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RESUME

Le trouble de stress post-traumatique (TSPT) est un trouble mental qui affecte
certaines personnes exposées a un stress de forte intensité. L’hétérogénéité
d’expression des différents symptomes pourrait expliquer I'absence de traitement
efficace et/ou la rechute des patients. Ces sous-types de symptdomes sont associés a des
activités cérébrales spécifiques, leur meilleure compréhension semble alors cruciale
pour la recherche de traitements plus personnalisés et donc plus efficaces. Dans ce
contexte, le comportement de souris non consanguines a été évalué par plusieurs tests
pendant 28 jours apres avoir recu deux chocs électriques de forte intensité.

Une analyse des profils comportementaux en deux étapes a permis de révéler trois

phénotypes chez les animaux exposés au stress de forte intensité. La premiere étape,
basée sur un score composite des comportements de type anxiété généralisée, a permis
de dissocier les animaux résilients et susceptibles ainsi que d’établir un score de sévérité
des altérations comportementales. La seconde étape, axée sur les comportements de
défense persistants lors de différentes réexpositions a des stimuli associés aux chocs
électriques, a permis d’identifier deux phénotypes comportementaux chez les animaux
susceptibles : les immobiles et les fuyants. L'analyse de l'expression cellulaire de la
protéine Fos a mis en évidence des activations cellulaires distinctes au niveau de
I'amygdale et de la substance grise périaqueducale. Plus précisément, la sévérité des
altérations comportementales de type TSPT est corrélée positivement a
I‘activation de 'amygdale droite et les phénotypes susceptibles sont associés a des
activations différentes le long de I'axe antéropostérieur de la substance grise
périaqueducale.
Les analyses de sommeil mettent également en évidence des différences entre les trois
phénotypes d’animaux. En particulier, le sommeil paradoxal semble étre un
marqueur de résilience post-exposition mais également un indicateur de
susceptibilité au développement de la pathologie avant exposition.

En conclusion, en montrant des activations cérébrales distinctes et des effets
différentiels sur le sommeil dans les trois phénotypes d’animaux, cette étude montre
I'importance d’analyser les profils comportementaux chez la souris. Le raffinement
des méthodes d’analyses de ce type devrait renforcer la validité translationnelle du
modele de TSPT, ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour des traitements plus

personnalisés.
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« Je vois le monde a travers le filtre de mes émotions, quelle que soit leur force.
Le filtre est toujours la, le monde aussi. »

Esther ROCHON [romancieére fantastique québécoise]

« Se souvenir, c’est aussi inventer. La mémoire est l'art magique de la

composition »

Hélene GRIMAUD [pianiste et écrivaine frangaise], Variations sauvages
(2003)

« Je ne sais pas qui a dit que seuls les morts voient la fin de la guerre. J'ai vu la
fin de la guerre, mais la question reste a savoir si je pourrais a nouveau

vivre. »

Tobey Maguire, Brothers (2009), écrit par Jim SHERIDAN [Film]
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Emotion*
[Nom féminin]

1. Trouble subit, agitation passagere causés par un sentiment vif de peur, de
surprise ; de joie, etc. Synonymes : émoi, exaltation, fievre.

2. Réaction affective transitoire d’assez grande intensité, habituellement
provoquée par une stimulation venue de l'environnement. Synonymes :
commotion, ébranlement, saisissement, secousse.

Meémoire*

[Nom féminin]

1. Activité biologique et psychique qui permet d’emmagasiner, de
conserver et de restituer des informations.

2. Cette fonction, considérée comme un lieu abstrait ou viennent s’inscrire
les notions, les faits.

3. Aptitude a se souvenir en particulier de certaines choses dans un
domaine donné. Antonyme : oubli.

4. Image mentale conservées de faits passés. Synonymes: réminiscence,
souvenir.

5. Ensemble des faits passé qui reste dans le souvenir des hommes, d’'un
groupe.

Sommeil*

[Nom masculin]

1.

2.

Etat physiologique périodique de I'organisme (notamment du systéme
nerveux) pendant lequel la vigilance est suspendue et la réactivité aux
stimulations amoindrie. Antonymes : éveil, réveil, veille.

Besoin de dormir. Synonymes : assoupissement, somme, somnolence.

Stress*
[Nom masculin]

1.

Etat réactionnel de I'organisme soumis a une agression brusque.

Traumatisme*

[Nom masculin]
1. Ensemble des Iésions locales intéressant les tissus et les organes

2.

provoquées par un agent extérieur ; troubles généraux qui en résultent.
Abréviation : trauma.
Action violente provoquant des lésions violentes.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ACRONYME

ACTH
AMG
APO
ATP
BA
BLA
CeA
CeL
CeM
cFOS
cFOS+
CRF
FS-Esc
FS-Frz
FS-Res
GABA
IRSN
ISRS
LA

LC
LDT
MnPO
NA
No-FS
NPV
NSC
PAG
PFC
PGO
PKC-d
PPT
SL
SL1/2/3
SLD
SOM
SP
TCC
TMN

NOM COMPLET

Hormone adrénocorticotrope
Amygdale
Aire préoptique
Adénosine triphosphate
Noyau basoantérieur de I'amygdale
Complexe basolatérale de I'amygdale
Complexe centrale de I'amygdale
Noyau centro-latéral de I'amygdale
Noyau centro-médial de 'amygdale
Protéine FOS
Marqué(e) positivement par la protéine cFOS
Corticotrophin-releasing factor, pour facteur de libération de ’hormone corticotrope
Animaux susceptibles de phénotype comportemental de type fuite (escaping)
Animaux susceptibles de phénotype comportemental de type immobilité (freezing)
Animaux résilients
Acide gamma-aminobutyrique
Inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline
Inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
Noyau latéral de I'amygdale
Locus Coeuruleus
Tegmentum latéral dorsal
Noyau préoptique médian
Noradrénaline
Animaux contréles non stressés
Noyau paraventriculaire de I'hypothalamus
Noyau suprachiasmatique
Substance grise périaqueducale du tronc cérébral
Cortex préfrontal
Aire ponto-géniculo-occipitale
Protéine kinase C de type 6
Tegmentum pédonculo-pontin
Sommeil lent
Sommeil lent de stade 1/2/3
Noyau sublatérodorsal
Protéine Somatostatine
Sommeil paradoxal
Thérapie cognitivo-comportementale
Noyaux tubéromammillaires
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PREAMBULE

L'histoire de la médecine des traumatismes psychiques remonte a I'Antiquité,

bien que la compréhension moderne de ce domaine ait émergé plus récemment. Les
premieres traces remontent aux écrits d'Hippocrate, le pere de la médecine grecque, qui
reconnaissait l'influence de facteurs psychologiques sur la santé physique. Cependant, la
véritable avancée dans la compréhension des traumatismes psychiques a été entravée
pendant des siecles par des conceptions limitées de la maladie mentale.

Au Moyen Age, les troubles mentaux étaient souvent interprétés comme des
manifestations de la possession démoniaque, et les traitements étaient imprégnés de
croyances religieuses. Ce n'est qu'a la Renaissance que la perspective médicale sur les
troubles mentaux a commencé a évoluer. Philippe Pinel, un médecin francais du XVIlle
siécle, a joué un réle crucial en rejetant les pratiques brutales d'enfermement des
patients psychiatriques et en plaidant pour une approche plus humaniste. Le XIXe siecle
a vu I'émergence de la psychiatrie comme discipline distincte, avec des pionniers tels
que Sigmund Freud qui ont jeté les bases de la psychanalyse. Freud a souligné
I'importance des expériences infantiles dans la formation de la psyché, jetant ainsi les
bases de la compréhension des traumatismes psychiques. Cependant, ses théories ont
également suscité des débats et des critiques. Au cours du XXe siecle, les guerres
mondiales ont mis en lumiére les effets dévastateurs des traumatismes psychiques. La
Premiére Guerre mondiale a été le premier conflit ou le terme "traumatisme de guerre"
a été largement utilisé. Les psychiatres ont été confrontés a un grand nombre de soldats
souffrant de troubles de stress post-traumatique (TSPT), mais les approches
thérapeutiques étaient encore limitées.

La Seconde Guerre mondiale a été un tournant majeur dans l'histoire de la
médecine des traumatismes psychiques. Les observations cliniques ont conduit a une
meilleure compréhension du TSPT, et des traitements, tels que la psychothérapie, ont
commencé a étre appliqués. Les travaux de pionniers comme Donald Winnicott et Anna
Freud ont élargi la portée de la psychanalyse pour inclure les enfants victimes de

traumatismes. Les décennies suivantes ont vu I'évolution des approches thérapeutiques,
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avec l'introduction de médicaments psychotropes dans les années 1950 et le
développement de thérapies cognitivo-comportementales dans les années 1960. Les
recherches sur les traumatismes psychiques se sont également intensifiées, alimentant
la compréhension des mécanismes neurobiologiques sous-jacents.

Les années 1980 ont marqué un intérét croissant pour les traumatismes liés a des

événements spécifiques, tels que les catastrophes naturelles, les agressions sexuelles et
les accidents. Les professionnels de la santé mentale ont reconnu la diversité des
expériences traumatiques et ont adapté les approches de traitement en conséquence.
Le nouveau millénaire a été marqué par une plus grande sensibilisation aux
traumatismes psychiques dans la société en général. Les avancées technologiques ont
permis une meilleure visualisation du cerveau, ouvrant la voie a des recherches
approfondies sur les bases neurobiologiques des traumatismes. Les approches
intégratives, combinant la pharmacothérapie, la psychothérapie et d'autres modalités de
traitement, sont devenues courantes. Aujourd'hui, la médecine des traumatismes
psychiques est un domaine multidisciplinaire en constante évolution. Les recherches
continuent a approfondir notre compréhension des mécanismes sous-jacents, tandis que
les professionnels de la santé mentale mettent en ceuvre des approches individualisées
pour répondre aux besoins variés des personnes touchées. L'histoire de cette discipline
reflete la progression de la société dans la reconnaissance et la prise en charge des effets
dévastateurs des traumatismes psychiques sur la santé mentale.

Les avancées précliniques ont permis des avancées majeures dans la
compréhension des circuits neuronaux sous-jacents de la réponse de stress, de la
mémoire aversive et de la régulation émotionnelle. La recherche est en constante
évolution et apporte toujours plus de réponse sur les maladies psychiatriques. La
premiere volonté des chercheurs est d’apporter une plus-value translationnelle au
modele animaux de ces pathologies humaines. Cette volonté se manifeste par une
optimisation constante a la fois de protocoles et des méthodes d’analyses. Les TSPT,
comme la majorité des pathologies psychiatriques, est complexe a modéliser car elle
englobe un grand nombre de symptdomes. L’observation et la qualification des
altérations comportementales chez Il'animal de laboratoire correspondantes aux

symptomes chez 'homme sont 'un des enjeux majeurs de la recherche préclinique
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L

PHYSIOLOGIE DU STRESS ET DU SOMMEIL

A. Laréponse de stress

A.1l.a. Définitions et fonctions de la réponse du stress

La notion de stress englobe de nombreuses définitions et plusieurs concepts
complexes. En effet, le stress est percu par la société comme une émotion vive et
négative, avec des effets néfastes sur le corps. Le stress est un mot associé a une
mauvaise qualité de vie et synonyme de maladies graves telles que les problemes
cardiovasculaires, le diabéte et les cancers (Dai et al. 2020; K. Sharma et al. 2022;
Steptoe and Kivimaki 2012). Trois notions sont souvent confondues: les agents
stressants, la réponse de stress et la réponse comportementale. Ces derniéres sont
temporellement liées mais possedent des caractéristiques propres a chacune.

