 

plus éthologiques et complexes qui suggèrent en réalité une influence limitée de l'ACh striatale 
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sur la DA dans la prise de décision basée sur la récompense (Krok et al., 2023 ; Chantranupong 

et al., 2023 ; Mamaligas et al., 2019). Cependant, il est également possible que mes résultats 

reflètent un mécanisme de régulation de la DA par l’ACh plus complexe, notamment par les 

effets opposés qu’exerce l'ACh sur la libération de DA dans le striatum en fonction des profils 

de décharge des terminaisons dopaminergiques de la VTA. En effet, l’ACh diminue la 

libération de DA en conditions toniques alors qu’elle augmente la libération de DA en 

conditions phasiques (Zhang et al., 2004 ; Rice et Cragg, 2004 ; Zhang et al., 2009 ; Threlfell 

et Cragg, 2011). Par ailleurs, les profils de décharge des terminaisons DAergiques de la VTA 

déterminent la susceptibilité et la résilience au CSDS (Chaudhury et al., 2013). Ainsi, les 

neurones DAergiques de la VTA ont une décharge phasique chez les souris susceptibles tandis 

qu’ils ont une décharge tonique chez les souris résilientes. Par conséquent, l’ACh diminuerait 

la libération de DA dans le NAc des souris résilientes et l’augmenterait chez les souris 

susceptibles. Si nous utilisons la classification traditionnelle, c’est-à-dire prenant seulement en 

compte l’évitement social envers les CD-1, ici les souris témoins présentent un comportement 

traditionnellement associé à la résilience, et les souris p.T8I présentent un phénotype 

traditionnellement associé à la susceptibilité. Dès lors, on devrait observer une diminution de 

la libération de DA par l’ACh chez les souris témoins, mais une augmentation de celle-ci par 

l’ACh chez les souris p.T8I. Cependant, une conséquence directe de ce variant est de réduire 

les taux d’ACh dans le striatum. De ce fait, malgré la modulation positive de l’ACh sur les 

fibres DAergiques dans le NAc due à leur décharge phasique, la libération est tout de même 

diminuée du fait d’une diminution de la quantité d’ACh pour effectuer cette modulation 

positive. Le variant p.T8I, en réduisant les taux d’ACh dans le NAc, ramènerait au même 

niveau la libération de DA que les souris témoins en post CSDS. De plus, l’inhibition des CINs 

par la DA par le biais des récepteurs D2 nécessaire pour la flexibilité cognitive et 

l’apprentissage pourrait également expliquer mes résultats comportementaux. Chez les souris 

témoins, une libération de DA comparable à celle observée chez les p.T8I n’est pas suffisante 

pour inhiber les CINs, pouvant expliquer l’augmentation de la libération d’ACh observée au 

10ème jour de CSDS. Chez les souris p.T8I, cette inhibition des CINs par la DA ne serait pas 

nécessaire puisque la libération d’ACh est directement réduite par le variant.  

 

Ainsi, le variant permettrait de compenser la dérégulation de la balance ACh/DA induite 

par le CSDS dans le NAc, en diminuant directement la signature cholinergique associée à 

l’aversion et modulant la réponse aversive conditionnée dans le comportement social.  
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3. Différences comportementales liées au sexe 

 

Il est intéressant de noter que le variant p.T8I chez les souris femelles n’a pas d’influence sur 

la modulation de la réponse comportementale par le stress de CSDS. En effet, les souris 

femelles témoins comme les souris portant le variant p.T8I présentent le même phénotype 

caractérisé par un évitement social spécifique du congénère associé à la menace (CD-1) et qui 

s’accompagne d’une augmentation des niveaux d’anxiété. La présence d’une discrimination 

adéquate des stimuli sociaux chez les femelles témoins les distingue de leurs congénères mâles 

témoins, et suggère une différence de comportement adaptatif dépendant du sexe. Une 

modélisation par régression logistique a montré que le sexe d’une souris expérimentale 

pouvait être prédit en fonction des réponses comportementales d’anxiété et d’évitement social 

(Figure 2E). En accord avec ces différences, plusieurs études ont démontré des variations 

dépendantes du sexe dans la réponse au stress et notamment dans l’anxiété (Bangasser et 

Cuarenta, 2021 ; Baugher et al., 2022).  

 

De façon surprenante, le sexe femelle serait donc ici un facteur promouvant des 

comportements adaptatifs, plutôt que favorisant le développement de troubles psychiatriques. 

Cette hypothèse ne rentre pas nécessairement en contradiction avec les données humaines qui 

montrent que les femmes sont presque deux fois plus touchées par des troubles anxio-

dépressifs (Kessler et al., 2003). En effet, ces évaluations sont le reflet d’un phénotype observé 

dans un contexte sociétal, où il est largement documenté que les femmes sont sujettes à un 

nombre plus important de violences physiques, psychologiques et sexuelles (INSEE, 2019). 

La prévalence des troubles anxio-dépressifs n’est donc pas nécessairement liée à une cause 

biologique, même s’il est indéniable que les mécanismes neuronaux impliqués dans la réponse 

au stress soient influencés par des différences au niveau des cibles physiologiques de régulation 

liées au sexe (Hodes et al., 2015 ; Lorsch et al., 2018). La différence de prévalence de ces 

troubles entre les deux genres n’exclue donc pas l’existence de facteurs de résistance au stress 

liés au sexe biologique, qui ne serait pas observé à l’échelle globale de la population car 

masquée par la présence d’autres facteurs, notamment sociaux, précipitant ces troubles chez 

les femmes. La recherche sur les différences liées au sexe est nécessaire pour comprendre les 

différences entre les genres, mais n’est pas suffisante pour rendre compte de la complexité des 

phénomènes observés.  C’est un défi essentiel pour la recherche translationnelle que de 
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prendre conscience des interactions entre sexe et genre dans la modulation des troubles 

psychiatriques afin d’appréhender précisément les mécanismes sous-jacents (Ritz et Greaves, 

2024).  

 

Outre les dimensions sociologiques, le fait que les femelles présentent des réponses au 

stress plus adaptatives que les mâles dans mon étude, en accord avec une autre étude, pourrait 

également être spécifique de la dimension sociale du stress de CSDS (Baugher et al., 2022). En 

effet, d’autres études effectuées chez la souris montrent que les femelles sont plus vulnérables 

au développement de symptômes dépressifs dans d’autres types de stress tels que le stress 

chronique variable (Hodes et al., 2015 ; Muir et al., 2020). Plus particulièrement, plusieurs 

études ont montré qu’il existait des différences transcriptionnelles dépendantes du sexe au 

sein du NAc en réponse au stress (Hodes et al., 2015 ; Pfau et al., 2016 ; Lorsch et al., 2018). 

Ici, des différences épigénétiques dans le fonctionnement du NAc pourraient expliquer que 

nous n’observions pas d’effet du variant p.T8I sur le comportement des femelles, notamment 

si la résilience observée est effectivement dépendant de la libération d’ACh dans le NAc durant 

le stress. En effet, quelques études ont montré des différences dépendantes du sexe dans la 

transmission cholinergique en réponse au stress (Bangasser et al., 2019 ; Ortiz et al., 2022 ; 

Baugher et al., 2022). En particulier, il existe dans le NAc un rôle différentiel de la 

transmission cholinergique lors des comportements d’exploration chez les mâles et les 

femelles (Razidlo et al., 2021). En effet, tandis que la délétion du récepteur muscarinique M5 

dans la VTA chez les femelles induit des comportements liés à la vigilance, elle est associée 

chez les mâles à une perte d’exploration liée à la nouveauté. De plus, les auteurs de cette étude 

ont montré que la fonction de ce récepteur était affectée par un stress répété, appuyant 

l’hypothèse selon laquelle la transmission cholinergique dans le NAc durant le CSDS module 

les comportements adaptatifs et qu’elle est différentiellement régulée par le stress chez les 

femelles. Afin d’étudier l’influence du sexe sur la neuromodulation dans le NAc lors du CSDS, 

il serait pertinent d’enregistrer par photométrie de fibre les dynamiques d’ACh et de DA chez 

les femelles. Étant donné que mes données suggèrent que le phénotype des femelles 

s’apparente à celui des mâles portant le variant p.T8I, il serait intéressant de voir si ces mêmes 

phénotypes sont associés à une même signature cholinergique, c’est-à-dire une absence de 

réponse cholinergique a contrario de celle observée chez les souris mâles témoins lors du 10ème 

jour de CSDS. 

 

Enfin, bien que le protocole de CSDS adapté aux femelles puisse générer un stress quasi 

similaire entre les mâles et les femelles, il est important de noter quelques limites de ce modèle. 
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Tout d’abord, ce protocole implique une manipulation supplémentaire envers les femelles 

avant chaque défaite sociale puisque celles-ci sont maintenues en contention afin de leur 

appliquer de l’urine autours des parties génitales. Cette manipulation stressante pourrait 

potentiellement interagir avec les effets du CSDS. D’autre part, tandis que le stress vécu par 

les souris mâle est un stress éthologiquement valide, puisque naturellement observé entre les 

deux mâles, ce n’est pas le cas des femelles. C’est d’ailleurs pour cette raison que le protocole 

classique de CSDS a dû être adapté aux femelles afin d’induire artificiellement une attaque 

mâle-femelle. Ce protocole n’est donc peut-être pas le plus adéquat à l’étude des réponses 

éthologiques face à un stress. Néanmoins, il permet d’observer les comportements attendus 

dans le test d’interaction sociale et les tests d’anxiété, dont l’étude mécanistique reste 

informative quant aux différences liées au sexe biologique dans la résilience. En somme, son 

utilité n'est pour le moment pas négligeable et constitue une première base de recherche sur 

les différences liées au sexe. Dans ce contexte il serait intéressant d’évaluer les effets d’un test 

de CSDS modifié, dans lequel la souris femelle est le “témoin” de l’agression d’une souris mâle 

soumise au CSDS (Iniguez et al., 2018).  

 

4. Rôle de VGLUT3-p.T8I dans la modulation des réponses 

de sommeil induites par le CSDS 
 

Les événements stressants provoquent des altérations des états de vigilance. Nos résultats 

indiquent que les altérations du sommeil induites par le CSDS sont régulées différentiellement 

par le variant p.T8I. Chez les souris mâles, les enregistrements durant les 3 heures qui suivent 

la défaite sociale montrent chez les souris témoins une augmentation de l’éveil au détriment 

du sommeil paradoxal seulement lors du premier jour de CSDS, par rapport à l’état basal. En 

revanche, l’effet éveillant du CSDS est prolongé chez les souris p.T8I jusqu’au 10ème jour de 

CSDS et affecte à la fois le sommeil lent et le sommeil paradoxal. Cette disparité temporelle 

suggère une influence prolongée du variant p.T8I sur l'architecture du sommeil suite au 

CSDS. Ces temporalités divergentes peuvent représenter des différences de réactivité au 

stress. Chez les souris témoins, une réactivité précoce mais qui ne perdure pas lors du CSDS 

pourrait contribuer à la discrimination sociale altérée, et donc aux associations d’apprentissage 

non-adaptatives. L’hyperéveil est un indicateur d’une plus importante hypervigilance. Ainsi, 

l’absence de cet hyperéveil présent dès le début du protocole de CSDS mais absent à la fin des 

10 jours de stress, pourrait être associée à des perturbations de la mémoire, notamment quant 

à la discrimination entre les stimuli menaçants et sécurisants dont l’altération est 
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caractéristique des TSPT (American Psychiatric Association, 2013 ; Nixon et al., 2007 ; 

Colvonen et al., 2019 ; Pawlyk et al., 2005). Ce marqueur de la réactivité aiguë au stress 

renforce l'idée que les souris témoins ont été rapidement affectées par le stress, mais que des 

adaptations physiologiques et comportementales facilitant un comportement adaptatif n’ont 

pas tenues dans le temps, soulignant une réactivité au stress aiguë et transitoire. En revanche, 

les souris p.T8I présentent une mise en place plus progressive des effets induits par le stress, 

qui sont observés depuis le 1er jour de stress et jusqu’au dixième jour du CSDS, suggérant une 

vigilance plus importante aux stimuli aversifs qui pourrait participer à la prévention des 

associations d'apprentissage non-adaptatives (Ressler et al., 2022 ; Acheson et al., 2015). De 

plus, le variant p.T8I semble impliqué dans la modulation à long terme de l’éveil et du sommeil 

lent seulement pendant la nuit. En effet, les souris mâles témoins présentent une augmentation 

des durées d’éveil 5 jours après la fin du CSDS et cela est observé à la fois durant le jour et la 

nuit. A l’inverse, cette réponse éveillante à long terme n’est observée que le jour chez les souris 

p.T8I. Contrairement aux réponses immédiates, les réponses à long terme suggèrent que les 

souris témoins sont plus sensibles et affectées par le CSDS. Il est important de noter que la 

période de perturbations du sommeil liées au stress pourrait souligner différents engagements 

des processus circadiens et homéostatiques qui se reflèteraient comportementalement. 