L’agent stressant représente un stimulus, intrinseque (exemple : augmentation
de l'activité cardiaque pendant une séance de sport) ou extrinseque (exemple : 1ésion
cutanée), qui menace l'intégrité physiologique ou psychologique d’un individu, en
venant déplacer la valeur d’équilibre d’'un ou plusieurs systémes. Tout stimulus est
considéré comme stressant s'il active une réponse de stress, indépendamment de sa
nature, son intensité et sa durée. La réponse de stress représente l'ensemble des
réactions physiologiques, émotionnelles et cognitives de l'individu permettant la mise

en place d'une réponse comportementale spécifique.

Ces notions partagent tout de méme un facteur commun: 'adaptation. Le
premier role évolutif de la réponse de stress est la survie d’'un individu dans son
environnement. Si la réponse de stress et la résultante comportementale aboutissent a
la survie de l'individu, le comportement est défini comme adapté. En revanche, si les
comportements induits par I'agent stressant engendrent une incapacité de I'individu a
vivre en harmonie dans son environnement, on parle alors de réponse de stress
inadapté. L’homéostasie est une notion définie pour la premiere fois par Claude
Bernard en 1878 et est la base de I'adaptation. Elle est considérée en biologie et en
science des systémes comme l'ensemble des processus de régulation physiologique de
I'organisme afin de maintenir I'équilibre d'un systeme. Cet équilibre est propre a chaque
systéme considéré (circulation sanguine, concentration ionique, température...) et est

maintenue autour d’'une valeur optimale pour l'organisme.
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En reprenant le concept d’homéostasie, Hans Selye a introduit pour la premiere
fois la théorie du syndrome générale d’adaptation (Figure 1) ainsi que le terme
«stress» en 1956 (Selye 1950, 1956). Il s'agit des phénomenes non spécifiques
provoqués par une exposition soudaine de I'organisme a un facteur nocif. L’exposition se
compose de la réponse induite par l'agent stressant de maniere directe, le choc,
(tachycardie, baisse du tonus musculaire) et du retour a |'état de base, le contre choc
('organisme se ressaisit) puis met en jeu des moyens de défenses actives. Ses
recherches ont mis en évidence le réle majeur du systéeme neuroendocrinien, gouverné
par les interactions réciproques de I'hypothalamus (centre intégrateur et neuronal de la
régulation des processus métaboliques), 'hypophyse (glande neuro-hormonale régulant
la sécrétion hormonale d’autres structures et d’autres organes) et les glandes surrénales
(jouant un réle essentiel dans le contrdle de la tension artérielle) : 'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien. Le noyau paraventriculaire de '’hypothalamus (NPV) est le
premier acteur de la réponse endocrinienne du stress (Leistner and Menke, 2020). Hans
Selye décrit trois grandes étapes dans la réponse de stress (Selye 1974, 1985), a savoir
1) une phase d’alarme qui est 'activation des différents systémes physiologiques, 2)
une phase de résistance qui englobe les réactions physiologiques, cognitives et
comportementales exécutées dans le but de revenir a I'équilibre et enfin 3) une phase
d’épuisement qui intervient en cas d’'une exposition prolongée a un agent stressant ou
en cas d’exposition a un agent stressant dépassant les capacités d’adaptation de
I'individu. En condition optimale, lorsque les ressources demandées sont suffisantes, la
réponse de stress permet I'expression d’'une réponse spécifique optimale, adaptée a la
situation. La phase de résistance permet un retour a I’équilibre basale des systemes, on
parle alors d’eustress. En revanche, si les ressources demandées a I'organisme pour
restaurer ’homéostasie sont supérieures aux ressources de I'individu, I'organisme subit
une fragilisation/un épuisement. La réponse de stress est mal adaptée et inefficace, on

parle alors de distress, a la base des pathologies liées au stress.
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La réponse de 'organisme face a un agent stressant est complexe car elle résulte de la
combinaison de plusieurs processus physiologiques et psychologiques. Pour une plus
simple compréhension, la réponse de stress et les processus associés seront décrits par
la suite en suivant les trois phases énumérées par le modele de Selye. La phase
d’épuisement est le coeur de cette thése et sera explicitée dans la deuxieme grande
partie de I'introduction, avec le cas d'un agent stressant de forte intensité et inévitable,

résultant dans le développement du trouble de stress post-traumatique.

A.2. Phase d’alarme (activation des systemes) et mobilisation des

ressources de I’organismes

Bien que le concept de Hans Selye flit novateur, sa vision de la réponse de stress
reste réductionniste car elle omet les aspects cognitifs. Dans les années 1960-1970, de
nouvelles théories et concepts ont montré I'importance des processus cognitifs dans la
régulation de la réponse de stress. Les différentes étapes de la réponse de stress: la
perception de I'agent stressant jusqu’a la détection/intégration du type de I'agent par le

systéme nerveux et sa mémorisation.

Syndrome général d’adaptation, Hans Selye (1957)

Elevée 1 ;
HOMEOSTASIE ALARME EPUISEMENT

Mobilisation des ressources
(Résistance au stress)

=)
o
=
<

Durée

Bonnes Détériorées
Santé physique/mentale et performances cognitives

Figure 1: Théorie du syndrome général d'adaptation, adapté de Hans Selye en
1957. La réponse de stress correspond aux processus physiologiques cognitifs et
comportementaux de I'organisme pour faire face au déséquilibre homéostatique causé
par un agent stressant.
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Il existe deux grands types d’agents stressants qui entrainent l'activation du
systéme nerveux mais ne nécessitent pas les mémes temps de réponse de I'organisme :
les agents stressants physiologiques, représentant une menace directe et factuelle de
I’équilibre homéostatique (faim, soif, lésion cutanée) et les agents stressants

psychologiques qui sont des menaces indirectes et interprétées.

A.2.a. Perception et anticipation de I'agent stressant

Tandis que les agents stressants physiologiques induisent des réactions
hormonales et autonomes, les agents stressants psychologiques engendrent également
des réponses cognitives (Godoy et al. 2018; Skoluda et al. 2015). La réponse cognitive
est la résultante de processus de conditionnement (mémoire autobiographique,
mémoire émotionnelle et évaluation cognitive) et de processus innés qui entrainent une
réponse de stress sans atteinte de '’homéostasie. Ce dernier processus est considéré
comme un phénomene d’anticipation. Ce contréle cognitif est double car il permet la
régulation de la réponse de stress, a la fois dans l'initiation mais aussi dans le retour a

I’équilibre.

En 1984, Lazarus et Folkman (R. S. Lazarus and Folkman, 1984) proposent le
modele transactionnel du stress. En effet, ils postulent I'importance des états cognitifs
(émotions) et le vécu des changements physiologiques dans la perception d'un stimulus
stressant et I'expression de la réponse de stress. IIs décrivent ainsi la réponse de stress
comme « un état psychologique issu de la perception d’'un déséquilibre entre les attentes
percues et l'autoévaluation de ses propres capacités face aux exigences des
contraintes ». Ce modele propose deux stades d’auto-évaluation avant I'apparition de la
réponse de stress et du ressenti (Figure 2). La phase primaire est une phase d’analyse
de la situation : « Ai-je besoin de réagir a ce stimulus ? ». Ici, la pertinence de réagir a la
situation est prise en compte dans le choix de réaction ou de non-réaction. Si la situation
est bénéfique ou sans conséquence néfaste (par exemple, I'entente d’un bruit fracassant
mais la reconnaissance de ce son comme étant un feu d’artifice), alors aucune raison de
réagir. En revanche, si la situation est considérée comme a risque et néfaste (par
exemple, I'entente d'un bruit fracassant et la reconnaissance d’'un coup de feu), alors
I'individu passe a la seconde phase. La phase secondaire est une phase d’analyse des

ressources disponibles: « Suis-je dans la capacité de faire face a la situation ? ». Ici,
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Modeéle transactionnel du stress
Lazarus et Folkman (1984)

Répeonse de Stratégie
stress d'adaptation

Réevaluations

Figure 2: Modele transactionnel du stress, décrit par Lazarus et Folkman en 1985.

I'individu examine la balance entre ressources demandées (dangerosité, risque,
incertitude) et les ressources dont il dispose (possibilité de fuir, se cacher, état physique
global). La réponse de stress se met en place afin de définir les stratégies d’adaptation a

la situation.

L’évaluation cognitive de la situation ne peut se faire sans la prise en compte d I'état
émotionnel de l'individu. Les travaux d’Arnold, dans les années 1960, ont permis de
théoriser I'influence des émotions vécues sur les émotions ressenties a I'instant présent

nommée réaction émotionnelle.

Le stress est souvent considéré dans la population comme une émotion a part
entiéere. En effet, tout comme la notion de stress, les émotions sont complexes a définir.
Les émotions sont définies comme des « réactions affectives transitoires d’assez grande
intensité, habituellement provoquées par une stimulation venue de I’environnement. ».
Cette définition ressemble d’ailleurs a celle du stress : « Etat réactionnel de l'organisme

soumis a une agression brusque » (Dictionnaire Larousse, 2023).

D’apreés Ekman, il existe six émotions de base : la colere, la surprise, le dégout, la
joie, la peur et la tristesse (Ekman, 1993). Les émotions sont les réponses
physiologiques et comportementales immédiates face a un stimulus environnemental
percu. Chaque émotion est définie par des réponses physiologiques et
comportementales spécifiques : la joie se manifeste physiquement par un (sou)rire et
physiologiquement par un relargage de sérotonine et de dopamine, mais aussi une
augmentation de la fréquence cardiaque et respiratoire (Dfarhud, Malmir, and

Khanahmadi 2014; Harrison, Kreibig, and Critchley 2013), tandis que la colere se
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manifeste par une élévation de la voix mais également par une augmentation de la
fréquence cardiaque et respiratoire, accompagnée d'une libération noradrénergique
(Harrison, Kreibig, and Critchley 2013; F. Wang et al. 2020). D’autres émotions, liées aux
contextes sociaux sont décrites, comme la honte, 'envie, 'amour ou '’empathie, mais
aucun consensus n’existe sur le nombre d’émotions biologiquement admises.

La compréhension des fonctions des émotions a eu un tournant majeur avec les
théories de James, Lange et Cannon, décrites entre la fin du XIXéme siecle et le début du
XXeme sijgcle. La théorie de James (James, 1884) explicite un réle périphérique et corporel
des émotions. Elles sont la conséquence de la perception des changements de
I’environnement. Le principal exemple de James est celle d’'une rencontre avec un ours.
La vue de l'ours (l'agent stressant) entraine une réaction physiologique, la course,
percue comme un changement physiologique de l'organisme. La perception de ce
changement provoque un sentiment de peur. La théorie de Lange est similaire a celle de
James (Lange, 1885) mais ajoute une réponse émotionnelle neuronale, avec un centre
« vasomoteur » dans les processus des émotions. Ils s’accordent tous les deux dans la
spécificité des changements physiologiques propres a chaque émotion et dans
I'importance d’un retour d’'information de la part des visceres. En 1927, Cannon donne
une théorie centrale et opposée a celles de James et de Lange. Selon lui, les visceres
n‘auraient aucun réle dans le processus d’expression des émotions mais il décrit le
thalamus comme étant le centre organisationnel des réactions émotionnelles. Le
thalamus est en effet la structure cérébrale d’intégration des informations sensorielles
et neuronales provenant de tout l'organisme et elle est considérée comme un relais
d’information d’une structure cérébrale a une autre. Chaque émotion est associée a un
ensemble fonctionnel de structures cérébrales distinctes.

Les recherches chez I'animal de Joseph LeDoux ont mis en évidence le role central
de 'amygdale et du noyau accumbens dans la régulation des émotions (Rogan, Staubli,

and LeDoux 1997), particulierement de la peur.

Bien que différentes, ces trois théories mettent en avant que toute émotion soit la
conséquence d’'une perception de changements physiologiques causés par un
agent extérieur (Cossnier, 1994). Il n’existe aucun consensus sur le nombre d’émotions
existant. En effet, la notion « émotion » englobe un nombre important de termes. Le

terme émotion vient du latin « emovere » signifiant mettre en mouvement et va
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apparaitre au début du XVIéme siecle par le mot « esmotion » qui donne la base de la
définition commune des émotions comme étant des « états de conscience complexes,
brusques et temporaires, accompagnés de signes physiologiques et

comportementaux ».

La réponse de stress et les émotions sont des concepts qui partagent les mémes
caractéristiques : Ils sont la conséquence immédiate de la perception d’'un changement
intrinseque et/ou extrinseque. Ils ont tous deux une fonction d’adaptation et I'exécution
d'un comportement adapté entraine une diminution de la réponse de
stress/émotionnelle. Le stress et les émotions sont en réalité les deux faces d'une méme
piece.

La perception des agents stressants et plus précisément la fagon de quantifier cette
perception a toujours été un enjeu scientifique majeur, méme si I'évaluation cognitive de
ces agents stressants dépend de facteurs sociodémographiques. La perception d’un
stress est principalement étudiée a I'aide de I'échelle de stress percu, mise en place par
Cohen en 1983 (S. Cohen, Kamarck, and Mermelstein 1983). Cette méthode d’auto-
évaluation permet l'obtention d’'un score composite global a partir de plusieurs
réponses a des questions générales, non centrées sur des expériences précises. Cette
échelle, initialement composée de 14 rubriques, a été raffinée pour passer de 10 puis 4
rubriques (Lee 2012; Vallejo et al. 2018). Cette derniere version plus courte du
questionnaire a été traduite et adaptée dans plusieurs pays. Une récente étude
espagnole a comparé les scores obtenus dans la population et les a comparés aux scores
d’autres pays européens, afin de trouver des facteurs discriminants. Parmi eux: 1) Le
genre : des différences physiologiques et psychiques (R. Verma, Balhara, and Gupta
2011), 2) L’age: la perception du stress tend a diminuer avec les années, résultats
consistants avec les recherches de Cohen et Williamson (1988) et Wartigg et collegues
(2013). Cette diminution de perception peut s’expliquer principalement par une
diminution de la réactivité et des capacités physiques, mais également par une meilleure
faculté a faire face a ces agents stressants due a I'accumulation d’évenements stressants
tout au long de la vie (Johnson, Krahn, and Galambos 2023) ; 3) Le statut marital : un
score plus faible est obtenu pour les personnes en couples comparativement aux
personnes célibataires. En effet, vivre avec un partenaire a des effets bénéfiques (Esch

and Stefano, 2005) aussi bien physiologiques (réactivité autonomique réduite
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(Schneiderman et al. 2011), relargage d’ocytocine lors d’un lien affectif), que psychiques
(augmentation de l'activité de l'aire du tegmentum ventrale, structure clé dans les
processus de motivation, chez des couples mariés depuis plus de 20 ans) (Acevedo et al.
2012), relargage de cortisol et 4) L'éducation, le statut professionnel et la classe
salariale : L’étude montre que plus le statut socio-économique de I'individu est bas, plus
le score de I'échelle de stress percu est élevé. En effet plusieurs études ont montré
I'impact du chémage et de faibles revenus sur la qualité de vie et donc sur le stress

engendré (Frasquilho et al. 2016; Santiago, Wadsworth, and Stump 2011).

A.2.b. Activation des systemes périphériques et centraux

Le systeme nerveux est le centre complexe intégrateur et de contrdle de
I'organisme : il integre les informations intrinseques et extrinséques de I'organisme et
coordonne en permanence l'adaptation de l'organisme aux changements de
I’environnement et de ses propres besoins. Il se décompose en deux entités anatomiques
et fonctionnelles : le systeme nerveux central et le systéme nerveux périphérique.

Le systéme nerveux central est composé du cerveau et de la moelle épiniére. Le
cerveau est l'organe central du systéme nerveux et a pour role le traitement et
I'intégration de l'information sensorielle ainsi que la coordination des réponses
physiologiques et comportementales de tout l'organisme. La moelle épiniere est
composée de '’ensemble des nerfs formant le canal de communication entre le cerveau
et le systeme nerveux périphérique en transmettant les signaux nerveux émis par
chaque systeme. Le systéeme nerveux périphérique est composé des nerfs qui se
ramifient a partir de la moelle épiniere et s’étendent vers toutes les parties du corps. Ils
sont subdivisés en deux branches : le systéme nerveux somatique dirige les mouvements
volontaires du corps et le systéme nerveux autonome controle les fonctions

involontaires mais vitales du corps.

Les agents stressants physiologiques, de par leur nature directe et explicite,
nécessitent une réaction immédiate de l'organisme. L’intégration de l'information
sensorielle passe par le systeme sympathique adrénomédullaire, composé du systeme
nerveux autonome et des glandes surrénales, qui permettent une réponse physiologique
rapide (quelques secondes) mais de courte durée (Figure 3). En effet, I'activation du

systéme nerveux autonome est le processus le plus rapide, il est alors considéré comme
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une réponse reflexe. Il assure et régule les fonctions vitales de l'organisme (activité
cardiovasculaire, respiratoire, viscérale et cérébrale) par son controle sur I'’homéostasie.
Il est formé par le cervelet, la moelle épiniere et les nerfs périphériques innervant les
organes. Le systeme nerveux autonome, quant a lui est divisé en deux voies
fonctionnelles opposées : le systeme nerveux autonome (ortho)sympathique qui assure
les réponses de survie et le systéeme nerveux autonome parasympathique qui assure le
repos de l'organisme. Le systeme sympathique projette vers le tronc cérébral et
principalement vers les neurones noradrénergiques du locus cceruleus (LC). Tout
changement physiologique de I'homéostasie, tels que linflammation, la détresse
respiratoire ou la perte de sang lors d'une lésion cutanée, est détecté par ce noyau du
tronc cérébral qui va alors sécréter de la noradrénaline. Le LC projette vers les glandes
surrénales médullaires et les fibres pré ganglionnaires de la moelle épiniere, qui vont
alors libérer des catécholamines, réciproquement de l'adrénaline et de la
noradrénaline, dans la circulation sanguine. Ces catécholamines vont étre réceptionnées
via les membranes cellulaires des organes cibles (notamment les muscles, la peau, le
systéeme digestif, le coeur et les poumons). Cette premiere étape de la réponse
physiologique du stress permet alors le maintien de I'organisme en alerte et prépare
meétaboliquement l'organisme a l'action avec une augmentation de l'activité
cardiovasculaire (augmentation du rythme cardiaque, vasodilatation de la circulation
sanguine viscérales au profit d'une vasoconstriction de la circulation sanguine
musculaire et cérébrale), respiratoire et métabolique (augmentation de la concentration
sanguine en glucose via la glycogenese et gluconéogenese).

Apres la réponse réflexe physiologique de l'organisme, vient la réponse
hormonale, plus lente (2-3 minutes) mais plus stable dans le temps, médiée

principalement par I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien.
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Figure 3: les premiers acteurs de la réponse de stress.

La détection de l'agent stressant entraine la libération de noradrénaline (NA) par le locus
cceuruleus (LC), premier acteur du systéme sympathique adrénomédullaire, et la
libération de CRH (hormone de libération du cortisol) par le noyau paraventriculaire de
I'hypothalamus (NPV), entrainant I’activation de l'axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien. Les deux systemes représentent des cascades d’activations hormonales
permettant '’émergence de réponses physiologiques, cognitives et comportementales. Ces
deux systemes sont auto-régulés par des boucles de rétrocontrole négatives. CRH:
hormone de libération du cortisol; ACTH: hormone adrénocorticotrope; NA:
noradrénaline ; AD : adénosine ; +, activation et ©, inhibition.
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L’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est composé exclusivement de
structures cérébrales centrales. Le centre intégrateur des signaux sensoriels de la
réponse de stress est le noyau paraventriculaire de ’hypothalamus (NPV) (Figure 3). Le
NPV est composé de neurones synthétisants et libérant la corticolibérine, plus
communément appelé facteur de libération de I'hormone corticotrope (CRF ou CRH,
corticotrophin-releasing factor/hormone). Ce neurotransmetteur est transporté jusqu’ a
I'hypophyse (ou la glande pituitaire). Ce petit noyau situé juste sous '’hypothalamus est
constitué d'un lobe antérieur et d’'un lobe postérieur. Ces deux lobes sont (antérieur et
postérieur), tous deux controlés différemment par I'’hypothalamus. Le lobe antérieur (ou
adénohypophyse) est controlé par les neurones parvocellulaires de I'’hypothalamus
tandis que les neurones magnocellulaires du NPV projettent sur le lobe postérieur (ou
neurohypophyse) de l'hypophyse. Les neurones parvocellulaires expriment les
récepteurs spécifiques a la CRH et la libération de I'hormone par le NPV entraine la
libération hypophysaire de I'hormone adrénocoticotrope (ACTH, adrenocorticotropic
hormone). Celle-ci est transportée jusqu’a la partie corticale des glandes surrénales. Ces
dernieres vont alors libérer ladite « hormone du stress » : le cortisol, (ou corticostérone
pour 'animal). Ce glucocorticoide, via les récepteurs aux glucocorticoides, agit a la fois
sur les structures cérébrales limbiques (amygdale, hippocampe, hypothalamus, cortex
cingulaire et cortex préfrontal) mais aussi sur plusieurs organes vitaux comme le foie, le

ceeur, les yeux et les poumons.