Pendant la période qui suit directement la défaite sociale, un hyperéveil pourrait permettre un 

meilleur encodage des stimuli aversifs, tandis que pendant la nuit, éloignée temporellement 

du CSDS, un hyperéveil pourrait interagir avec les processus de consolidation de la mémoire. 

L’influence de ce variant sur l’hypervigilance en réponse au stress fait écho à une autre étude 

de l’équipe montrant le rôle causal de VGLUT3 dans le raphé dorsal sur l’hyperéveil induit 

par un stress aigu de défaite sociale (Henderson et al., Annexe 1). On ne peut pas exclure 

l’hypothèse que l’hyperéveil prolongé observé chez les souris p.T8I au cours du CSDS soit 

causé par l’activation des fibres de projections des neurones VGLUT3 du raphé dorsal et non 

du NAc directement, bien que ce dernier soit une cible des projections du raphé. Plusieurs 

études ont montré l’implication du NAc dans l’éveil et notamment dans le cadre du CSDS 

(McCullough et al., 2021 ; Luo et al., 2018 ; Oishi et al., 2017). Il serait intéressant d’évaluer 

le lien causal du NAc dans cet hyperéveil, en délétant VAChT ou VGLUT3 dans le NAc pour 

cibler spécifiquement la transmission cholinergique ou glutamatergique. Par ailleurs, les 

observations à long terme suggèrent une modulation plus prononcée de l'éveil et du sommeil 

lent chez les souris mâles par rapport aux souris femelles. En effet, le CSDS n’a pas eu d’effet 

à long terme sur l’éveil ni le sommeil lent. De même, le CSDS n’a pas induit de perturbations 

immédiates sur l’éveil et le sommeil lent. En revanche, le sommeil paradoxal semble plus 

critique chez les souris femelles, qui présentent une importante inhibition du sommeil 
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paradoxal immédiatement après la première défaite sociale, jusqu’au 10ème jour de CSDS. Cette 

perturbation perdure dans le temps, jusqu’à 5 jours après la fin du CSDS. Ces résultats 

soulignent des différences potentielles dépendantes du sexe après le CSDS, qui nécessitent 

d’être confirmées. De plus, chez les souris femelles, le variant p.T8I n'affecte pas les niveaux 

d'éveil et de sommeil pendant et après le CSDS, en accord avec les réponses comportementales 

observées. 

 

5. Limites et perspectives 

 
L'interprétation des données de cette étude doit être nuancée à la lumière des limites énoncées 

ci-dessous, propres à notre modèle et aux techniques employées.  

 

Tout d’abord, il est important de noter que notre modèle p.T8I n’est pas spécifique du 

NAc. En effet, le variant allélique p.T8I est retrouvé dans l’ensemble des régions cérébrales 

exprimant VGLUT3, tels que l’hippocampe, l’amygdale, ou encore le raphé dorsal qui sont 

également impliquées dans de nombreux comportements émotionnels. Il n’y a donc pas de lien 

de causalité entre les observations des transmissions cholinergique et dopaminergique dans le 

NAc et les comportements observés. En outre, il est essentiel de démontrer que la modulation 

de la transmission cholinergique, que ce soit par activation ou inhibition, peut reproduire ou 

inverser les comportements observés. Afin de mettre en évidence ce lien causal, il faudrait 

cibler spécifiquement la transmission cholinergique du NAc. Cependant, la modulation in vivo 

par optogénétique ou chémogénétique des CINs ne permet pas de cibler spécifiquement la 

signalisation cholinergique puisqu’elle implique également un effet sur la co-transmission 

glutamatergique. Il est en revanche possible d’étudier les effets de l’inhibition de la 

transmission cholinergique des CINs dans le NAc par une approche génétique utilisant la 

lignée VAChT-lox associée à l'injection d’un virus Cre dans le NAc, qui permettrait d’obtenir 

un knock-out conditionnel du transporteur vésiculaire VAChT dans cette région. Cependant, 

cette approche manque de résolution temporelle et ne permet pas de moduler la libération 

d’ACh à des moments précis comme lors de l’attaque ou de l’approche sociale pour reproduire 

ce que nous avons observé chez les souris mâles témoins et p.T8I. Une approche 

pharmacologique semble plus pertinente pour montrer qu’une augmentation d’ACh durant le 

CSDS chez les souris p.T8I permet de reproduire les effets comportementaux observés chez 

les souris témoins. Par exemple, il serait intéressant d’injecter à l’aide d’une canule couplée à 

un implant de fibre optique dans le NAc un inhibiteur d’acétylcholinestérase, le donépézil, qui 
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permet en réduisant l’hydrolyse d’ACh, d’augmenter sa concentration localement. Ces 

approches pourraient éventuellement permettre l’identification de potentiel traitements pour 

les TSPT.  

 

Plusieurs facteurs limitants sont également à mentionner concernant la technique de 

photométrie par fibre couplée à des biosenseurs fluorescents. Notamment, il est primordial de 

contrôler que le signal lié au biosenseur est bien dépendant du neurotransmetteur étudié. Un 

moyen classiquement utilisé est de normaliser le signal du senseur avec le signal acquis à une 

longueur d’onde qui assure que le signal observé est un signal qui ne dépend plus du 

neurotransmetteur. Cette longueur d’onde, autrement appelée point isobestique, est retrouvée 

d’après les courbes d’absorption de lumière des senseurs fluorescents et se trouve autour de 

405-415 nm pour la plupart des senseurs calciques. En revanche, ce n’est pas le cas pour 

GRAB-DA3h et GACh3.8, dont les courbes d’absorption montrent en réalité que le signal 

récupéré à 415 nm présente une spécificité supérieure à celle du signal récupéré à 470 nm. 

Ainsi, la normalisation des signaux d’ACh et de DA par le signal récupéré à 415 nm inverse 

les dynamiques réelles. Pour ces raisons, les signaux de senseurs ont dans cette étude été 

normalisés à l’aide d’un autre virus mCherry non-spécifique des neurotransmetteurs étudiés, 

et permettant ainsi de contrôler les mouvements. Il serait également important de réaliser ces 

expériences avec un senseur muté qui ne lie pas l’ACh ou la DA afin de confirmer que les 

dynamiques des signaux que nous observons sont bien liées à la libération de ces deux 

neurotransmetteurs. 

 

6. Conclusion 
 

À travers une approche multidisciplinaire englobant des analyses comportementales et 

neurochimiques ainsi que des enregistrements polysomnographiques, j’ai cherché lors de ma 

thèse à élucider la relation complexe entre le variant p.T8I, associé à une transmission 

cholinergique réduite dans le NAc, et la susceptibilité au stress.  

 

En résumé, mon étude présente pour la première fois une modulation graduelle de la 

libération d'ACh dans le NAcMsh en réponse au CSDS chez les souris mâles, associée à une 

altération de la discrimination menace-sécurité, illustrant un comportement inadapté. Cette 

étude a permis de mettre en évidence la modulation de cette dynamique cholinergique par le 

variant p.T8I qui est associée à une meilleure association aversive ainsi qu’à une meilleure 
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discrimination des indices sociaux. Mon travail a également montré que l’effet éveillant à long 

terme du stress au détriment du sommeil lent pendant la période nocturne n’était pas observé 

chez les souris p.T8I. Par ailleurs, mon étude pilote suggère qu’augmenter 

pharmacologiquement les taux d’ACh de façon chronique durant le CSDS permet d’augmenter 

l’index de préférence sociale (z-score) envers la souris CD-1 post-CSDS, et ainsi d’altérer 

l’apprentissage aversif conditionné (Annexe 3). Il serait maintenant intéressant de regarder la 

réponse lors du test des 3C suite à un traitement, mais également de suivre la transmission 

d’ACh par photométrie de fibre durant l’approche de la souris B6 dans le 3C.  

 

L’ensemble de ces résultats souligne l'influence déterminante des facteurs génétiques, en 

particulier du variant p.T8I, ainsi que du sexe dans la régulation de la réponse au stress social 

chronique, offrant de nouvelles perspectives dans le domaine de la susceptibilité au stress et 

de l’apprentissage aversif. Alors que le variant p.T8I a initialement été identifié chez des 

patients présentant des troubles addictifs et des comportements alimentaires compulsifs, que 

j’ai également pu observer chez des souris mâles, mon étude de réponse au stress suggère qu’il 

pourrait être un facteur de protection. Ces observations soulèvent de nombreuses questions 

concernant les mécanismes sous-jacents communs aux apprentissages conditionnés. Bien que 

dans certains contextes d’apprentissage, leur régulation puisse orienter les comportements 

vers une adaptation positive, la frontière entre comportements adaptatifs et pathologiques 

demeure extrêmement subtile, pouvant conduire, dans d’autres contextes, à une bascule vers 

la pathologie. 

 

Cette étude présente ainsi une grande importance translationnelle quant à l’identification 

de cibles thérapeutiques afin de rétablir la transmission cholinergique anormale dans le NAc, 

bien que son implication causale dans les troubles psychiatriques liés au stress reste à 

confirmer.  
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SUMMARY

Exposure to stressors has profound effects on sleep that have been linked to serotonin (5-HT) neurons of the

dorsal raphe nucleus (DR). However, the DR also comprises glutamatergic neurons expressing vesicular

glutamate transporter type 3 (DRVGLUT3), leading us to examine their role. Cell-type-specific tracing revealed

that DRVGLUT3 neurons project to brain areas regulating arousal and stress.We found that chemogenetic acti-

vation of DRVGLUT3 neuronsmimics stress-induced sleep perturbations. Furthermore, deleting VGLUT3 in the

DR attenuated stress-induced sleep perturbations, especially after social defeat stress. In the DR, VGLUT3 is

found in subsets of 5-HT and non-5-HT neurons. We observed that both populations are activated by acute

stress, including those projecting to the ventral tegmental area. However, deleting VGLUT3 in 5-HT neurons

minimally affected sleep regulation. These findings suggest that VGLUT3 expression in the DR drives stress-

induced sleep perturbations, possibly involving non-5-HT DRVGLUT3 neurons.

INTRODUCTION

Acute stress leads to a transient and sustained increase in

wake to ensure proper adaptive behaviors. Subsequently, it

produces a delayed increase in sleep during the recovery

period.1,2 Among other structures, the dorsal raphe nucleus

(DR) is involved in the stress response and stress-related psy-

chiatric disorders, with a key role assigned to serotonin (5-HT)

neurons.3,4 Acute stress exposure produces a sustained

release of 5-HT within DR-projecting brain areas,5–8 which con-

tributes to the delayed effects of stress on rapid eye movement

sleep (REMS).5,9 Accordingly, constitutive deletion of 5-HT-

related genes has been associated with a blunted increase in

REMS after exposure to acute restraint stress (RS).1,10 How-

ever, these seminal studies have manipulated the 5-HT system

without considering its cellular and neurochemical heterogene-

ity.11,12 Recent studies have revealed the great diversity of

5-HT DR (DR5-HT) neurons in terms of cell types,13–15 connectiv-

ity,16,17 and/or electrophysiological properties.18–20 In addition

to 5-HT neurons, the DR also harbors GABA, dopamine (DA),

and glutamate neurons.21 Recently, considerable efforts have

been dedicated to understanding the role of different subsets

of DR neurons, with notable examples linked to stress and

emotional behaviors.17,22 For instance, a subset of DR5-HT neu-

rons that target the ventral tegmental area (VTA) influences sus-

ceptibility to social stress.23 DA and GABA neurons of the DR

have additionally been implicated in stress responses24,25

and arousal.25,26 Together, these studies suggest a model in

which stress engages distinct DR neuronal populations to pro-

mote adaptive responses.