Les deux premiers acteurs de la réponse de stress sont le locus cceruleus, noyau
noradrénergique du tronc cérébral impliqué dans l'activation du systeme sympathique
adrénomédullaire, ainsi que le noyau paraventriculaire de '’hypothalamus, premier acteur de
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien sécrétant et libérant ’hormone de libération de la
corticotrophine. Tandis que les agents stressants de nature physiologique sont principalement
soutenus par l'activation rapide du systéme nerveux autonome périphérique et par la libération
endocrinienne de la noradrénaline et du cortisol. La réponse de stress provenant des agents
stressants psychologiques est sous-tendue également par des structures cérébrales cognitives et
limbiques (amygdale, hippocampe et cortex préfrontal). La substance grise périaqueducale joue
un réle majeur dans les comportements de défense. L’adaptation est a la fois synonyme de
réactions physiologiques, cognitives et comportementales nécessaires et suffisantes mais aussi
synonyme d’une régulation efficace et rapide de I'organisme pour restaurer I'état basal et les

ressources utilisées pendant la réaction.
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A.2.c. Réponses cognitives et comportementales

Les réponses comportementales de stress sont les conséquences des
changements physiologiques, hormonaux et cognitifs complexes faisant suite a la
réponse de stress. Jusqu'ici, nous avons exclusivement parlé des deux premiers signaux
directs de la réponse de stress : le cortisol (axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien) et
les catécholamines (systeme sympathique adrénomédullaire). Il faut tout de méme
rappeler que la réponse de stress entraine aussi la libération de nombreux autres
neuropeptides (notamment la vasopressine par le NPV, la Beta-endorphine et la
prolactine par ’hypophyse, ou le neuropeptide S par les noyaux Kolliker-Fuse du tronc
cérébral) et neurotransmetteurs, tels que l'ocytocine par le NPV, la dopamine par la

substance noire et I'aire tegmentale ventrale, ou la sérotonine par les noyaux du raphé.

Le premier réle de la réponse de stress est 'augmentation de I'attention et de
la vigilance de l'individu sur I'agent stressant et son environnement direct, afin de
produire une réponse comportementale adaptée a 'agent stressant et a la situation.
On parle alors de réponse de défense. En prenant 'exemple d’'une rencontre d’'une
proie (la souris) avec son prédateur (le chat), deux possibilités s’offrent au rongeur : fuir
ou lutter (Cannon en 1929). La fuite de la proie, évitement défensif, associée a un état
émotionnel de peur, requiert un effort musculaire particulierement intense, possible
grace a une mobilisation de tout le corps (augmentation du débit cardiaque et
respiratoire pour augmenter I'apport en oxygene des muscles, diminution du débit
sanguin aux visceres au profit de la circulation musculaire et cérébrale pour augmenter
'attention et la rapidité de réaction, etc.). Le combat, approche défensive associé a un
état émotionnel d’anxiété, est la réaction inverse de la fuite. elle est observable lors de
combat entre deux congéneres (combat de dominance chez deux souris males). La fuite
est un comportement automatique et inné, tandis que la lutte, incluant une prise de
risque nécessite d'inhiber la réaction spontanée par un processus de controéle cognitif de
l'individu (processus d'inhibition comportementale). Le choix entre ces deux types de
comportements est principalement dépendant de la distance de l'individu avec I'agent
stressant (Blanchard et al. 1998; Shang et al. 2018). Ceci est principalement observable
dans les tests du looming (Shang et al. 2018; Thieu et al. 2024; Yilmaz and Meister
2013).
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La perception et la reconnaissance d’'un stimulus extérieur comme néfaste sont les
étapes primordiales dans 'expression d’'une réponse de stress adaptée ; elles sont donc
nécessaires a la survie de l'individu. La conservation évolutive fonctionnelle et
anatomique de la plupart des structures cérébrales entre I’humain et le rongeur a
permis I'étude des circuits cérébraux et neuronaux et ainsi des fonctions cérébrales
associées.

La valence émotionnelle définit la qualité intrinseque positive ou négative d'une
émotion. La valence attribuée a un stimulus extérieur a été principalement étudiée chez
le rongeur par des lésions ou par des gains/pertes de fonctions neuronales. La valence
émotionnelle chez I'animal est caractérisée par ses réponses comportementales
défensives. Deux principales réponses de défense sont observées lors d’exposition a des
agents stressant environnementaux : 'immobilité, le freezing, et la fuite (Koolhaas et al.
1999; Veenema et al. 2003). Le freezing est assimilé a un état de sidération chez
I’humain. Ce comportement est caractérisé par une absence totale de mouvement
corporel marquée (supérieur a 2 secondes) chez I'animal, accompagnée d'une hausse de
la fréquence respiratoire. La fuite de I'animal représente tous les moyens
comportementaux mis en place par I'animal pour échapper activement au prédateur, a la
menace (lI'encodage positif chez l'animal a principalement été étudié avec les
comportements d’appétence). En parallele, des comportements non adaptés a la
situation tels que la reproduction, la prise d'eau, l'exploration, ainsi que tous les
comportements motivés par la recherche de nourriture, sont inhibés. Ces réponses
comportementales, qu’elles soient adaptées ou non, sont sous-tendues par des

structures cérébrales spécifiques.

L’amygdale et la régulation émotionnelle

L’amygdale (AMG) est une structure limbique centrale dans la régulation
émotionnelle (Janak and Tye 2015; LeDoux 2000; Simi¢ et al. 2021). Cette structure est
particulierement bien conservée au sein des mammiféres, mais aussi au sein des
vertébrés (Janak and Tye 2015; Moreno and Gonzalez 2007). Méme si des variations de
tailles sont notables, I'amygdale des hommes et des rongeurs possédent les mémes
subdivisions anatomo-fonctionelles (Janak and Tye 2015). Elle est constituée de 2
principaux complexes : le complexe basolatéral (BLA), constitué du noyau latéral (LA) et

du noyau basal (BA); ainsi que le complexe central (CeA), constitué du noyau central
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latéral (CeL), du noyau central médial (CeM) et du noyau centro-central (CeC) (Figure

4).

< Freezing
(inné)

Freezing Freezing
(conditionné) (conditionnée)

[ GaBaergique @® Inhibition des réponses de défenses
O—> Glutamatergique @B Activation des réponses de défenses

Figure 4: Subdivisions anatomo-fonctionnelles de 1'amygdale (AMG) et de la
substance grise périaqueducale (PAG).

L’amygdale est composée du complexe basolatéral formé par le noyau latéral (LA) et le
noyau basoantérieur (BA) et de I'amygdale centrale (CeA) composé d'un noyau central
latéral (CeL) et d'un noyau central médial (CeM). L’amygdale basolatérale est
exclusivement formée de neurones glutamatergiques, projetant vers 'amygdale centrale
et la PAG tandis que l'amygdale centrale est composée uniquement de neurones
GABAergiques inhibiteurs. Les neurones de ces quatre noyaux amygdaliens permettent
soit I'activation des réponses de défenses (fear-on, rouge) ou son inhibition (fear-off,
vert). Les neurones du CeA projettent vers la PAG. La PAG est subdivisée en trois
grandes colonnes: la PAG dorsale, latérale et ventrale (dPAG, IPAG et vPAG
respectivement). Les projections spécifiques de 'amygdale entrainent I'émergence des
comportements de défenses actifs type fuite ou passifs tel qu'une immobilité marquée
(freezing). NB : les représentations de I’AMG sont une reproduction de Janak et Tye.
2015. SOM+ : neurones fear-on, exprimant la protéine somatostatine ; PKCd+ : neurones
fear-off, exprimant la protéine PKC-delta.

De maniere simplifiée, 'amygdale recoit des afférences sensorielles corticales et
thalamiques via le LA. Le LA projette lui-méme des efférences glutamatergiques sur le
BA et sur le CeA. Le BLA est interconnecté avec le cortex préfrontal (PFC) et
I'hippocampe (HPC). Les principales efférences glutamatergiques du BLA sont le
striatum, le noyau accumbens, le noyau du lit de la strie terminale (NLST) et le CeA.

Le CeA est principalement formé de noyaux GABAergiques (acide y-aminobutyrique,
ou gamma-aminobutyric acid en anglais). Le CeL et CeM ont des interactions inhibitrices
réciproques. Le CeA projette directement sur les structures du impliquées dans les

réponses de défenses du tronc cérébrale (substance grise périaqueducale, PAG et le LC),
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le NLST (centre de relais de I'information entre les différentes structures cérébrales) et
les régions thalamiques et hypothalamiques.

Le CeA est considéré comme la structure clé dans lI'encodage de la valence
émotionnelle (J. Kim et al. 2017; LeDoux 2000; Pignatelli and Beyeler 2019; Wilensky et
al. 2006). L’activation optogénétique spécifique du CeM et l'inhibition ciblée du CeL
induit des comportements de défense négatifs chez le rongeur, suggérant alors un
encodage de la valence opposée entre ces deux noyaux. Le CeM et CeL possedent des
sous-populations neuronales composées de marqueurs protéiques spécifiques comme la
protéine kinase C delta (PKCd), marqueurs des neurones inhibant les comportements de
peur « fear-off» et la somatostatine (SOM), marqueurs des neurones permettant
I'expression des comportements de peur « fear-on ». Ces sous-populations neuronales
forment un microcircuit complexe d’inhibitions mutuelles. L’activation optogénétique
des neurones exprimant la PKCd+ du CeM entraine I'apparition de comportements de
défense, tandis que l'activation des neurones PKCd+ du CeL supprime le comportement
de prise alimentaire. De maniere opposée, la stimulation optogénétique des neurones
SOM+ du CeA promeut la prise alimentaire tandis que I'inhibition des neurones du CeL
augmente I'apparition des comportements de défense (Yu et al. 2016).

Le BLA est aussi un noyau primordial dans I'encodage de la valence émotionnelle. Les
neurones du BLA sont glutamatergiques et les études précliniques ont principalement
analysé l'activité post-synaptique du BLA (Babaev, Chatain, and Krueger-Burg 2018; H.
T. Blair et al. 2001; Janak et Tye 2015; Pignatelli and Beyeler 2019b; Roozendaal,
McEwen, and Chattarji 2009; Yang and Wang 2017). Il en ressort trois grandes
projections du BLA qui entrainent I'apparition de comportements de défenses: les
projections intra-amygdaliennes du BLA vers le CeA mais aussi les afférences du BLA
vers le cortex préfrontal et I'hippocampe ventral. En revanche, la stimulation des

neurones du BLA projetant vers le noyau accumbens promeut I'encodage positif.

La substance grise périaqueducale: la structure majeure de l'expression des

comportements de défense

La substance grise périaqueducale (PAG) est une structure organisée
longitudinalement dans le tronc cérébral, autour du ventricule cérébral du
mésencéphale nommé l'aqueduc de Sylvius (Cerminara et al. 2009; Koutsikou et al.