A neuronal population of the DR that has received less atten-

tion consists of neurons expressing the vesicular glutamate

transporter type 3 (VGLUT3), conferring these neurons the ability

to signal through glutamate.27–30 Interestingly, VGLUT3 is also

present in a subset of DR5-HT neurons, enabling glutamate co-

transmission12 and enhancing 5-HT vesicular filing though a pro-

cess known as vesicular synergy.31–33 VGLUT3 neurons of the

DR (DRVGLUT3) are implicated in motivated behaviors,30,34–37

feeding,38,39 and neuropathic pain.40 However, it is unknown

whether DRVGLUT3 neurons play a role in the regulation of sleep.

Here, we examined the contribution of DRVGLUT3 neurons in the

stress response and stress-induced sleep perturbations by us-

ing conditional gene deletion and chemogenetics coupled with

polygraphic sleep recordings. Additionally, potential targets

were identified through conditional viral tracing and c-Fos

immunolabeling.

Cell Reports 43, 114411, July 23, 2024 ª 2024 The Authors. Published by Elsevier Inc. 1
This is an open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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RESULTS

Anatomical organization of DRVGLUT3 neurons

In the raphe, expression of VGLUT3 defines restricted subsets of

neurons, as revealed by the seminal study conducted by Hioki in

the rat DR.41Co-expression profiles in 5-HT neurons vary across

raphe nuclei, with the median raphe nucleus (MnR) showing

higher levels of segregation between 5-HT and VGLUT3 neu-

rons.12,42 We thus systematically mapped the expression

pattern of VGLUT3mRNA in relation to 5-HT neurons in the ante-

rior raphe nuclei by dual fluorescence in situ hybridization (FISH;

Figures 1A, S1A, and S1B). Tryptophan hydroxylase type 2

(TPH2) mRNA was used as a 5-HT marker. We found that

VGLUT3 neurons co-expressing TPH2 mRNA were mostly

observed in the caudal (DRc) and ventral (DRv) parts of the DR

(Figure 1B). Consistent with previous findings,41,42 single-

labeled VGLUT3 mRNA neurons were more prevalent in B9,

MnR, the interpeduncular nucleus (IP), and the dorsal part of

the DR, while the lateral wings of the DR contained few

VGLUT3 mRNA-expressing neurons (Figures 1A and 1B).

Next, we generated a VGLUT3Cre mouse line (Figure 1C

for visualizing Cre expression in DRVGLUT3 neurons) to map

DRVGLUT3 projections bymicro-injecting an adeno-associated vi-

rus (AAV) enabling Cre-dependent expression of the fluorescent

protein tdTomato into their DR (AAV-Flex-tdTomato, Figures 1D,

1E, andS1C).DRVGLUT3neuronsheavily projected to thediagonal

band nucleus/magnocellular nucleus (NDB/MA), the cortex, the

basolateral (BLA) and cortical amygdala, the submedius thalamic

nucleus, the anterior pretectal nucleus, and the VTA (Figure 1F;

Table S1). Projections were dense in the prelimbic cortex (PL),

the nucleus accumbens (NAc), the locus coeruleus (LC), and

the parabrachial nucleus (PB) (Figure 1F; Table S1). This projec-

tion pattern closely resembles thedistribution ofDR5-HT terminals

within the mouse brain.16 Additional immunostaining with 5-HT

(Figures 1GandS1D) showed that themajority ofDRVGLUT3-tdTo-

mato fibers were 5-HT positive in the PL and NDB/MA, as previ-

ously found in the cortex.17 Many DRVGLUT3-tdTomato fibers

were 5-HT negative in the amygdala, VTA, PB, and LC despite

dense 5-HT labeling, consistent with previous data in the amyg-

dala17,29 and VTA.16,35 While being involved in several other

functions, these structures regulate the stress responses44

and/or promote wake,45 suggesting that DRVGLUT3 neurons

may contribute to stress-induced arousal.

Chemoactivation of DRVGLUT3 neurons modulates

vigilance states

To reveal which downstream target is functionally connected to

DRVGLUT3 neurons, we mapped c-Fos expression, a bona fide

marker of molecular neuronal activity, after selective activation

of DRVGLUT3 neurons with the excitatory hM3(Gq) designer re-

ceptors exclusively activated by designer drugs (DREADDs;

Figures 2A and 2B). Indeed, c-Fos expression, assessed

90 min after administration of the DREADD ligand clozapine

N-oxide (CNO; 1 mg/kg, intraperitoneally) at zeitgeber time (ZT)

3, was significantly increased in the DR of mice expressing

hM3(Gq) (VGLUT3-Gq) compared to mice expressing mCherry

(VGLUT3-mCh; Figures 2C and 2D). Further analysis revealed

increased c-Fos expression in the NAc, VTA, and PB of

VGLUT3-Gq compared to VGLUT3-mCh mice (Figures 2E

and 2F), indicating functional connectivity of DRVGLUT3 neurons

to arousal-driving brain regions.46–48 Accordingly, we analyzed

vigilance states after CNO (1 mg/kg) or saline injections to

VGLUT3-Gq and VGLUT3-mCh mice at ZT3 (Figures 2G and

S2A). Across the first 3 h after injection in the light-inactive period

(ZT3–ZT6), CNO increasedwake amounts comparedwith saline-

treated animals in VGLUT3-Gq mice (Figure 2H). In parallel,

REMS amounts were decreased in CNO-treated VGLUT3-Gq

mice compared with respective controls. This decrease was ac-

counted for by a decrease in the number of state bouts

(Table S2). Delayed effects included increased REMS amounts,

at the expense of wake, during the first 6 h of the following dark-

inactive period in CNO- compared with saline-injected VGLUT3-

Gq mice due to a higher number of state bouts (Figure 2H;

Table S2). Predominant targeting of the DR is further shown by

mapping the injection sites in VGLUT3-Gq mice (Figures S2C

and S2D). In a few mice, a sparse number of transduced cells

was also observed in the upper part of the MnR.

Given the involvement of the DR in thermoregulation,50 we

monitored skin and brown adipose tissue temperatures in

VGLUT3-mCh and VGLUT3-Gq mice before and 3 h after

CNO injection (Figure S2B). No significant modifications were

observed, suggesting that the sleep changes induced by che-

moactivation are unlikely to be associated with changes in en-

ergy expenditure.

DRVGLUT3 neurons are involved in the stress response

Chemoactivation of DRVGLUT3 neurons at ZT3 mimics sleep-

wake effects observed after acute social defeat (SD) stress dur-

ing the light-inactive period.2,51 Consequently, we investigated

the role of DRVGLUT3 neurons in mediating SD-induced sleep

perturbations.

SD (25 min session ending at ZT3) increased the activity of

DRVGLUT3 neurons (Figures 3A–3C), including both 5-HT and

non-5-HT types (Figures 3D and 3E). The VTA receives dense

innervation from DRVGLUT3 neurons and is a key node for medi-

ating SD-induced sleep changes.52 We therefore evaluated

whether DRVGLUT3 neurons projecting to the VTA were activated

by SD. To identify VTA-projecting DRVGLUT3 neurons, a retro-

grade AAV enabling the conditional expression of the green fluo-

rescence protein (GFP) was injected into the VTA of VGLUT3Cre

mice (Figures 3F and 3G). Consistent with earlier findings,35,41,53

we identified GFP neurons in the DRv and the ventral part of

the DRc, the IP, and theMnR. VTA-projecting DRVGLUT3 neurons,

mainly those that are non-5-HT, were activated by SD

(Figures 3H–3J).

Next, we investigated the impact on sleep of VGLUT3 deletion

mediated by AAV-Cre-EGFP injection in the DR of VGLUT3lox/lox

mice (+Cre; Figure 3K). VGLUT3 mRNA expression was signifi-

cantly reduced in the DR (Figures 3L and 3M) and the MnR

(52% ± 9%; data not shown) of +Cre mice compared with

!Cre controls, while TPH2 mRNA expression remained unaf-

fected (Figure 3L). Then, we examined the impact of VGLUT3

deletion on sleep-wake states. At baseline, +Cre mice spent

more time in non-REMS (NREMS) and less time in wake during

the dark-active period compared with !Cre mice (Figure S3A;

Table S3). The consequences of SD were evaluated in +Cre

2 Cell Reports 43, 114411, July 23, 2024
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Figure 1. Distribution and projections of DRVGLUT3 neurons

(A and B) Representative image (A) and quantification (B) of cells expressing VGLUT3, TPH2, and bothmRNAs inmouse anterior raphe nuclei. Data (mean ± SEM)

are expressed as a percentage over the total number of VGLUT3-cells (n = 3).

(C) Distribution of cells expressing VGLUT3, Cre, and both (merged image) mRNAs in the anterior raphe nuclei of VGLUT3Cre mice.

(D) Schematic of virus injection.

(E) Image showing tdTomato (red) expression in the DR of VGLUT3Cre mice.

(F) Anterolabeled terminals (red) are present in the PL, NAc shell, NDB/MA, BLA, VTA, LC, and PB nuclei.

(G) 5-HT immunolabeling (green), tdTomato anterolabeled (red), and double-labeled (yellow) terminals in the PL, VTA, and PB of VGLUT3Cre mice. White arrows:

single tdTomato anterolabeled terminals. Coronal sections were adapted from the stereotaxic atlas.43 Distance from bregma is indicated in mm.43

Scale bars: 250 mm in (A), 150 mm in (C), 100 mm in (E), 300 mm in (F), and 25 mm in (G).
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Figure 2. Chemogenetic activation of DRVGLUT3 neurons modulates wake and REMS

(A) Schematic of virus injection and electrode implantation.

(B) Representative images showing mCherry (red) expression in the DR of VGLUT3-Gq and VGLUT3-mCh mice.

(C and D) Representative images (C) and quantification (D) of c-Fos-immunoreactive (C-Fos-IR) cells in theDR of VGLUT3-Gq (Gq; n = 6) and VGLUT3-mCh (mCh;

n = 5) mice after CNO injection.

(E and F) Representative images (E) and quantification (F) of c-Fos-IR cells in brain areas of interest of VGLUT3-Gq (Gq; n = 6) and VGLUT3-mCh (mCh; n = 5)mice

after CNO injection. Distance from bregma is indicated in mm.49

(G) Experimental design. Letters above the horizontal bars represent the time window analyzed in (H).

(H) State amounts during the first 3 h (top) and the first 6 h of the dark period (bottom) following saline (!) or CNO (+) injections at ZT3 in hM3Dq-expressing (Gq;

n = 11) and control (mCh; n = 9) mice.

Scale bars: 50 mm in (B), 250 mm in (C), and 300 mm in (E). Data represent the mean ± SEM. Post hoc comparisons: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 for CNO

effects; #p < 0.05 and ##p < 0.01 for group effects. See also Table S6.

4 Cell Reports 43, 114411, July 23, 2024

Report
ll

OPEN ACCESS



 - 252 - 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

and!Cremice (Figures 3N and S3B). In control mice, SD elicited

an immediate and robust increase in wake amounts and a

concomitant decrease in NREMS and REMS amounts (ZT3–

ZT6 of the light-inactive period; Figure 3O). These changes

were mainly accounted for by changes in bout mean duration

(Table S4). During the subsequent dark-active period

(ZT12–ZT0), !Cre mice exhibited increased REMS amounts

following SD resulting from an increased number of bouts (Fig-

ure 3O; Table S4). Strikingly, a clear phenotype emerged after

SD. Short-term wake enhancement elicited by SD was attenu-

ated in +Cre mice (Figure 3O). Moreover, +Cre mice lacked the

REMS sleep rebound elicited by SD in the following dark-active

period (Figure 3O). This sleep phenotype, likely linked to DR

neurons, suggests a role for VGLUT3 in both SD-mediated im-

mediate wake promotion (at the expense of NREMS) and de-

layed REMS facilitation, although MnR involvement cannot be

discounted.