2014; Koutsikou, Apps, and Lumb 2017; T. C. Watson et al. 2016). Elle n’a eu que peu de
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changement évolutif et est bien conservée au sein des mammiferes. Elle tient alors une
place centrale au sein du tronc cérébral. Elle peut étre divisée le long de 1'axe dorso-
ventral de maniere radiale en cinq colonnes longitudinales (Figure 4) : la colonne
dorsomédiale et la colonne dorsolatérale (formant la PAG dorsal, dPAG), les colonnes
latérales puis les colonnes ventrolatérales et ventromédiales (constituant la PAG
ventrale, vPAG), formant des colonnes longitudinales. La taille et la forme de ces
colonnes varient le long de I'axe antéropostérieur de la PAG (Pascal Carrive 1993). Par
exemple, la colonne dorsolatérale est bien développée dans le tiers intermédiaire mais
mince dans le tiers caudal. Anatomiquement, la colonne dorsolatérale du PAG est liée
aux couches profondes du colliculus. Les observations physiologiques et
comportementales font la distinction entre les colonnes latérales et ventrolatérales.
L'activation des neurones latéraux augmente |'activité autonome (sympathique), tandis
que l'activation des neurones ventrolatéraux diminue cette activité.

Bien que la PAG soit une structure cérébrale assez étendue (avec une étendue de 2
mm dans I'axe antéropostérieur chez la souris (Franklin and Paxinos 2007) et de 14 mm
chez I'humain son role au sein de l'expression des comportements de défense est
reconnu. Cependant, sa connectivité anatomique et fonctionnelle n'est pas encore tout a
fait claire. Des lésions excitotoxiques de la partie postérieure (mais pas les 1ésions de la
partie antérieure) de la PAG provoquent une réduction du comportement de freezing
conditionné (Koutsikou et al. 2014; Tovote et al. 2016; T. C. Watson et al. 2016). D'autres
études basées sur des stimulations suggerent que la partie postérieure pourrait étre
impliquée dans les comportements défensifs de fuite et de freezing innés, tandis que la
partie antérieure pourrait étre impliquée dans la réaction défensive de confrontation
(combat) et I'évitement (P Carrive et al. 1997; Pascal Carrive 1993; P. Walker and
Carrive 2003).

Plus d'informations sont disponibles sur les subdivisions ventro-dorsales de la PAG, en
particulier le dPAG associé a la fuite et au freezing inné. L'absence de convergence entre
les résultats des lésions et des stimulations suggere des afférences et des efférences
distinctes le long de l'axe antéro-postérieur (Harricharan et al. 2016; Linnman et al.
2012; Daniel Machado Luiz Vianna et al. 2003). De Franceschi et ses collegues (De
Franceschi et al. 2016) ont démontré que la détection visuelle d'un prédateur (test du
looming consistant a mimer l'arrivée d'un prédateur aérien au-dessus de I'animal) était

suffisante pour que les souris choisissent instinctivement entre les comportements
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d'immobilisation ou d'évasion, en fonction de la distance du prédateur et la possibilité

de fuite.

Le circuit tronc cérébral-structures limbiques

Le circuit majeur commun de la mémoire aversive et des réponses défensives est le
circuit tronc cérébral-cerveau limbique, et particulierement le circuit amygdale-
substance grise périaqueducal (AMG-PAG) (Venkatraman, Edlow, and Immordino-Yang
2017). Ces deux structures sont fortement impliquées dans la réponse de stress
conditionnée. Il a d’ailleurs été démontré que les afférences amygdaliennes sur la PAG
étaient organisées topographiquement en fonction des colonnes de la PAG caudal
(Figure 4). En effet, les afférences de '’AMG sur la PAG proviennent majoritairement du
noyau central, avec une dichotomie des connexions entre le CeL et le CeM (Li and Sheets
2018). Le tracage rétrograde grace a des techniques de marquages épifluorescents des
neurones du CeA projetant vers les différentes colonnes de la PAG rostral et caudal
révéle que les neurones du CeL et du CeM projettent uniformément dans la PAG rostral,
tandis qu'une distribution plus distincte se fait dans la PAG caudale. En effet, la majorité
des somas marquées dans la PAG caudal provient du CeM, tandis que la répartition
neurones provenant du CeL/CeM est moins marquée dans la PAG ventral.

Un role dualiste de la dPAG et de la vPAG dans l'expression des comportements
défensifs en fonction de la distance du stimulus stressant avait déja été suggéré : lorsque
le danger est immédiat et évitable, la dPAG est activée et sa connexion avec l'amygdale
entraine des tentatives d'évasion. En revanche, lorsque la situation est inévitable, les

circuits vPAG-CeA soulignent le comportement de freezing (Shang et al. 2018).

Cependant, les reperes anatomiques utilisés dans les différentes recherches sur les
subdivisions anatomiques et fonctionnelles de la PAG sont toutes différentes et peuvent
varier de plusieurs dizaines de micrometres ((E. ]J. Kim et al. 2013; Li and Sheets 2018)).
Bien que les fonctions premieres de la PAG soient reconnues, I'absence d’homogénéité
des données anatomiques met en avant la possible complexité des connections
anatomiques/fonctionnelles de la PAG avec les autres structures cérébrales, telle que

I'amygdale.

Le cortex préfrontal

Le cortex préfrontal est la structure cérébrale clé des hautes fonctions cognitives

telles que la planification, la pensée abstraite ou le controle inhibiteur (E. K. Miller
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2007). L’homologie structurelle et fonctionnelle de 'homme a I'animal n’est claire pour
cette structure en raison de I'absence de consensus sur les repéres et les délimitations
anatomiques entre ’humain et le rongeur (Carlén 2017). Tout de méme, une homologie
fonctionnelle d’'une sous-région du cortex préfrontal semble étre établie: le cortex
préfrontal médial.

Le cortex préfrontal médial est composé de quatre couches cellulaires : le cortex
médial précentral, le cortex cingulaire dorsal antérieur, le cortex prélimbique et le
cortex infralimbique. Le cortex prélimbique et le cortex infralimbique recoivent tous
deux des afférences corticales et hippocampiques, et projettent tous deux vers I’AMG.
Bien qu'ils partagent tous des projections communes, le cortex infralimbique projette
majoritairement vers le NLST, 'AMG, I'HPC et le tronc cérébral, tandis que le cortex
prélimbique partage plus de connexions avec le cortex insulaire, les noyaux accumbens
et le thalamus (Anastasiades and Carter 2021; Kredlow et al. 2022).

A la suite de I'activation des principaux acteurs de la réponse de stress et la mise
en place des réponses physiologiques, cognitives et comportementales, deux options
sont possibles. Les ressources utilisées pour répondre aux besoins de I'organisme face a
I'agent stressant ont été suffisantes ; il faut alors réguler la réponse de stress et mettre
fin aux jeux des acteurs de cette réponse. On parle alors de la phase de résistance de la

réponse de stress.

A.3.a. Rétrocontréles négatifs de l'axe hypothalamo-hypophyso-

surrénalien et du systeme sympathique adrénomédullaire

Tandis que l'activation du systéme sympathique adrénomédullaire est un
processus physiologique rapide et hautement consommateur sur le plan énergétique,
I'activation de I'axe hormonal hypothalamo-hypophyso-surrénalien est plus lente (en
deux-trois minutes) mais permet la régulation du systeme sympathique
adrénomédullaire grace a la libération de cortisol. Un retour a un état basal des
fonctions cardiovasculaire et viscérales est alors possible grace au contréle inhibiteur de
’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien et du systeme adrénomédullaire (Figure 3).

Le CRH semble étre la molécule de liaison entre le systeme physiologique et le

systeme hormonal. En effet, des fibres immunoréactives pour le CRH innervent
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largement le LC. Ce dernier est impliqué a la fois dans l'activation du systeme
sympathique adrénomédullaire et dans les réponses comportementales défensives de
stress. Cela suggere un rodle modulateur de la réponse physiologique et
comportementale du stress par le CRH. Le NPV peut aussi activer le systéme
adrénergique médullaire(Aguilera and Liu 2012; Sukhareva 2021).

Ainsi, lors de la perception d’'un agent stressant physiologique, les deux premiers
acteurs de la réponse de stress sont le LC, noyau noradrénergique du tronc cérébral et le
NPV, noyau sécrétant et libérant du CRH. L’activation physiologique, hormonale et
cognitive du systeme sympathique adrénomédullaire et de Il'axe hypothalamo--
hypophyso-surrénalien permettent une réponse comportementale adaptée : la réaction

de lutte ou de fuite (« fight-or-flight response »).

A.3.b. Stress et mémoire

La mémoire est une fonction adaptative essentielle a tout organisme vivant. Elle
permet a l'individu d’interagir avec son environnement en donnant une réponse
physiologique, comportementale et cognitive efficace et adaptée (Fietta and Fietta
2011). La mémoire est basée sur trois processus complémentaires: I'encodage de
I'information, qu’elle soit sensorielle, comportementale ou émotionnelle, son stockage a
court, moyen et long-terme et enfin son rappel, plus tard, pour réagir de maniere
efficace et adaptée. Ces trois processus sont mis en avant dans la définition de
I'engramme, notion apportée par Semon au début du XXeme siecle : « une modification
durable de la substance excitable (apprentissage), latente jusqu’alors, en réponse a un
stimulus ». On parle aussi de trace mnésique. Cette trace mnésique latente, encodée
durant l'apprentissage, redevient labile et excitée lors d'un stimulus spécifique: le
rappel mnésique. L’encodage correspond aux modifications d’activités cérébrales
(activation ou inhibition) de zones cérébrales spécifiques a la suite de I'intégration d’'un
ensemble de stimuli spécifiques. La recherche de '’engramme regroupe de fascinants
travaux de recherche débutés dans les années 1900 et des expériences précliniques de
lésions cérébrales. L’absence de perte de mémoire totale a la suite de 1ésions ciblées a
amené a la conclusion que le centre mnésique ne se situe pas dans une structure
spécifique, mais dans l'interaction d’'un ensemble de ces structures cérébrales. La trace

mnésique est donc multi structurelle (Josselyn, Kéhler, and Frankland 2015).
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Aujourd’hui nous savons qu'il existe plusieurs types de mémoire et que chacune
d’elle est associée a une ou plusieurs structures spécifiques. La mémoire se divise en
deux grands types : la mémoire de travail, ou a court terme, qui permet de stocker de
maniere temporaire (jusqu'a 30 secondes) des informations pertinentes mais en
quantité limitée (exemples: retenir un numéro de téléphone avant de I'écrire sur un
papier ou suivre une conversation) et la mémoire a long-terme, qui permet le stockage
d'un grand nombre d’'informations sur des périodes extrémement longues, jusqu’a une
vie entiere. La mémoire a long-terme se subdivise a son tour en deux types : la mémoire
non-déclarative (implicite) et la mémoire déclarative (explicite) (Camina and Giiell

2017).

La mémoire non-déclarative regroupe l'ensemble des processus non-
conscients, sans effort apparent, d’apprentissage procéduraux et de conditionnements
qui permet, une fois rappelé, un changement de comportement et de performance. Le
rappel est tout aussi inconscient que I'apprentissage, aucun effort de rappel n’est fait
pour accomplir la tache, qui se fait alors de maniere automatique (exemple: parler
plusieurs langues, savoir conduire, faire une hybridation in situ a fluorescence sans
regarder le protocole, boutonner une chemise...). Ces processus sont basés soit sur des
apprentissages moteurs, régis principalement par le cervelet, les ganglions de la base
(dont le noyau caudé) et le cortex moteur, soit sur des conditionnements simples, sous
le controle de I'amygdale. Le conditionnement définit I'ensemble des processus
d’apprentissage associatif d’'un stimulus sensoriel concret (odeur, objet, son) ou
contextuel abstrait (piece, boite de conditionnement, bruit de fond...) neutre a un
stimulus a valence émotionnelle positive (nourriture appétant) ou négative (choc
électrique). Ces deux apprentissages sont sous le controéle final du cortex frontal (Rolls
2019). Afin que ces processus deviennent automatiques, ils doivent tout d’abord étre
appris de maniere active et consciente : on parle de mémoire explicite.

La mémoire déclarative, englobe tous les processus conscients d’apprentissages
explicites : ce que vous avez mangé le jour de votre mariage (peut étre aussi la date de
votre anniversaire de mariage), ce que vous portiez le jour de votre examen oral ou la
comptine que vous racontait votre grand-mere étant enfant. Tous ces moments
reviennent en mémoire par un réel effort conscient et peuvent étre décrits
explicitement. Le récit reste inchangé de jour en jour mais la fiabilité et I'exactitude des

propos sont soumis a différents facteurs comme l'intérét et la valence émotionnelle
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porté a I'’événement : on se souvient plus facilement d'un repas de féte que d’'un repas un
soir de semaine apres le travail. Il y a ici encore une subdivision de la mémoire explicite :
la mémoire sémantique et la mémoire épisodique. La mémoire explicite sémantique
signifie littéralement « sens des mots ». Elle permet a I'individu de conceptualiser et
catégoriser tout ce qui I'entoure et elle constitue notre savoir général : connaitre la
grammaire, savoir différencier un neurone d’une cellule épithéliale, connaitre les
capitales de plusieurs pays par exemple. Ce processus abstrait n’est pas totalement
connu mais le lobe médial temporal et le lobe dors frontal sont impliqués dans ce
processus (Bourbon-Teles and Soto 2019; Lynch, Keane, and Verfaellie 2020; Squire and
Zola-Morgan 1991). Un exemple de pathologie affectant ce type de mémoire est la
maladie d’Alzheimer. Des lésions du lobe temporal et de I'Hippocampe ainsi qu'une
perte cholinergique dans le cortex préfrontal sont associées aux personnes
profondément affectées (Jobson et al. 2021; Joseph et al. 2021; de Leeuw, Barkhof, and
Scheltens 2004). Par exemple : pendant la progression de la maladie, le patient saura
reconnaitre sa voiture et donnera le modele, puis saura qu’il s’agit d’'une voiture sans se
souvenir de la marque, puis ne sera par la suite plus capable de distinguer une voiture

d’un vélo.

\

La mémoire épisodique est propre a chaque individu et dépend de ses
expériences vécues car elle englobe toutes les informations spatio-temporelles
associées a l'évenement encodé et stocké. On parle souvent de mémoire
autobiographique. Elle dépend essentiellement de la valence émotionnelle associée a
I'évéenement : plus la valence (positive ou négative) est élevée, plus les détails
mémorisés seront fiables. L’hippocampe et I'amygdale jouent un rdle critique dans la
formation mnésique épisodique (Fietta and Fietta 2011; Roesler et al. 2021). Tandis que
les apprentissages procéduraux recrutent le noyau caudé, les apprentissages spatio-
temporels sont sous la direction de ’hippocampe. En reprenant le schéma de Roozendal
(Roozendal et al. 2009), les expériences a valence émotionnelle induisent la libération
de glucocorticoides par les glandes surrénales, ce qui entraine une libération

noradrénergique au sein du BLA par le noyau du tronc solitaire de la médulla.
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La réponse de stress correspond a l'ensemble des mécanisme physiologiques,
cognitifs et comportementaux permettant une adaptation de l'individu face a un
changement de son environnement intrinseque ou extrinseque. La premieére phase, la
phase d’alarme, correspond a 'intégration de l'information sensorielle et a une réponse
endocrinienne de I'organisme (libération des catécholamines par les glandes surrénales)
et neuro-hormonale (libération de I'’hormone corticotrope par I'hypothalamus). La
libération de cette hormone du stress est a l'origine des réponses cognitives et
comportementales induites par des structures neuronales spécifiques, identiques chez
tous les mammiféeres : le circuit tronc cérébral-amygdale centrale sous-tend les réponses
défensives aux menaces. La réponse de stress est complexe et nécessite plusieurs
niveaux de régulation réciproque avec des fonctions toutes aussi complexes, telles que le

sommeil.

B. Le sommeil

La fonction vitale du sommeil sur le fonctionnement de I'organisme est largement
reconnue. Dés 24 heures sans sommeil, les effets comportementaux et cognitifs sont
semblables a I'ingestion d’'une dose excessive d’alcool (0.10% de concentration sanguine
d’alcool)(Waters et al. 2018). Des 30 heures de privation de sommeil, '’humain aura du
mal a percevoir et reconnaitre les émotions chez ses congéneres. Aprés une absence de
sommeil supérieure 72 heures, 'humain présentera une incapacité a se concentrer, a
tenir des propos cohérents et sera sujet a des hallucinations visuelles et auditives (van
der Helm, Gujar, and Walker 2010; Shao et al. 2014; Waters et al. 2018). Bien que la
réponse a la question « pourquoi le sommeil est vital » peut-étre facilement énoncée, la
réponse a « comment le sommeil permet a l'organisme un fonctionnement optimal »

reste incompleéte.

La définition du sommeil est tout de méme bien établie : il s’agit d’'un état de
vigilance couplé a une activité physique amoindrie, caractérisée par une conscience
altérée et une réponse aux stimuli sensoriels externes réduite. Le sommeil est lui
aussi sujet a un contréle homéostatique: un décalage de la période du coucher
entrainera un décalage de la période du lever. Paradoxalement, ce besoin d’avoir un
quota de sommeil récupérateur, soit de rester sept heures en moyenne chez '’humain
adulte (Hirshkowitz et al. 2015) dans un état de vulnérabilité totale sans discontinuité,

est nécessaire pour rester dans un état de vigilance optimal le reste de la journée.
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La notion de «conscience altérée » met en avant le processus complexe du
sommeil : alors que 'organisme a une interaction extrémement réduite avec le monde
extérieur, plusieurs mécanismes physiologiques, physiques et cognitifs sont actifs. De
plus, le sommeil n’est pas synonyme de perte totale de contact avec son environnement :
malgré une réduction maximale de la réponse aux stimuli extérieurs, ces stimuli sont
intégrés et la détection d’'une menace (fuite de gaz, incendie ou alarme sonore)
entrainera le réveil de I'individu.

Flanigan et ses collegues, en 1973, ont donné une définition comportementale
au sommeil selon quatre critéres : 1. Plusieurs postures et positions caractéristiques a
I’état de sommeil. Ce critere est spécifique a chaque espéce : pour ’humain, la position
couchée avec les membres détendus et yeux fermés est la plus représentative ; pour les
girafes, la position couchée avec les jambes repliées sous le corps et la téte courbée et
reposée sur leur fessier ainsi que les yeux fermés est 'une des positions caractéristiques
du sommeil de I'animal ; la plupart des poissons sont immobiles au fond ou proche de la
surface de l'eau ; les rongeurs sont la plupart du temps en position couchée, roulé en
boule, yeux fermés. 2. Quiescence comportementale : une immobilité totale, entrecoupée
de changement de position. 3. Seuil d’éveil élevé : réponses aux stimuli neutres et
considérées comme non pertinentes n’entrainent pas un éveil de l'individu et 4.
Réversibilité rapide de I'état: En revanche, tout stimulus menacant potentiellement la
vie de l'individu entraine un réveil rapide (de la seconde a quelques minutes) de ce

dernier.

Quatre fonctions du sommeil sont tout de méme majoritairement confirmées :

1. Sur le plan évolutif, ce processus a subi les pressions de sélection naturelle.
Les proies dorment moins pour diminuer les probabilités de se faire manger par leur
prédateur. Il permet aux étres vivants, vulnérables durant cette phase, de ne pas étre
percus ni chassés par des prédateurs. Les animaux silencieux, sans mouvement et non
perceptibles par des potentiels prédateurs ont une probabilité de survie supérieure.
(Théorie évolutive de Kleitman, 1964).

2. Le sommeil est en fait un état de «veille » de I'organisme dont l'une des
premiéres fonctions suggérées et confirmées est la restauration de l'organisme, un
retour a l'équilibre des fonctions vitales de l'individu: fonctions physiologiques

(nettoyage des déchets métaboliques et restauration des composées cellulaires,
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syntheses protéiques...), physiques (réparation musculaires, croissance tissulaire...) et
cognitives (tri et consolidation mnésique...) (Théorie restauratrice d’'Oswald, 1966).

3. Le sommeil permet de réduire les demandes en énergies et de maintenir
toutes les ressources d’énergies stables afin de les utiliser durant des moments plus
propices, comme la recherche de nourriture ou la reproduction. Ce processus est
particulierement observable durant les périodes d’hivernation de certains mammiferes
(Ours ou renard par exemple). (Théorie de conservation de I'énergie d’'Horne, 1988).

4. Le sommeil permet la prolifération cellulaire, la réorganisation et la
croissance neuronale (Théorie de la plasticité cellulaire de James, 1890).. En effet, il a été
montré que la neurogénese hippocampique était supérieure durant le sommeil des
souris (Frank and Cantera 2014; Navarro-Sanchis et al. 2017) et qu’'une privation de
sommeil entrainait une diminution de cette prolifération (Mueller et al. 2015). Cette
théorie est observable chez les adolescents, dont la maturation cérébrale (Kolb and Gibb

2011) accompagnée d'un besoin de sommeil augmenté (Galvan 2020; Kelman 1999).

Le sommeil est alors considéré comme vital a la survie de I'individu et de I'espéece.
Une définition plus simple du sommeil serait alors: « un état de conscience altérée,
transitoire et rapidement réversible, accompagné d’'une diminution notable des
mouvements corporels et des réponses sensorielles aux stimuli extérieurs. Cet état est
soumis a une régulation homéostatique. La réduction de la réponse sensorielle permet
de distinguer le sommeil de I'éveil passif, et la réversibilité de I'état sommeil vers I'état

réveil permet de le dissocier du coma.