RS is a common model used in rodents, engaging similar cir-

cuits as SD.54RS at the end of the light-inactive period enhances

sleep during the subsequent dark-active period, primarily

affecting REMS through the DR and the 5-HT system.1,5,10,55

Consequently, we investigated DRVGLUT3 neuron activity in

response to RS (Figure 4A), finding increased c-Fos expression

(Figures 4B and 4C) in both 5-HT and non-5-HT DRVGLUT3 neu-

rons (Figures 4D and 4E). We next tested the impact of RS on

sleep and wake in mice with AAV-Cre-mediated deletion of

VGLUT3 expression in the DR (Figure 4F). In !Cre mice, RS

applied at the end of the light-inactive period produced an in-

crease in sleep amounts throughout the following dark-active

period (Figures 4G and S3C). Notably, REMS amounts were

enhanced by "2-fold as a result of an increase in both the num-

ber andmean duration of REMS bouts (Table S4). After RS, +Cre

mice exhibited more REMS compared to the sham condition

(Figure 4G). However, analysis of delta changes suggests that

RS affected REMS differently across groups, with +Cre mice ex-

hibiting a reduced REMS rebound (Figure 4G). In addition, +Cre

mice exhibited more REMS compared to!Cre mice in the sham

condition (Figure 4G). This could have been a consequence of

the experimental paradigm, in which mice were gently woken

up in the sham condition (see STAR Methods).

Psychological stressors trigger a rapid increase in body tem-

perature through VGLUT3 neurons.56,57 However, skin tempera-

ture measurements after SD and RS showed stress-induced

hyperthermia in both !Cre and +Cre mice (Figure S4). This sug-

gests that stress-induced sleep perturbations in +Cre mice

occurred independently of the potentially confounding effects

of body temperature.

VGLUT3 in 5-HT neurons has limited effects on vigilance

states

Considering the key role of 5-HT neurons in sleep-wake

regulation,58we investigated the impact of VGLUT3 in these neu-

rons by generating mice lacking VGLUT3 in 5-HT neurons. Mice

expressing Cre recombinase under the control of the serotonin

transporter (SERT) promoter were crossed with VGLUT3lox/lox

mice (SERTVGLUT3.cKO, where cKO is conditional knockout)

(Figure 5A). Validation confirmed specific Cre-mediated dele-

tion of VGLUT3 in 5-HT neurons (Figures 5B and S5). In

SERTVGLUT3.cKO mice, DR neurons expressed either TPH2

mRNA or VGLUT3 mRNA, but co-labeled neurons (as observed

in control SERTCre mice) were not detected. Next, sleep-wake

patterns were analyzed in SERTVGLUT3.cKO mice and control

(VGLUT3lox/lox and SERTCre) mice. VGLUT3 deletion in 5-HT neu-

rons did not alter sleep-wake amounts at baseline (Figure S6;

Table S3). Then, we assessed the consequences of chemoacti-

vation of DR5-HT neurons with or without VGLUT3. AAV-DIO-

hM3(Gq)-mCh or AAV-DIO-mCh was injected into the DR of

SERTCre (SERT-Gq and SERT-mCh) and SERTVGLUT3.cKO

(SERTVGLUT3.cKO-GqandSERTVGLUT3.cKO-mCh)mice (Figure 5A).

Sleep-wake states were analyzed after administration of CNO or

saline at ZT3 (Figure 5C). As reported by others,59,60weobserved

non-specific effects of CNO on REMS in SERT-mCh and

SERTVGLUT3.cKO-mCh mice (Figure 5D). However, the use of

non-DREADD-expressing control groups has enabled compari-

sons with DREADD-expressing groups to identify the effects of

chemoactivation of DR5-HT neurons. These off-target CNO ef-

fects were absent in VGLUT3Cre mice (Figure 2), possibly due to

genetic background differences (see STAR Methods).

NREMS amounts increased in the 3 h post-CNO injection

compared with saline injection in SERT-Gq mice, while REMS

amounts decreased significantly compared to saline injection

and with CNO-treated SERT-mCh mice (Figures 5D and S7A).

These effects were due to the longer mean duration of NREMS

bouts and fewer REMS bouts, respectively (Table S2). Similar

immediate effects were observed in SERTVGLUT3.cKO mice after

chemogenetic activation of DR5-HT neurons (Figure 5D, S7B,

and S7C). During the first 6 h of the following dark-active period,

CNO did not alter sleep-wake states in SERT-Gq mice

(Figures 5D and S7A; Table S2). In SERTVGLUT3.cKO-Gq mice,

CNO induced a significant increase in wake amounts at the

expense of NREMS compared with saline injection and had a

limited impact on REMS amounts (Figures 5D and S7B). Thus,

chemogenetic activation of DR5-HT neurons had a delayed

impact on wake and NREMS in SERTVGLUT3.cKO mice only (Fig-

ure S7D). These results collectively suggest that VGLUT3 in

5-HT neurons plays a limited role in sleep regulation, a role that

becomes apparent solely during the dark-active period following

chemoactivation of DR5-HT neurons.

Because RS produces a delayed increase in REMS that de-

pends on the DR serotonergic system,55 SERTVGLUT3.cKO mice

and their respective controls were subjected to RS (Figures 5E

and S8; Table S5). After RS, SERTVGLUT3.cKO mice showed

enhanced NREMS and REMS during the following dark-active

period, as observed in control groups (Figure 5F). VGLUT3 is

also expressed by subsets of GABA and cholinergic neu-

rons.33,61 We then evaluated the impact of RS in cKO mice lack-

ing VGLUT3 in GABA or cholinergic neurons (Figures S9;

Table S5). No differences were observed in the sleep-promoting

effects of RS in cKO mice compared with their respective con-

trols. Together, these results suggest that VGLUT3 expression

in 5-HT, GABA, or cholinergic neurons does not contribute to

sleep-wake regulation after RS.

Beyond their role in sleep regulation, VGLUT3 and 5-HT neu-

rons have been identified as modulators of various functions,

including anxiety and locomotion.12,32,38 Consequently, we con-

ducted behavioral assessments across our different models and
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found that expression of VGLUT3 in DR or DRVGLUT3 neuron

activation does not affect anxiety-like behaviors and locomotor

activity (Figure S10).

DISCUSSION

Emotional events, especially stress, influence sleep-wake pat-

terns. Our results suggest that DRVGLUT3 neurons are involved

in mediating acute stress-induced sleep perturbations. Chemo-

activation of DRVGLUT3 neurons promotes wakefulness by inhib-

iting REMS and subsequently promoting REMS, resembling

stress-like effects. Further, reduced VGLUT3 expression medi-

ated by AAV-Cre injection in the DR leads to compromised

stress-induced sleep changes. Our data align with previous

studies demonstrating VGLUT3 expression in subsets of 5-HT

and non-5-HT neurons in the raphe nuclei.41,42,62 Both types of

DRVGLUT3 neurons are activated by stressors and project to

PB, VTA, and NAc nuclei. Additional loss-of-function experi-

ments suggest a minimal contribution of VGLUT3 in 5-HT neu-

rons to sleep regulation. These findings suggest that non-5-HT

VGLUT3 neurons, especially in the DR, modulate stress-induced

sleep perturbations likely through mechanisms involving down-

stream structures that regulate emotional arousal and sleep

recovery.

VGLUT3 in the DR modulates the stress response

In animals, arousal is an initial response to stress, and it seems to

be regulated by VGLUT3 in the DR. Reduced VGLUT3 expres-

sion mediated by AAV-Cre injection in the DR was sufficient to

attenuate arousal elicited by social stress. However, we could

not assess this response after RS, as it did not induce arousal,

likely due to differences in timing (ZT3 for SD versus ZT10.5 for

RS) and/or duration of stressors (25 min for SD versus 90 min

for RS), since both factors influence the sleep response to

stress.2,52,63,64 Results from social stress, coupled with reduced

wake at baseline in mice lacking VGLUT3 in the DR and

increased wake after activating DRVGLUT3 neurons, support their

role in wake promotion. Previous studies also suggest that most

DR neurons are wake promoting25,26,45,58 and responsive to

emotionally salient stimuli.25,65–69 In agreement, we found that

DRVGLUT3 neurons are activated by stress, including both 5-HT

and non-5-HT DRVGLUT3 neurons. Together, these independent

observations suggest that groups of DR neurons could promote

arousal when a salient stimulus, such as facing a stressor, is

perceived in the environment.

The initial stress response is followed by an increase in sleep

during the subsequent dark-active period. Our results suggest

that DRVGLUT3 neurons are involved in the delayed increase of

sleep, particularly after exposure to social stress. Therefore,

reduced VGLUT3 expression mediated by AAV-Cre injection in

the DR dampens the delayed increase in REMS elicited by acute

stress. This long-lasting impact of DRVGLUT3 neurons on sleep is

also supported by our chemogenetic experiments showing that

activation of DRVGLUT3 neurons produces a delayed increase in

REMS amounts. In rodents, sleep enhancement is commonly

observed in response to psychological stressors, SD,51,52,64,70

or RS10,63,71–73 and is not the sole consequence of the sleep

loss associated with the stress procedure.51,72 Strikingly,

SD51,52,64,70 or RS10,63,71–73 trigger sleep enhancement indepen-

dently of the stress schedule used. This highlights the crucial role

of sleep in the stress response, supported by studies showing

the beneficial effects of stress-induced sleep enhancement.74

Conversely, sleep deprivation after social stress has negative ef-

fects on emotional behaviors.52,75,76 It is therefore likely that the

function of sleep after stress is to restore emotional reactivity, as

proposed for REMS, which is thought to play an important role in

processing emotional experiences77–79 and potentiated fear

responses.80,81 DRVGLUT3 neurons may thus facilitate sleep-

dependent adaptations to aversive experiences. Interestingly,

constitutive VGLUT3 KO mice exhibit anxiety-like behavior,32

innate fear,82 and impaired fear memory.83 Further research is

needed to determine whether animals with VGLUT3 loss of

Figure 3. DRVGLUT3 neurons contribute to the response to SD stress

(A) Experimental design for c-Fos immunolabeling.

(B and C) Representative images (B) and quantification (C) of c-Fos immunolabeling in DRVGLUT3 neurons (c-Fos-YFP) after social defeat (SD) or in control

(C) condition. White arrowheads: c-Fos/VGLUT3-positive neurons. Scale bar: 50 mm. n = 5.

(D and E) Representative images (D) and quantification (E) of c-Fos immunolabeling in DRVGLUT3 neurons (c-Fos-YFP) expressing (+) or not (!) TPH2 after SD or in

control (C) condition.White arrowheads: triple c-Fos/TPH2/VGLUT3-positive neuron.White arrows: dual c-Fos/VGLUT3-positive neuron. Scale bar: 50 mm. n = 5.

(F) Experimental design for c-Fos immunolabeling in DRVGLUT3 neurons projecting to the VTA.

(G) Representative images showing rAAV-dlox-GFP injection site in the VTA (top, scale bar: 150 mm, the framed region corresponds to the inset in the left corner of

the image) and GFP-expressing cells in the DR (bottom, scale bar: 100 mm) of VGLUT3Cre mice.

(H) Quantification of c-Fos immunolabeling in VTA-projecting DRVGLUT3 neurons (c-Fos-GFP) after SD stress or in control (C) condition. n = 5.

(I and J) Representative images (I) and quantification (J) of c-Fos immunolabeling in VTA-projecting DRVGLUT3 neurons (c-Fos-GFP) expressing (+) or not (!) TPH2

after SD or in control (C) condition.White arrowheads: triple c-Fos/TPH2/VGLUT3-positive neuron.White arrows: dual c-Fos/VGLUT3-positive neuron. Scale bar:

50 mm. n = 5.

(K) Schematic of virus injection and electrode implantation.

(L) Representative image of the DR showing VGLUT3 (blue, bright field) and TPH2 (green, fluorescence) mRNAs in the DR of control (!Cre) and conditional

knockout (+Cre) mice detected by dual ISH. Scale bar: 200 mm.

(M) Percentage of VGLUT3 mRNA expression in the DR of control (!Cre, black; n = 9) and conditional knockout (+Cre, purple, n = 11) mice.

(N) Experimental design. Letters above the horizontal bars represent the time windows analyzed in (O).

(O) State amounts during the first 3 h (top) and 12 h of the dark period (bottom) at baseline (BL) and after acute SD stress in control (!Cre, n = 7) and conditional

knockout (+Cre, n = 7) mice. Delta amounts: difference between state amounts in SD and BL conditions.

Data represent the mean ± SEM. Post hoc comparisons: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 for stress effects; #p < 0.05, ##p < 0.01, and ###p < 0.001 for group

effects.

See also Table S6.
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function in the DR are more susceptible to developing anxiety-

and depression-like behaviors in response to stress and/or sleep

disturbances.

Role of VGLUT3 expression in 5-HT neurons in the

modulation of sleep-wake states

The DR contains distinct populations of neurons,21,84 including

non-5-HT and 5-HT neurons, with VGLUT3 expression

observed in both types (Figure 1).15,17,41 In 5-HT neurons,

VGLUT3 enables glutamate co-release from 5-HT terminals,

as shown in the VTA,23,30,36 amygdala,29 and olfactory

bulb.28 While a few studies have shown the involvement of

glutamate co-release in reward,30,36 little is known about the

behavioral consequences of VGLUT3 expression in DR5-HT

neurons. Given their role in sleep-wake regulation,58 some ef-

fects of manipulating VGLUT3 neurons may involve DR5-HT

neurons. To probe this hypothesis, we used mice with

VGLUT3 deletion in SERT neurons. We found that chemoacti-

vation of DR5-HT neurons had major effects on REMS that are

independent from the presence of VGLUT3. This was further

supported by the finding that deletion of VGLUT3 in 5-HT neu-

rons does not impact sleep-wake amounts at baseline or after

RS. From these experiments, we concluded that 5-HT neu-

rons likely regulate sleep-wake states by signaling through

5-HT. Similarly, a prominent role for 5-HT over glutamate

signaling has been reported in the amygdala during fear pro-

cessing.85 Independent of sleep regulation, the involvement

of 5-HT-positive DRVGLUT3 neurons in the stress response is

supported by their activation following acute stress and a

recent study indicating that mutant mice lacking VGLUT3 in

5-HT neurons exhibit heightened active coping behavior in

response to swim stress.86

Figure 4. DRVGLUT3 neurons contribute to the response to RS

(A) Experimental design for c-Fos immunolabeling.

(B and C) Representative images (B) and quantification (C) of c-Fos immunolabeling in DRVGLUT3 neurons (c-Fos-YFP) after restraint stress (RS) or in control

(C) condition. White arrowheads: c-Fos/VGLUT3-positive neurons. Scale bar: 50 mm. n = 4.

(D and E) Representative images (D) and quantification (E) of c-Fos immunolabeling in DRVGLUT3 neurons (c-Fos-YFP) expressing (+) or not (!) TPH2 after RS or in

control (C) condition. White arrowheads: triple c-Fos/TPH2/VGLUT3-positive neuron. White arrows: dual c-Fos/VGLUT3-positive neuron. Scale bar: 50 mm. n = 4.

(F) Experimental design. Letters above the horizontal bars represent the time window analyzed in (G).

(G) State amounts during the first 12 h following sham (Sh) or acute RS in control (!Cre, n = 9) and conditional knockout (+Cre, n = 11) mice. Delta amounts:

difference between state amounts in RS and Sh conditions.

Data represent the mean ± SEM. Post hoc comparisons: *p < 0.05, **p < 0.01, and ***p < 0.001 for stress effects; #p < 0.05 and ##p < 0.01 for group effects.

See also Table S6.
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Figure 5. VGLUT3 expression in 5-HT neurons

is not essential for sleep modulation

(A) Conditional knockout (SERTVGLUT3.cKO) mice are

generated by crossing SERTCre and VGLUT3lox/lox

mice. Schematic of viral injection and electrode im-

plantation strategies for assessing sleep response to

chemoactivation of DR5-HT neurons or stress.

(B) Validation of VGLUT3 mRNA deletion in 5-HT neu-

rons in SERTVGLUT3.cKO mice. VGLUT3 mRNA expres-

sion (blue, bright-field ISH, B1) and combined VGLUT3

(blue, bright-field ISH) and TPH2 (green, FISH) mRNA

expression (B2) in the DR of control (SERTCre, top) and

conditional knockout (SERTVGLUT3.cKO, bottom) mice.

Scale bar: 250mm.Boxedareas in (B2) aremagnifiedon

the right. Double-labeled neurons (pointed at by a black

arrowhead) are not observed in SERTVGLUT3.cKO mice.

Scale bar: 25 mm.

(C) Experimental design. Letters above the horizontal

bars represent the time windows analyzed in (D).

(D) State amounts during the first 3 h (top) or during

the first 6 h of the dark period (bottom) following sa-

line (!) or CNO (+) injections in (1) control (mCh)

SERTCre (black, n = 8) and SERTVGLUT3.cKO (n = 9)

mice and (2) hM3Dq-expressing (Gq) SERTCre (n = 11)

and SERTVGLUT3.cKO (n = 13) mice. Data represent the

mean ± SEM. Post hoc comparisons: *p < 0.05 and

***p < 0.001 for CNO effects; #p < 0.05, ##p < 0.01,

and ###p < 0.001 for group effects. See also Table S6.

(E) Experimental design. Letters above the horizontal

bars represent the time window analyzed in (F).

(F) State amounts during the first 12 h following Sh or

acute RS in SERTCre (S-Cre; n = 9), VGLUT3lox/lox

(v3-Lox; n = 8), and SERTVGLUT3.cKO (cKO; n = 10)

mice. Delta amounts: difference between REMS

amounts in RS and Sh conditions. Data represent the

mean ± SEM. Post hoc comparisons: **p < 0.01 and

***p < 0.001 for stress effects. See also Table S6.
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Our experiments suggest a role for non-5-HT DRVGLUT3 neu-

rons in sleep regulation. Accordingly, wake-active non-5-HT

neurons are distributed throughout the DR,87 including the dorsal

part, where many non-5-HT DRVGLUT3 neurons are found. How-

ever, expression of VGLUT3 in the DR is not reduced to the same

extent in +Cre mice (!80%) and SERTVGLUT3.cKOmice (!50%, in

agreement with results of dual FISH). This differencemay explain

why the two models differ in their stress responses. Additionally,

AAV-Cre injection into the DR affects VGLUT3 expression not

only in the DR (!80%) but also in theMnR (!50%). This suggests

that the observed effects may also involve MnR neurons. How-

ever, these neurons are not activated by RS (Figure S11). While

the influence of MnR neurons on sleep-wake patterns remains

scarcely explored and cannot be discounted, they are implicated

in emotional behaviors.88,89

Wealsoobserved thatDR5-HT andDRVGLUT3neurons canexert-

cell type-specific modulation on sleep-wake states. Using

chemogenetics, we found that DRVGLUT3 neurons enhance wake

amounts and subsequently promote REMS, whereas chemoacti-

vation of DR5-HT neurons primarily promotes NREMS without de-

layed effects. The functional diversity within the DR is further sup-

ported by electrophysiological studies showing heterogeneous

activity patterns of neurons based on their neurotransmitter

released18 or sleep-wake states.87,90 In the MnR of anesthetized

rats, non-5-HT VGLUT3 neurons exhibit more sustained re-

sponses to sensory stimuli compared to 5-HT neurons.62Hetero-

geneity is further revealed by optogenetic studies showing that

inhibition of DR5-HT neurons or DRVGLUT3 neurons prior to the con-

ditioning has an opposite impact on cocaine-induced place pref-

erence.37 However, it is important to note that both populations

can also have synergistic actions. Thus, we found that chemoge-

netic activation of DR5-HT neurons and/or DRVGLUT3 neurons

decreased REMS amounts. Overall, our chemogenetic ap-

proaches suggest that DR5-HT and DRVGLUT3 neurons have com-

plex and partially opposite roles in sleep regulation.

Downstream targets of DRVGLUT3 neurons involved in

sleep regulation

Using conditional viral tracing, we observed DRVGLUT3 neuron

terminals in multiple brain structures implicated in the regulation

of sleep including the medial pre-frontal cortex, NAc, basal fore-

brain, BLA, VTA, PB, and LC.47,91–95 By mapping c-Fos expres-

sion following chemoactivation of DRVGLUT3 neurons, we identi-

fied increased activity in the NAc, VTA, and PB. Elevated PB

activity may mediate wakefulness elicited by DRVGLUT3 neurons,

as local deletion of VGLUT2 reduces wake amounts in mice.46,96

The VTA houses neuronal populations with opposite roles in

sleep-wake regulation: dopaminergic and glutamatergic/nitrer-

gic neurons promote wakefulness, while somatostatin/GABAer-

gic neurons induce sleep.47,97 Notably, VTA somatostatin/GA-

BAergic neurons facilitate sleep recovery after social stress,52

suggesting that they may be key targets of DRVGLUT3 neurons.

Our findings also suggest that DRVGLUT3 neurons projecting to

the VTA, particularly non-5-HT ones, are activated by social

stress, further implicating them in stress responses. In addition,

VTA neurons promote wake through projections to the NAc,

which is functionally targeted by DRVGLUT3 neurons. In the

NAc, neurons that express the adenosine A2A receptor or the

DA D1 receptor promote NREMS or behavioral arousal, respec-

tively.48,91 Thus, the PB, VTA, and NAc could represent the po-

tential mediators of a network involving DRVGLUT3 neurons.

This hypothesis is coherent with the presence of many 5-HT-

negative terminals originating from DRVGLUT3 neurons and the

role we propose for non-5-HT DRVGLUT3 neurons in driving

stress-induced sleep changes.

Limitations of the study

Our findings suggest a role for non-5-HT DRVGLUT3 neurons in

stress-induced sleep perturbations. However, we inhibited

VGLUT3 expression in both 5-HT and non-5-HT neurons, as

well as solely in 5-HT neurons. Targeted manipulation of

non-5-HT DRVGLUT3 neurons through intersectional strategy

is warranted to confirm their role in sleep-wake regulation.