Il existe deux grands états de vigilance : 1'éveil et le sommeil. Le sommeil est
décomposé en plusieurs phases, variables en nombre et durée selon les espéces, qui
permettent de passer d'un sommeil léger a profond (Siegel 2008). Chez la majorité des
mammiferes, le sommeil se décompose en deux grandes phases qui se succedent: le

sommeil lent et le sommeil paradoxal (Figure 5).
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Figure 5 : Le sommeil chez ’humain et chez la souris de laboratoire.

A. Schéma des méthodes d’enregistrement du sommeil chez I'’humain (gauche) et chez
le rongeur (droite). L'enregistrement polysomnographique chez I'humain est composé
d’enregistrements électroencéphaliques provenant d’au moins six électrodes : deux en
position frontal, F1-2, deux positionnées sur la région centrale (C1-2) et enfin deux en
position occipitale (01-2). L’enregistrement de 'activité musculaires des yeux (0G-OD),
du cceur (électrocardiogramme, ECG) et des muscles de la jambe (M1-2) sont
nécessaires. Enfin, la fréquence respiratoire est aussi analysée (R1-2). Chez le rongeur,
le sommeil est analysé grace a des enregistrements électroencéphalographiques et
musculaires plus simples. L’activité cardiaque n'est pas toujours analysée. B. Les états
de vigilances et leurs caractéristiques spécifiques. Chez I'humain cinq états sont
observables : I'éveil, le sommeil lent subdivisé en 3 stades et le sommeil paradoxal. Chez
le rongeur, le sommeil lent est plus complexe a subdiviser, bien que de récentes
recherches mettent en avant la présence de trois stades semblables a celui de 'humain.
NB : ondes des enregistrements du sommeil de 'humain obtenue dans I'article de T. J.
Swick 2012, représentations de 30 secondes. Les oscillations de la souris représentées
ici proviennent de nos propres enregistrements, représentations de 5 secondes. C.
Hypnogrammes représentatifs d’'un enregistrement de sommeil durant la totalité du
coucher chez I’humain (au cours de la nuit, environ 8 heures) et chez la souris (au cours
de la journée, sur 12 heures), de Mong and Cusmano 2016.

Chez '’humain et le rongeur, il existe trois grands états de vigilances similaire sur
le plan structurel et fonctionnel : I'éveil, le sommeil lent et le sommeil paradoxal (Moser
et al. 2009; Rasch and Born 2013; Zielinski et al. 2017). Chacun de ces états est
caractérisé par des criteres oscillatoires spécifiques qui ont été analysés et caractérisés
grace a des enregistrements de 'activité électrique cérébrale
(électroencéphalographiques), de 'activité électriques des muscles
(électromyographiques) et de l'activité électrique spécifiques des muscles des yeux
(électrooculographiques). L’ensemble de ces tracés forme un enregistrement
polysomnographique (Figure 5A). Ces ondes ont été identifiées et définies pour la
premiere fois par Loomis en 1935, leurs caractérisations premieres demeurent encore

pertinentes dans la littérature scientifique d’aujourd’hui (Zielinski et al. 2017).

B.1.a. L’éveil

L’éveil est caractérisé par des ondes électroencéphalographiques a fréquences
rapides (allant de 4 Hz, oscillation théta 6, et dépassant parfois les 30 Hz, oscillation
gamma y) et d’amplitudes variables (Figure 5B). Les enregistrements des activités
musculaires sont également tres variables, empéchant la mise en place d'une
caractérisation spécifique. Plus précisément, les yeux de l'individu ouverts et en
perpétuel mouvement, sa position corporelle ainsi que sa respiration respiratoire sont

changeantes au cours du stade. On distingue I'éveil actif (yeux ouverts) de I'éveil passif
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(veux fermés) par le tracé des enregistrements électrooculographiques mais aussi par la
disparition des oscillations électriques béta () (15-30 Hz) au profit de I'apparition

d’oscillations alpha (a) d’origine thalamo-corticale, plus lentes (9-15 Hz).

B.1.b. Le sommeil a ondes lentes

Le sommeil lent est la premiere phase d’entrée dans le sommeil (Figure 5B). Les
principales caractéristiques du sommeil lent sont la présence d’ondes a fréquences
lentes (oscillations delta, §, 0.5 a 4 Hz) et d’amplitudes larges, accompagnées d’une
activité musculaire réduite voire absente. Cette caractéristique oscillatoire est a I'origine
du nom de ce stade de sommeil : sommeil lent (SL). Le sommeil lent est subdivisé en
deux stades : sommeil lent léger (ou de stade 1, SL 1) et sommeil lent profond, lui-méme
composé de deux stades : SL 2 et SL 3. Ces trois stades de sommeil lent sont identifiables
par des ondes lentes spécifiques. La succession de ces stades, décrivant la profondeur et
la stabilit¢ du sommeil lent, est marquée par une diminution de la fréquence
parallelement a I'augmentation de 'amplitude des ondes cérébrales. Chaque stade est
également marqué par I'apparition d’évéenements oscillatoires caractéristiques. Ces
événements sont brefs, moins d’'une seconde, et viennent brievement modifier la
fréquence et/ou I'amplitude de I'onde.

Le sommeil lent de stade 1, caractérisé comme un sommeil lent 1éger, marque la
transition de I'éveil vers le sommeil lent profond et est caractérisé par des oscillations
lentes présentant des évenements spécifiques appelés complexe-K. Elles apparaissent
souvent en début d’entrée en phase de sommeil, et sont associées a I'inhibition de I'éveil
cortical. Plus le stade SL 1 transite vers le stade SL 2, plus ces évenements se raréfient au
profit des évenements caractéristiques du SL 2.

Le sommeil lent de stade 2, premier stade de sommeil lent profond, est
caractérisé par l'augmentation soudaine et transitoire (< 1 sec) de la fréquence
oscillatoire au (12-15 Hz) au sein de I'’hippocampe et du thalamus : cet évenement est
appelé spindle. Un deuxieme type d’événements oscillatoires thalamo-corticales,
nommeées sharp-waves et ripples, sont identifiables par I'laugmentation tout aussi breve
mais plus élevée de la fréquence oscillatoire que celle des spindles (140-200 Hz). Ces
deux types d’ondes sont temporellement couplées et elles seraient particuliéerement
importantes dans le dialogue cortico-hippocampique. Ce dialogue est suggéré comme

nécessaire dans la réactivation et la consolidation mnésique (Rasch and Born 2013).
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Le SL 3 est dominé majoritairement par des oscillations tres lentes (0,5-1 Hz)

d’amplitudes les plus hautes.

B.1.c. Le sommeil paradoxal (SP)

Ce stade de sommeil est nommé ainsi car il se caractérise par une activité
corticale intense, formée par des ondes a hautes fréquences et de faibles amplitudes
accompagnée d'une atonie musculaire totale (Figure 5B). Cette particularité est la
distinction majeure avec I'état d’éveil. De plus, I'enregistrement de l'activité musculaire
des yeux est marqué par une activité électrique bi-phasique: la plupart du temps,
l'activité est plate, on parle alors d'un sommeil paradoxal tonique. Cette activité tonique
est alternée avec une activité dite phasique, caractérisée par des rafales de mouvements
oculaires rapides. Cette derniére activité est a I'origine de I'autre qualificatif du sommeil
paradoxal : rapid-eyes mouvements sleep (REM). Deux ondes oscillatoires sont

observables durant le sommeil paradoxal.

Les oscillations théta (0), majoritairement hippocampiques, apparaissent
principalement durant la transition du sommeil lent vers le sommeil paradoxal. Ces
ondes théta, qui sont augmentées durant une activité cognitive intense en phase d’éveil,
et qui sont également présentent durant les phases de sommeil paradoxal, pourraient
jouer un réle dans la consolidation mnésique (Ackermann and Rasch 2014; Datta et
O’Malley 2013; Vijayan et al. 2017).

Les oscillations gamma (y) du sommeil paradoxal ont une formation oscillatoire
spécifique et sont décrites comme «en peigne a cheveux ». Elles sont formées par

l'activité ponto-géniculo-occipitale.

B.1.d. Cycle de sommeil

L’humain a une activité de veille/sommeil biphasique : le sommeil et I'éveil ne
s’alternent, si aucun trouble du sommeil n’existe chez l'individu, qu'une fois au cours
d’'une journée (Figure 5C). La phase de sommeil commence toujours par du sommeil
lent de stade 1 et est composée de plusieurs cycles d’alternance sommeil lent/sommeil
paradoxal qui durent en moyenne 90 minutes. Ces cycles ultradiens sont parfois
entrecoupés de tres courtes (inférieures a 15 secondes) périodes d’éveil cortical. Ces
variations de phase de sommeil (et d’éveil) représentent I'architecture du sommeil d'un
individu. Elles sont principalement représentées par un hypnogramme, réalisé a partir
de la polysomnographie de l'individu durant la phase de sommeil (Figure 5C). De
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maniere général, chez l'individu jeune (21-35 ans) et en bonne santé, la période de
sommeil moyenne est de sept heures, soit constituée d’'un minimum de quatre cycles. Le
sommeil lent domine la premiere moitié de la période de sommeil et se raccourcit au
profit du sommeil paradoxal en seconde partie du sommeil. En proportion, le SL 1
représente 5-10 % de la phase de sommeil, le SL 2 environ 50% et le SL 3 ainsi que le

sommeil paradoxal sont tous les deux a 20-25%.

L’architecture du sommeil est bien conservée au sein des mammiferes, ce qui a
permis l'approfondissement des compréhensions mécanistiques et fonctionnelles du
sommeil en recherche préclinique, notamment chez le rat et la souris (Figure 5). Chez
le rongeur, et principalement la souris (mus musculus), le sommeil est composé de deux
phases de sommeil, caractérisé par des évenements oscillatoires semblables a ’humain :
le sommeil lent (réunissant les caractéristiques du SL 1, 2 et 3 de I'humain) et le
sommeil paradoxal. Chez I'animal, les enregistrement polysomnographiques sont
composés des enregistrements des activité électriques cérébrales et musculaires, parfois
cardiaques. Durant l'éveil, I'animal est tres actif, aussi bien physiquement que
cognitivement, comme l’attestent les enregistrements cérébraux et musculaires : des
ondes d’amplitudes et de fréquences tres variables. Durant le sommeil lent, I'animal est
inactif et ne bouge que pour changer de position de sommeil. Comme chez ’humain les
ondes cérébrales diminuent en fréquence mais augmentent en amplitudes, les spindles et
complexes K sont observables. Le sommeil paradoxal est caractérisé, comme chez
I’humain, par des ondes cérébrales de faibles amplitudes et de fréquences hautes tandis
que 'activité musculaire est totalement inerte (atonie musculaire caractéristique du SP).