Additionally, it is crucial to assess the impact of our viral strat-

egy on the MnR, which contains a high number of non-5-HT

VGLUT3 neurons. Pathway-specific genetic and neuronal ma-

nipulations can help differentiate the contributions of the

DR versus the MnR. Furthermore, the precise mechanisms

underlying stress-induced sleep perturbations by VGLUT3

neurons remain incompletely understood. To gain further in-

sights, manipulating VGLUT3 terminals in functionally con-

nected brain regions like the VTA could provide valuable

information.
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KEY RESOURCES TABLE

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

Antibodies

Rabbit polyclonal anti-c-Fos Abcam Cat# 190289; RRID: AB_2737414

Chicken polyclonal anti-GFP Aves Labs Cat# 1020; RRID: AB_10000240

Mouse monoclonal (WH-3) anti-TPH2 Sigma-Aldrich Cat# T0678; RRID:AB_261587

Mouse monoclonal (CL2990) anti-TPH2 Abcam Cat# 211528-1001; RRID: AB_2313773

Biotinylated anti-rabbit IgG Vector Laboratories Cat#PI-1000; RRID: AB_2313606

Alexa Fluor 594 anti-rabbit IgG Thermo Fisher Scientific Cat# A-21207; RRID: AB_141637

Alexa Fluor 488 anti-chicken IgY Thermo Fisher Scientific Cat# A32931; RRID: AB_2762843

Abberior-Star 635P anti-mouse IgG Abberior Cat# ST635-1001; RRID: AB_2893232

HRP conjugated anti-fluorescein antibody Roche, Mannheim Cat# 11426346910; RRID: AB_840257

HRP anti-DIG Fab fragments Roche, Mannheim Cat# 11207733910; RRID: AB_514500

Alkaline phosphatase anti-Dig antibody Roche, Mannheim Cat# 11093274910; RRID: AB_514497

Bacterial and virus strains

AAV-DIO-hM3D(Gq)-mCh UZH Vector Facility Cat# V89

AAV-DIO-mCh UZH Vector Facility Cat# V84

ssAAV-retro/2-hSyn1-dlox-EGFP(rev)-

dlox-WPRE-hGHp(A)

UZH Vector Facility Cat# V115-Retro

AAV-Cre-eGFP Penn Vector Core Cat# AV-1-PV2004

AAV-eGFP Penn Vector Core Cat# AV-1-PV0101

AAV-Flex-tdTomato Penn Vector Core Cat# AV-1-ALL864

Chemicals, peptides, and recombinant proteins

Clozapine-N-oxide (CNO) Tocris Cat# 4936

Experimental models: Organisms/strains

Mouse: VGLUT3lox/lox: C57BL/6N-Slc17a8tm2Selm Generated by lab of

El Mestikawy98
RRID: IMSR_EM:05733

Mouse: VGLUT3Cre This paper

Mouse: SERTCre: B6.129(Cg)-Slc6a4tm1(cre)Xz/J The Jackson Laboratory JAX #01455

Mouse: VIAATCre: Slc32a1tm2(cre)Lowl/J The Jackson Laboratory JAX #016962

Mouse: ChATCre: B6.129S6-Chattm2(cre)Lowl/J The Jackson Laboratory JAX #006410

Mouse: R26-stop-EYFP: B6.129X1-

Gt(ROSA)26Sortm1(EYFP)Cos/J

The Jackson Laboratory JAX #006148

Oligonucleotides

HIS probe 1 VGLUT3 forward

AATTAACCCTCACTAAAGGG

AGAAAAACAGGACTGGGCTGACCC

eurogentech N/A

HIS probe 1 VGLUT3 reverse

TAATACGACTCACTATAGGGA

GAGAGACCAAGGTCCATATTCCC

eurogentech N/A

HIS probe 2 VGLUT3 forward

AATTAACCCTCACTAAAGGG

AGGAGACTCGCTGGGCATC T

eurogentech N/A

HIS probe 2 VGLUT3 reverse

TAATACGACTCACTATAGGGC

AGCTGCAGTCACAGATGTACCG

eurogentech N/A

HIS probe TPH2 forward

AATTAACCCTCACTAAAG

GGACAAAGAGCCCGGCAAAGGCG

eurogentech N/A

(Continued on next page)
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Data and code availability

d All data reported in this paper will be shared by the lead contact upon request.

d This paper does not report original code.

d Any additional information required to reanalyze the data reported in this work paper is available from the lead contact upon

request.

EXPERIMENTAL MODEL AND STUDY PARTICIPANT DETAILS

Ethical issues

All experiments were conducted in compliance with the ARRIVE guidelines.

Animals

All experiments were performed in strict conformity with the European Union legislation for animal experimentation (European

Committee Council Directive 2010/63/EU) and approved by the ‘‘Charles Darwin’’ Ethical Committee (authorization #6345–

2016080822399698; committee Darwin CEEA #5). Mice were housed up to five per cage under standard conditions (12:12 h

light-dark cycle; lights on at 7:00 a.m. and off at 7:00 p.m. referred to as zeitgeber time ZT0 and ZT12, respectively; 22 ± 2!C ambient

temperature; 60% relative humidity) with food and water available ad libitum.

Mice were 8–20 weeks old, males, and weighted 23–30 g at the beginning of the experiments. Mice carrying two copies of the

floxed allele of the exon 2 of Slc17a8 (VGLUT3lox/lox, RRID: IMSR_EM:05733; C57BL/6N background) were produced as previously

described.49A knock-inmouse line expressing theCre recombinase in VGLUT3 expressing neuronswas generated at Cyagen (Santa

Clara, CA) and was thereafter named VGLUT3Cre. An internal ribosome entry site IRES-Cre cassette was placed downstream of the

TAA stop codon of Slc17a8 allowing Cre gene expression to be under the control of Slc17a8 regulatory sequences in C57BL/6Jmice.

We additionally used heterozygous mice expressing the Cre recombinase only in neurons producing the 5-HT transporter (SERTCre

mice100), the vesicular inhibitory amino acid transporter (VIAATCremice, strain #016962; The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME), or

Continued

REAGENT or RESOURCE SOURCE IDENTIFIER

HIS probe TPH2 reverse

TAATACGACTCACTATAGGGC

TGCTCCATACGCCCGCAGT

eurogentech N/A

HIS probe Cre forward AATTAACCCTCAC

TAAAGGGATCTGTCCGTTTGCCGGTCGTG

eurogentech N/A

HIS probe Cre reverse TAATACGACTCACT

ATAGGGTTGGTCCAGCCACCAGCTTGC

eurogentech N/A

Software and algorithms

Somnologica-3 EMBLA, Medcare Flaga Mang et al.99

NDP.view2 Image viewing software Hamamatsu Photonics https://nanozoomer.hamamatsu.com/

FLIR-Tools Software West Malling RRID:SCR_016330; https://www.flir.fr/

Fiji ImageJ2 RRID:SCR_002285; https://imagej.net/software/fiji/

GraphPad Prism 7.0 GraphPad Software RRID:SCR_002798; https://www.graphpad.com/

QuPath v0.5 RRID:SCR_018257; https://qupath.github.io/

EthoVision XT Noldus RRID:SCR_000441; https://www.noldus.com/

ethovision

Photoshop Adobe Systems RRID:SCR_014199; https://www.adobe.com/

Adobe Illustrator Adobe Systems RRID: SCR_010279; https://www.adobe.com/
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the choline acetyltransferase (ChATCre mice, strain #006410; The Jackson Laboratory). R26-stop-EYFP (Enhanced Yellow Fluores-

cent Protein) reporter line was obtained from The Jackson Laboratory (strain #006148). Adult male Swiss CD1 mice (12-20 weeks-

old, body weight: 30–35 g) were obtained from Janvier Labs (Le Genest St. Isle, France). Genotypes of mice were determined by

Polymerase Chain Reaction and electrophoresis before and after the end of the protocol.

Viral vectors

The following Adeno-Associated Viruses (AAVs) were produced by the Viral Vector Facility of the Neuroscience Center Zurich (Zen-

trum f€ur Neurowissenschaften Z€urich, ZurichSwitzerland): AAV-2/2-hSyn1-dlox-hM3D(Gq)-mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp

[AAV-DIO-hM3D(Gq)-mCh; 2.0e12 genome copies per mL (GC/mL)], AAV-2/2-hSyn1-dlox-mCherry(rev)-dlox-WPRE-hGHp (AAV-

DIO-mCh; 5.6e12 GC/ml) and ssAAV-retro/2-hSyn1-dlox-EGFP(rev)-dlox-WPRE-hGHp(A) [rAAV-dlox-GFP; 4.5e12 genome copies

per mL (GC/mL)]. The following AAVs: AAV2/1.CMV.HI.eGFP-Cre.WPRE (AAV-Cre-eGFP; 0.06–1.18e13 GC/ml), AAV2/1.CMV.PI.

eGFP.WPRE.bGH (AAV-eGFP; 0.22–4.36e13 GC/ml), and AAV2/1.CAG.Flex.tdTomato.WPRE.bGH (AAV-Flex-tdTomato; 8.52e12

GC/ml) were obtained from Penn Vector Core (Philadelphia, PA) and were made available by Dr. Hongkui Zeng of the Allen Institute

for Brain Science (Seattle, WA).

METHOD DETAILS

Experimental design

To delete VGLUT3 in the DR of adult mice, a virus expressing the Cre recombinase (AAV-Cre-eGFP) was infused in the DR of

VGLUT3lox/lox mice. An AAV expressing the enhanced green fluorescent protein (AAV-eGFP) was used for control condition.

Conditional knock-out mice lacking VGLUT3 in 5-HT, GABAergic or cholinergic neurons were obtained by crossing VGLUT3lox/lox

female mice to SERTcre, VIAATCre, or ChATCre male mice, respectively. Mutant SERTcre/+VGLUT3lox/lox (named SERTVGLUT3.cKO),

VIAATcre/+VGLUT3lox/lox (named VIAATVGLUT3.cKO) and ChATcre/+VGLUT3lox/lox (named ChATVGLUT3.cKO) mice were compared with

VGLUT3lox/lox and SERTCre, VIAATCre, or ChATCre littermates, respectively.

A virus enabling conditional expression of the excitatory hM3 DREADD (Designer receptors exclusively activated by Designer

Drugs101) receptor [AAV-DIO-hM3D(Gq)-mCh] was infused in the DR of VGLUT3Cre, SERTCre and SERTVGLUT3.cKO mice to chemo-

genetically activate DRVGLUT3 neurons, and DR5!HT neurons expressing VGLUT3 or not, respectively. Control non-DREADD-ex-

pressingmicewere obtained by injecting an AAV enabling conditional expression of the fluorescent proteinmCherry (AAV-DIO-mCh).

To map the targets of DRVGLUT3 neurons, a virus that enables conditional expression of the fluorescent protein tdTomato (AAV-

Flex-tdTomato) was infused in the DR of VGLUT3Cre mice.

To identify DRVGLUT3 neurons projecting to the ventral tegmental area (VTA), a retrograde virus that enables conditional expression

of the fluorescent protein GFP (rAAV-dlox-GFP) was infused in the VTA of VGLUT3Cre mice.

To identify VGLUT3 expressing neurons, conditional expression of the fluorescent protein EYFP in VGLUT3 expressing neurons

was enabled by crossing VGLUT3Cre male mice with ROSA26-stop-EYFP reporter female mice.102

Stereotaxic AAV injection

Micewere anesthetized with amix of ketamine/xylazine [100 and 10mg/kg, respectively, intraperitoneal (i.p.) injection] and fixed on a

stereotaxic apparatus. Coordinates were adapted from the mouse brain atlas.43 For conditional deletion of VGLUT3 and DREADD

experiments, a dual injection of AAVs was done to target the whole DR [800 nL; from bregma, in mm: !4.8 (500 nL) and !4.3

(300 nL) anteroposterior, +0.9 lateral to the midline, !2.8 ventral from brain surface, 15" angle]. To map projections from

DRVGLUT3 neurons, a single AAV injection was performed (200-500nL; from bregma, in mm: !4.5 anteroposterior, +0.9 lateral to

the midline, !2.8 ventral from brain surface, 15" angle). To map DRVGLUT3 neurons projecting to the VTA, a bilateral AAV injection

was performed (300 nL; from bregma, in mm:!3.1 anteroposterior, +0.5 and!0.5 lateral to the midline, !4.1 ventral from brain sur-

face). A 10 mL Hamilton syringe with a microinjection needle was used to infuse AAVs at a rate of 100 nL/min. The needle was kept at

the injection site for 5 min before removal. Mice were allowed to recover at least 3 weeks for tracing experiments prior to perfusion.

EEG and EMG surgical procedures

After removal of the microinjection needle used for AAV infusion, mice were instrumented for polygraphic sleep monitoring. Implan-

tation of electrodes (enameled nichrome wires, 150 mm in diameter) was performed as described previously.2 Briefly, two EEG elec-

trodes were placed onto the dura over the right parietal cortex (from bregma, 2 mm caudal and 2 mm lateral to midline) and the cer-

ebellum (from bregma, 5 mm caudal and at midline), two electrooculogram (EOG) electrodes were located subcutaneously on each

side of the orbit and two electromyogram (EMG) electrodes were inserted into the neck muscles. All electrodes were soldered to a

miniconnector (Antelec, La Queue en Brie, France) and anchored to the skull with dental acrylic. Polysomnographic recordings were

performed at least 3 weeks later for DREADD experiments and 6 weeks later for conditional deletion of VGLUT3 in the DR.

Pharmacogenetic manipulation

Mice were habituated to manipulation and i.p. injections (7 days). Clozapine-N-oxyde (CNO) was injected i.p. at the dose of 1 mg/kg

(Tocris Bioscience, Bio-Techne, Minneapolis, MN; catalog # 4936). CNO was suspended in a minimal volume of DMSO
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(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and saline (0.9%) was added to achieve a final 0.25% (v/v) DMSO in saline solution. There was at least

a 2-day washout period between two CNO injections. To control for off targets effects of CNO, we included CNO-injected non-

DREADD-expressing control mice, i.e., mice injected with the AAV-DIO-mCh.

Stress protocols

Acute social defeat stress (SD) was performed by placing an experimental mouse in a cage containing an aggressive resident male

CD1mouse for 5min of physical defeat. Then, mice remained in the same cage but were physically separated by a perforated divider

for the next 20 min, enabling sensory but not physical contact. The SD session started at 09:30 a.m. and lasted 25 min. The protocol

was adapted from Challis et al. (2013).24 Aggressive CD1 male mice were selected according to published methods98 and kept in

large cages (19 3 35 3 14 cm3) for the rest of the experiment. Acute restraint stress (RS) was performed by wrapping each mouse

in a nylon-covered metal mesh for 90 min, from 5:30 to 7:00 p.m., as previously described.1

Sleep/wake monitoring

Mice were placed in individual recording chambers [custom-made Plexiglas cages (19 3 19 3 30 cm3)] and connected to the

recording system with a light-weight cable and a swivel enabling free movements. Mice were acclimated to the recording conditions

for 4 days before starting the recordings.

Baseline sleep recordings were performed for 24 h starting at dark onset (7:00 p.m.). To assess the impact of stress on sleep, mice

were placed back into their home cage after RS or SD, connected back to the recording cables, and immediately recorded. Each

mouse was used as its own control. In the SD protocol, matched control recordings were obtained from baseline sleep recordings.

In the RS protocol, matched control recordings (sham condition) were obtained one or two days prior to the stress session: micewere

woken up at the two time-points corresponding to the beginning and the end of stress procedure (5:30 p.m. and 7:00 p.m.). The two

stress sessions were performed at least one week apart. For DREADD experiments, mice were injected at 10:00 a.m. with saline

(control matched recording) or CNO (1 mg/kg) and recorded for 21 h.

Infrared thermography

Thermal imaging was performed in single-housedmice following CNO injection (1 mg/kg at 10:00 a.m.), SD (25min session ending at

10:00 a.m.) or RS (90min session ending at 7:00 p.m.). Matched control thermal images were obtained just before the stress session.

Skin temperature at the lumbar back and at the level of the intrascapular brown adipose tissue (BAT) were imaged with an infrared

camera (B335: Compact-Infrared-Thermal-Imaging-Camera; FLIR; West Malling, Kent, UK) and analyzed with an FLIR-Tools Soft-

ware (FLIR; West Malling). For each image, the area at the most caudal part of the back or the area of the intrascapular BAT was

delimited, in which the maximal temperature was selected. For each mouse and experimental condition, the maximal temperature

is the average of five images.

Behavioral tests

Mice were placed in the experimental room at least 45 min before the beginning of the tests. The tests were performed between ZT2

and ZT6. For chemogenetic experiments, mice were injected with CNO (1 mg/kg) and tested 30 min later.

Locomotor activity

Locomotor activity was tested in an open filed. The open field test was performed in a white Perspex arena (433 433 26 cm3) with

40 lux intensity light in the center. The virtual central zone measured 20 x 20 cm2. Mice were introduced into one corner of the arena

and allowed to freely explore the open field for 600 s. The distance traveled in the arena was evaluated by video tracking (Ethovision

XT 14.0, Noldus, Wageningen, Netherlands) as an index of locomotor activity.

Anxiety-like behavior

The light/dark box test was performed in a two compartmented arena. One compartment is a black closed chamber deprived of light

(15 3 21 3 21 cm3) and the other is white exposed to a 120 lux intensity light (30 3 21 3 21 cm3, anxiogenic zone) linked by a rect-

angular opening (73 5 cm2). Mice were introduced into the dark compartment and allowed to freely explore the arena for 360 s. The

time, and distance traveled in the light zone were evaluated by video tracking (Ethovision XT 14.0) as an index of an anxiety-related

response.

Anatomical validation of AAV injections

After experiments, histological analysis was performed to control for location of AAV injection and expression. Mice that did not show

viral expression (tdTomato, mCherry or eGFP fluorescence) or proper targeting were not included in subsequent data analysis. In

addition, Cre-driven recombination of the floxed exon 2 of Slc17a8 was validated using in situ hybridization (ISH).

In situ hybridization (ISH)

To estimate the proportion of 5-HT neurons expressing VGLUT3 in the mouse anterior raphe nuclei, we used a digoxigenin (DIG)-

labeled probe directed against VGLUT3 mRNA (Slc17a8; GenBank: NM_182959.3; corresponding to nucleotides 1899–2320) and

a fluorescein-labeled probe to detect the mRNA encoding TPH2 (tryptophan hydroxylase type 2; GenBank: NM_173391.3; corre-

sponding to nucleotides 270–1262), a marker of 5-HT neurons.
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To control that Cre expression is restricted to VGLUT3 expressing neurons in VGLUT3Cre mice, we used a DIG-labeled probe

directed against the Cre recombinase (GenBank: AB_449974.1; corresponding to nucleotides 245–1060) and a fluorescein-labeled

probe to detect the mRNA encoding VGLUT3.

To validate reduced VGLUT3 expression mediated by AAV-Cre injection in the DR, we used a DIG-labeled Probe (Probe 1, corre-

sponding to nucleotides 425–595) for detection of exon 2. Probe 1 identifies cells expressing the wild-type VGLUT3 mRNA while re-

combined cells lack Probe 1 labeling. We additionally labeled TPH2 mRNA by using a fluorescein-labeled probe (see above).

To validate SERTVGLUT3.cKO mice, a two-probe approach was implemented to identify cells expressing the VGLUT3 mRNA missing

exon 2 generated by the Cre-driven recombination of the floxed Slc17a8. DIG-labeled Probe 1 (corresponding to nucleotides 425–595)

was designed for detection of exon 2 and fluorescein-labeled Probe 2 (corresponding to nucleotides 1899–2320) for detection of exon

12 of VGLUT3mRNA, respectively. Recombined cells can thus be identified based on lack of Probe 1 labeling and presence of probe 2

labeling as previously described for the gene encoding the vesicular monoamine transporter 2.103 To further assess whether recombi-

nation occurs in 5-HT neurons, we additionally labeled TPH2 mRNA by using a fluorescein-labeled probe (see above).

Mice were euthanized and brains were quickly removed, frozen in isopentane chilled at !30"C and stored at !20"C. The frozen

brains were cut into three series of 14-mm-thick coronal sections at the level of the DR using a cryostat (CM3050S; Leica Microsys-

tems, Wetzlar, Germany) and thaw-mounted onto poly-l-lysine-coated glass slides (Superfrost Plus, Menzel Glaser, Braunschweig,

Germany). The collected sections were stored at !80"C before being processed for ISH labeling.

Dual fluorescent ISH (FISH) was performed as described previously.104Briefly, complementary RNA probes were synthesized with

DIG- or fluorescein-labeled ribonucleoside tri-phosphate (Sigma-Aldrich). The specificity of the probes was verified usingNCBI blast.

Cryosections were air-dried, fixed in 4% paraformaldehyde and acetylated in 0.25% acetic anhydride/100 mM triethanolamine

(pH = 8). Sections were hybridized for 18 h at 65"C in 100 mL of formamide-buffer containing 1 mg/mL DIG-labeled riboprobe and

1 mg/mL fluorescein-labeled riboprobe. Sections were washed at 65"C with SSC buffers of decreasing strength, and blocked with

20% fetal bovine serum (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) and 1% blocking solution (Sigma-Aldrich). Fluorescein epitopes

were detected with horseradish peroxidase (HRP) conjugated anti-fluorescein antibody at 1:5000 (Roche, Mannheim, Germany;

Cat# 11426346910, RRID: AB_840257) and revealed using Cy2-tyramide at 1:250. HRP-activity was stopped by incubation of sec-

tions in 0.1 M glycine followed by a 3% H2O2 treatment. DIG epitopes were detected with HRP anti-DIG Fab fragments at 1:3000

(Roche, Mannheim, Germany; Cat# 11207733910, RRID: AB_514500) and revealed using Cy3 tyramide at 1:100. At the end of these

procedures, sections were coverslipped with Fluoromount-G mounting medium (Southern Biotech, Birmingham, AL) and stored in

the dark at 4"C before microscopy and imaging. For combined FISH and brightfield ISH, the protocol was the same as described

above until revelation as described previously.105 Briefly, fluorescein epitopes were detected with HRP conjugated anti-fluorescein

antibody at 1:5000 and revealed using Cy2 tyramide at 1:250. DIG epitopes were detected with alkaline phosphatase conjugated

anti-Dig antibody at 1: 1000 (Roche, Mannheim, Germany. Cat# 11093274910, RRID: AB_514497) and signal developed with

NBT/BCIP (p-nitroblue tetrazolium chloride/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate; 1/100).

Immunohistochemistry (IHC)

To identify whether VGLUT3 terminals originating from the DR display a mixed glutamate/5-HT phenotype, we performed 5-HT im-

munolabeling in VGLUT3Cre mice injected with an AAV-Flex-tdTomato in the DR.

To study the effects of chemogenetic activation of DRVGLUT3 neurons, mice were injected with CNO (1mg/kg) and perfused 90min

later. Brains were processed for c-Fos immunolabeling.

To assess stress-induced c-Fos expression in DRVGLUT3 neurons, VGLUT3EYFP male mice were perfused at the end of the 90-min

RS or 1 h after the 25-min SD. Brains were processed for triple Fos/EYFP/TPH2 immunolabeling. To assess stress-induced c-Fos

expression in DRVGLUT3 neurons projecting to the VTA, VGLUT3Cre male mice injected with a rAAV-dlox-GFP in the VTA were

perfused 1 h after the 25-min SD. Brains were processed for triple c-Fos/GFP/TPH2 immunolabeling. Control groups consist of un-

stressed mice left in their home cage and briefly manipulated before being perfused 90 min later.

Mice were sedated with sodium pentobarbital (80 mg/kg, i.p.) and perfused intracardially with 50 mL of 4% paraformaldehyde

(PFA) in PBS (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4 and 154 mM NaCl, pH 7.4). The brains were removed and post-fixed overnight. Then,

three series of 35 mm-thick coronal brain sections were cut using a vibratome (VT-1000, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany),

and stored in PBS-azide (0.02%) solution at 4"C before use.

Brain sections were incubated at 4"C for 48 h with primary antibodies in PBS containing 0.3% Triton X-100 (Sigma Aldrich) and 4%

normal horse serum (Thermo Fisher Scientific). 5-HT was detected with a rabbit polyclonal anti-5-HT (1:5000; Sigma-Aldrich;

#S5545, Lot #075K4779; RRID: AB_477522). A rabbit polyclonal anti-c-Fos antiserum was used to detect c-Fos (1:2000; Abcam,

Cambridge, UK; #190289, Lot #GR3244475-2 and #GR1065369-1, RRID: AB_2737414). EYFP and GFP were detected with a

chicken polyclonal anti-GFP (1:2000; Aves Labs, Portland, OR, USA; #1020, Lot #3717982; RRID: AB_10000240). TPH2 was de-

tected with a mouse monoclonal anti-TPH2 (1:1000; Sigma-Aldrich; #T0678, Lot #064M4815V; RRID: AB_261587 or Abcam;

#211528-1001, Lot #GR3344910-18).

For single c-Fos immunolabeling, sections were then rinsed in PBS supplemented with 0.1% Triton X-100 and incubated for 2 h

with biotinylated anti-rabbit IgG (1:200 dilution; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA; #PI-1000, RRID: AB_2313606) in PBS

containing 4% BSA and 0.1% Triton X-100. Additional rinses were followed by incubation with avidin-biotin-horseradish peroxidase

solution (ABC Vectastain Elite kit; Vector Laboratories) for 1 h, and c-Fos immunoreactivity was visualized as a brown reaction
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product after incubation of the sections with 0.04% (w/v) of 3,30-diaminobenzidine (DAB; Sigma-Aldrich) in PBS, supplemented with

increasing concentrations of H2O2 (from 0.00015 to 0.0048%). Stained sections were mounted on poly-l-lysine-coated glass slides,

dehydrated, and coverslipped with Eukitt mounting medium (Thermo Fisher Scientific).

For dual c-Fos/EYFP or c-Fos/GFP immunolabeling, sectionswere rinsed after incubation with primary antibodies in PBS and incu-

bated for 1 hwith anti-rabbit IgG coupled to Alexa Fluor 594 (1/1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A-21207; RRID: AB_141637), and

anti-chicken IgY coupled to Alexa Fluor 488 (1:1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A32931, RRID: AB_2762843). For triple c-Fos/

EYFP/TPH2 or Fos/GFP/TPH2 immunolabeling, sections were rinsed after incubation with primary antibodies in PBS and incubated

for 1 h with anti-rabbit IgG coupled to Alexa Fluor 594 (1/1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A-21207; RRID: AB_141637), anti-

chicken IgY coupled to Alexa Fluor 488 (1:1000; Thermo Fisher Scientific; Cat# A32931, RRID: AB_2762843) and anti-mouse IgG

coupled to abberior STAR 635P (1/1000, Abberior GmbH, Göttingen, Germany; Cat# ST635-1001).

After rinses, sections were coverslipped with Fluoromount-Gmountingmedium (Thermo Fisher Scientific) and stored in the dark at

4!C before microscopy and imaging.

Nomenclature and abbreviations

The nomenclature used to describe the raphe nuclei was adopted, for the most part, from subsequent reports in the mouse

brain.16,106 We distinguished the B9 group and 5-HT neurons in the interpeduncular complex (IP), the median raphe nucleus

(MnR, that includes the B8 and B5 cell groups), the dorsal raphe nucleus (DR; B7 [rostral part] and DRc; B6 [caudal part] groups).

The DR was further subdivided into the ventral (DRv) part, the lateral (DRl) part and the dorsal part (DRd).

Other abbreviations used include anterior commissure (aca); aqueduct (aq); basal forebrain (BF); basolateral amygdala (BLA); di-

agonal band nucleus (NDB); fourth ventricle (4V); locus coeruleus (LC); magnocellular nucleus (MA); medial forebrain bundle (mfb);

mesencephalic trigeminal nucleus (me5); nucleus accumbens (NAc); parabrachial region (PB); external lateral parabrachial subnu-

cleus (PBel); prelimbic cortex (PL); superior cerebellar peduncle (scp); tryptophan hydroxylase type 2 (TPH2); ventral tegmental

area (VTA); vesicular glutamate transporter type 3 (VGLUT3).

QUANTIFICATION AND STATISTICAL ANALYSIS

Sleep analysis

EMG and EEG signals were recorded with Somnologica software (Medcare, Reykjavik, Iceland), amplified, analog-to-digital con-

verted (2 kHz) and down-sampled at 100 Hz (EMG) or 200 Hz (EEG), and digitalized by an AddLife A/D Module. Polygraphic sleep

recordings were visually scored offline every 10 s as wake (W), non-REMS (NREMS) and REMS following classical criteria using

the Somnologica software (Medcare). Vigilance states amounts for each animal were expressed as minutes per 3 h, 6 h or 12 h in-

tervals. The sleep architecture was assessed by calculating the mean duration and frequency of vigilance states bouts (a bout could

be as short as one epoch).

Image acquisition and processing

For FISH and tracing experiments and single c-Fos labeling, slides were scanned on a NanoZoomer 2.0-HT (Hamamatsu Photonics,

Shizuoka, Japan) at 203 resolution. Laser intensity and time of acquisition were set separately for each labeling. Image micropho-

tographs were analyzed using the NDP2.view software (Hamamatsu Photonics). For dual/triple fluorescent immunolabeling, images

were acquired using confocal laser scanning microscope (Leica TCS SP5 with LCS Leica software). For illustration purposes, the

images were exported in TIFF format and were then corrected for contrast, cropped and assembled on Photoshop CS2 (version

9.0; Adobe Systems, Mountain View, CA, USA). Finally, additional indications and/or anatomical landmarks were incorporated.

Quantification of labeling

Dual FISH was imaged using the NanoZoomer 2.0-HT. All single VGLUT3-, TPH2-, and double VGLUT3/TPH2-mRNA labeled neu-

rons in the different raphe nuclei were counted in 2–6 different brain sections, 85 mm apart, without considering the intensity of the

staining. For each mouse, the number of labeled cells of each type was then averaged.

Single c-Fos immunolabeling was imaged using the NanoZoomer 2.0-HT. Brain regions of interest were delineated using the

mouse brain atlas.43 For each region, c-Fos positive cells were counted in 2–4 sections permouse, 105 mmapart, without considering

the intensity of the signal. For each mouse, the number of labeled cells for a given structure was then averaged.

Fluorescent immunolabeling was imaged using a confocal laser scanningmicroscope (Leica TCS SP5 with LCS Leica software). Cell

counts were performed using the Fiji ImageJ software and QuPath v0.5. For dual labeling, all single EYFP and double EYFP/c-Fos

labeled neurons in the DR were counted in two different brain sections, 105 mm apart, at 2 different Z-stacks without considering

the intensity of the staining. For triple labeling, all single EYFP (or GFP), double EYFP (or GFP)/c-Fos labeled neurons TPH2 immuno-

negative (TPH2-) and triple EYFP (or GFP)/c-Fos TPH2 immunopositive (TPH2+) labeled neurons in the DRwere counted in two different

brain sections, 105 mmapart, at 2 different Z-stackswithout considering the intensity of the staining. Neurons expressing VGLUT3were

identified by the presence of an EYFP/GFP signal visible within both the soma and nuclei of neurons. VGLUT3/TPH2-positive neurons

were identified by the presence of overlapping EYFP/GFP and TPH2 signals. VGLUT3/c-Fos positive neurons exhibited a confined

c-Fos signal within the nucleus of neurons displaying EYFP/GFP signal. VGLUT3/c-Fos/TPH2+ neurons exhibited a confined c-Fos
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signal within the nucleus of neurons exhibiting overlapping EYFP/GFP and TPH2 signals within the soma. For eachmouse, the number

of labeled cells of each type was then averaged.

To control for Cre-LoxP-mediated deletion of Slc17a8 mediated by AAV-Cre injection in the DR of VGLUT3lox/lox mice, single

VGLUT3 mRNA labeling in the raphe nuclei was assessed in 5 different brain sections, 85 mm apart. Quantifications of VGLUT3-pos-

itive signal were performed using ImageJ software, taking into account the cells with immunofluorescence above a threshold chosen

to obtain optimal signal-to-noise ratio. Intensity of the staining was then evaluated after background subtraction. For each mouse,

total VGLUT3 amounts were assessed in the DR and the MnR. Results are presented as normalized over the averaged total VGLUT3

amounts of control mice (-Cre).

Statistics

Data are presented asmean ±SEM. All data were analyzed using Prism 9.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA). Normality assumptions

were first verified prior to the use of any parametric tests (D’Agostino & Pearson normality test or Shapiro-Wilk normality test). In case

of violation of normality assumption, non-parametric tests were used or data were log transform. We performed two-way analysis of

variance (ANOVA) and repeated measure two-way analysis of variance (RM ANOVA). If significant effects were observed, post-hoc

t-tests with Bonferroni corrections for multiple comparisons were performed. We also performed one-way ANOVA or Mann-Whitney

test to compare groupmeans. Statistical analyses are described in Table S6. Datawere considered to be statistically significant when

p < 0.05. All tests were performed on raw data.

Cell Reports 43, 114411, July 23, 2024 21

Report
ll

OPEN ACCESS



 - 269 - 

 

2. Article : Pinto et al. (2024), Journal of Cell Biology 

 

 

 

 

 

 

« Microglial TNFα controls daily changes in synaptic GABAARs and sleep 
slow waves » 
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Le stress représente un facteur de risque majeur dans le développement des troubles psychiatriques et 

des troubles du sommeil. La diversité des réponses émotionnelles au stress résulte de l'influence 

conjointe de facteurs environnementaux et génétiques. Le noyau accumbens (NAc) joue un rôle central 

dans la susceptibilité au stress et récemment, son implication dans la régulation du sommeil a été mise 

en évidence. Les adaptations comportementales liées à la résilience ou la susceptibilité au stress sont 

modulées par les transmissions dopaminergique et cholinergique au sein du NAc. L’ acétylcholine 

(ACh) provient principalement des interneurones cholinergiques (CINs), qui communiquent à la fois 

avec du glutamate (Glut) et de l’ACh, respectivement grâce au transporteur vésiculaire du glutamate 

de type 3 (VGLUT3) et au transporteur vésiculaire d’acétylcholine (VAChT). L’équipe a récemment 

montré que le variant allélique p.T8I-VGLUT3 entraine une diminution de la transmission 

cholinergique dans le striatum, sans affecter le transport du Glut.  

Ainsi, l’objectif de ma thèse a été de caractériser le rôle du variant allélique p.T8I dans la réponse 

au stress en caractérisant le comportement et le sommeil ainsi que les transmissions d’ACh et de DA 

associées dans le NAc d’un modèle murin. 

Pour cela, j’ai évalué le comportement social, de type anxieux et dépressif, ainsi que les cycles 

veille-sommeil des souris VGLUT3T8I/T8I et témoins mâles et femelles avant et après un stress 

chronique de défaite sociale (CSDS). Afin d’étudier le rôle de l’ACh et de la DA dans ces 

comportements, j’ai enregistré leur dynamique de libération par photométrie de fibre à l’aide de 

biosenseurs fluorescents dans ce modèle murin.  

Les données obtenues montrent que le variant p.T8I est associé à un évitement social accru 

dépendant de la cible sociale, et de niveaux élevés d’anxiété, accompagnés d’une architecture du 

sommeil distincte en réaction au stress. De plus, ces comportements sont corrélés à une libération 

réduite d’ACh en réponse au stress chez les mâles. Ces travaux permettent ainsi de mettre en évidence 

la relation entre le variant p.T8I, les transmissions d’ACh et de DA, et la réponse au stress chronique 

social, impliquée dans la susceptibilité au stress.  

 

Stress is a risk factor for the development of psychiatric conditions such as generalized anxiety and 

major depressive disorder which are often associated with sleep disturbances. The behavioral 

adaptation to stress is influenced by a combination of environmental and genetic factors, leading to 

significant variability among individuals. The nucleus accumbens (NAc) plays a critical role in stress 

susceptibility and sleep regulation. In the NAc, the behavioral adaptations associated with resilience 

or susceptibility to stress are modulated by dopamine (DA) and acetylcholine (ACh) signals. The latter 

is predominantly released by cholinergic interneurons (CINs). Notably, CINs have the ability to signal 

with both ACh and glutamate through the expression of vesicular acetylcholine transporter (VAChT) 

and vesicular glutamate transporter 3 (VGLUT3). Our lab recently showed that the VGLUT3-p.T8I 

allelic variant results in a reduced ACh release from CINs without affecting glutamate release. 

The objective of my PhD was to elucidate the role of the p.T8I variant in shaping behavioral and 

sleep responses to stress as well as the stress-associated neuronal ACh and DA dynamics in the NAc. 

To address these questions, I took advantage of a mouse line carrying the p.T8I variant 

(VGLUT3T8I/T8I) to study social, anxiety- and depressive-like behaviors as well as sleep-wake patterns 

in male and female mice both before and after chronic social defeat stress (CSDS) exposure. Then, I 

measured in vivo ACh and DA dynamics in the NAc using fiber photometry coupled with fluorescent 

biosensors to assess their release in response to stress.  

The findings indicate that the p.T8I variant is associated with enhanced social cue discrimination 

characterized by high target-dependent social avoidance, and elevated anxiety-like levels, accompanied 

by distinct acute stress-induced sleep changes. Moreover, these behaviors are associated with reduced 

stress-induced ACh release in the NAc in male mice. Together, these findings reveal the intricate 

relationship between the p.T8I variant, diminished cholinergic transmission within the NAc and 

susceptibility to stress.  