La principale différence réside dans l'architecture du sommeil et la période
d’apparition des états de vigilance (Figure 5B-C). Le sommeil des rongeurs est
polyphasique. A I'inverse de ’humain, le rongeur va faire plusieurs phases de sommeil
de quelques minutes, tout au long de la journée. Leur phase d’inactivité reste tout de
méme majoritaire en journée. En suivant la théorie évolutive de Kleitman, les rongeurs
étant des proies, restent éveillés de préférence la nuit afin d’éviter d’étre percus et
potentiellement attaqués par leurs prédateurs, principalement nocturnes (chouettes,
renards par exemples). Chez la souris, le sommeil lent représente 90% des phases
totales de sommeil et chaque phase de sommeil ne durent que quelques secondes a

plusieurs minutes (Yamabe et al. 2019).
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Bien que le sommeil murin soit bien décrit, un flou existe sur la discrimination
possible de plusieurs phases de sommeil lent. Plusieurs études ont tout de méme
observeé trois stades de SL semblables aux stades de sommeil lent humains (Lacroix et al.
2018). De plus, notre équipe a réussi a mettre au point une méthode d’analyse des
enregistrements électroencéphalographiques, validée au travers d'une publication
scientifique qui subdivisent bien trois stades de SL chez le rat, nommés « Slow wave
sleep 3 » (Claverie et al. 2023). Ces trois stades possedent les mémes caractéristiques

oscillatoires et proportionnelles que chez 'humain.

Le sommeil et ses différents stades sont tres bien caractérisés, notamment grace
aux études menées chez le chat par Bremer des le début du XXeme siecle (F Bremer
1935; Frédéric Bremer 1949). Des études postérieures ont complété ces premiers
grands travaux chez le chat (Péon and Ibarra 1963; Sterman and Clemente 1962), le
singe (French and Magoun, 1952) puis la souris. Chaque stade possede ses propres
circuits neuronaux et neurotransmetteurs qui permettent leur activation et leur
maintien. Ces circuits sont fortement interconnectés (Figure 6, d’apres Scammell,

Arrigoni, and Lipton 2017).

B.2.a. Les structures promotrices de I'éveil
Les premieres affirmations de structures nécessaires a 1’éveil et a son maintien
viennent de Von Economo, en 1930 (Economo, 1930). En effet, a cette époque, une vague
épidémique d’encéphalites léthargiques touchait toute I'Europe. Le symptome
majoritaire était, comme son qualificatif I'indique, la durée importante de sommeil des
patients, allant jusqu’a plus de 20 heures de sommeil. Les autopsies de ces patients ont

révélé des lésions communes dans le tronc cérébral et le thalamus.

Quelques années plus tard, le terme de voie réticulaire ascendante a émergé. Les
principaux neurotransmetteurs de cette voie sont l'acétylcholine et les monoamines :
noradrénaline, sérotonine, dopamine et histamine. Ces monoamines ont pour
principales cibles des structures plus antérieures notamment le cortex préfrontal (PFC),
I’hypothalamus latéral (HL), le cerveau antérieur ainsi que d’autres régions via le

thalamus.
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Figure 6: Structures cérébrales impliquées dans la régulation des états de
vigilance.

L’éveil (A) est régulé par la libération de catécholamines et monoamines
(noradrénaline, adrénaline dopamine et acétylcholine) qui viennent inhiber le centre
du sommeil lent et paradoxal. Le sommeil lent (B) est régulé majoritairement par 'aire
préoptique qui vient a son ton tour inhiber les centres de I'éveil grace a des projections
GABAergiques. Ce mécanisme d’activation sous la forme d’interrupteur nommé le flip-
flop switch. Le sommeil paradoxal (C) est quant a lui essentiellement régulée par le
tronc cérébral et la moelle épiniere, grace a des inhibitions mutuelles des neurones
inhibiteurs et promoteurs du sommeil paradoxal. LC, Locus Coeruleus; CA, cerveau
antérieur ; TMN, noyaux tuberomamillaires ; VTA, aire tegmentale ventrale ; RD, raphé
dorsal ; PPT/LDT, tegmentum pédonculo-pontin/latéro-dorsal ; N.parabrachial, noyau
parabrachial; VLPO, noyau ventrolatéral de l'aire préoptique de l'hypothalamus
antérieur ; MnPO, aire médiane de l'aire préoptique ; HL, hypothalamus latéral ; SLD,
tegmentum pontin sublatéro-dorsal et vPAG, colonne ventral de la substance grise
périaqueducale. D’apres (Scammell, Arrigoni, and Lipton 2017).
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Les afférences noradrénergiques du cerveau antérieur et du PFC proviennent
exclusivement du locus cceuruleus (LC), une structure nécessaire au maintien en éveil, et
libere de la noradrénaline en période d’activité cognitive intense (Benarroch 2018;
Holland, Robbins, and Rowe 2021; Sara 2009) notamment en période de stress
(Campese et al. 2017; Chen and Sara 2007; Valentino and Bockstaele 2009). Les
neurones noradrénergiques ont une activité tonique lente (environ 1 Hz) durant le
sommeil lent et sont silencieux en sommeil paradoxal. IIs montrent une forte
augmentation d’activité en réponse a lintégration d'un stimulus extérieur. Le LC
projette également sur les structures hypothalamiques promotrices du sommeil lent et
les structures du tronc cérébral promotrices du sommeil paradoxal (Figure 6A) et
exerce une action inhibitrice notamment grace a la présence de récepteurs

adrénergiques a2 sur les neurones inhibiteurs du sommeil (Saito et al. 2018).

Le cortex préfrontal recoit des afférences des noyaux du tegmentum latéral
dorsal, du tegmentum pédonculo-pontin (LDT/PPT) et du cerveau antérieur basal.
Cependant, tandis que le cerveau antérieur basal projette sur plusieurs zones corticales,
les afférences cholinergiques du LDT/PPT sont plus disparates et peu abondantes.
Malgré une répartition et proportion de ses efférences corticales plus faibles que celles
du cerveau antérieur basal, la seule activation optogénétique des neurones
cholinergiques du LDT suffit pour supprimer l'activité oscillatoire lente durant le
sommeil lent chez la souris (Kroeger et al. 2017). Le LDT/PPT est plus complexe car il
est composé de neurones responsables de I'éveil mais aussi de neurones responsables

du sommeil paradoxal (neurones dits REM-off et REM-on respectivement) (Figure 6A).

Bien que principalement impliqué dans la régulation des états émotionnels, le
raphé dorsal est impliqué dans le maintien en éveil, comme démontré par I'apparition
d'insomnies chez des chats et des rongeurs ayant subi une lésion de ces noyaux
(Lindsley et al. 1950; McGinty and Harper 1976; Trulson and Jacobs 1979) ou par
'activation spécifique du systeme sérotoninergique (Cho et al. 2017; Oikonomou et al.
2019). En effet, le raphé dorsal promeut I'éveil grace a ses projections sérotoninergiques

directement sur le cerveau antérieur basal et en inhibant les neurones promoteurs du
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sommeil paradoxal du LDT/PPT et en inhibant indirectement les neurones promoteurs
du sommeil lent de I'aire préoptique par leur action sur des interneurones locaux. La
sérotonine aurait un role de maintien de I'éveil en permettant une seconde activation

des autres neurotransmetteurs (Figure 6A).

Le roéle clé du systéme orexinergique dans la régulation du sommeil et de I'éveil a
été démontré la premiere fois chez des chiens atteints de narcolepsie a la fin des années
1990. Le séquencage génomique chez les chiens atteints de narcolepsie familiale a révélé
la présence de mutation du gene codant pour I'un des deux récepteurs a I'orexine (John
et al. 2004; L. Lin et al. 1999; Wu et al. 2011). L’hypothalamus latéral contient tous les
noyaux orexinergiques qui projettent sur le cortex cérébral, le thalamus et toutes les
autres structures promotrices de 1’éveil. Les innervations orexinergiques sont
particulierement denses au niveau du LC. Une fois liés a ces deux récepteurs (0X1 et
0X2), les neurones sont maintenus excités pendant plusieurs minutes : 'orexine étant
particulierement importante dans le maintien en éveil de longue durée (Gotter et al.

2013).

L’'implication de la dopamine dans le maintien en éveil est principalement
observable aprés 'administration aigue de cocaine et d’'amphétamines, inhibiteurs de la
recapture de la dopamine (Bjorness and Greene 2021; Penetar et al. 1991), qui induisent
une perte de sommeil, et principalement de sommeil paradoxal en augmentant le temps
d’action de la dopamine. Les neurones dopaminergiques de 'aire tegmental ventrale
projettent vers les neurones orexinergiques de ’hypothalamus latéral et cholinergiques
du cerveau antérieur basal. La sérotonine aurait un role de maintien de I'éveil en
permettant une seconde activation des autres neurotransmetteurs. Tout comme la
sérotonine, la dopamine projette principalement vers d’autres structures promotrices

de I'éveil (Figure 6A).

Les noyaux tubéromammillaires (TMN) sont la source cérébrale unique
d’histamine (Figure 6A). Durant l'éveil, le TMN libere de I'histamine vers les régions
corticales, thalamiques et pontiques. Les projections histaminergiques vers les centres

du sommeil sont denses et permettent majoritairement de renforcer le pouvoir
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inhibiteur des autres neurotransmetteurs promoteurs de I'éveil sur ces structures,
notamment les afférences noradrénergiques (Y.-W. Liu, Li, and Ye 2010). Bien qu’elles
soient impliquées dans I'éveil, les afférences dopaminergiques et histaminergiques sont
moins denses comparées aux autres afférences monoaminergiques et cholinergiques

cités précédemment.

B.2.b. Les structures promotrices du sommeil lent
Le sommeil lent est quant a lui principalement régulé par des structures
hypothalamiques et des projections GABAergiques (Figure 6B). En effet, Von Economo
découvrit que certains patients atteints d’encéphalite ne présentaient non pas de fortes
somnolences, mais des insomnies persistantes causées par des lésions de l'aire

préoptique.

L’aire préoptique de I'hypothalamus est une région cérébrale essentielle dans la
régulation du sommeil lent ainsi que la régulation de la température corporelle (Figure
6B). Cette aire est composée de deux principaux noyaux : le noyau médian et le noyau

ventrolatéral (Tsuneoka and Funato 2021).

Le noyau préoptigue ventrolatéral de ’hypothalamus

Le noyau préoptique ventrolatéral de I'hypothalamus antérieur (VLPO) est un
petit noyau bilatéral (400x400x400 um chez la souris) situé sur le plancher ventral du
cerveau (Franklin and Paxinos 2019) et est l'aire essentielle au déclenchement au
maintien du sommeil lent. 11 est composé de deux types principaux de neurones
GABAergiques : des neurones co-exprimant le I'acide gamma-aminobutyrique (GABA) et
le neuropeptide galanine, nommés neurones sleep-on, et des interneurones inhibiteurs
locaux n’exprimant que le GABA, nommés neurones sleep-off (Gallopin et al. 2000; Gaus
et al. 2002; Y.-W. Liu, Li, and Ye 2010). L’équipe de Saper et ses collegues a montré, grace
a de l'immunohistochimie dirigée contre la protéine c-Fos (marqueur d’activation
neuronale récente) que les neurones sleep-on sont activés spécifiquement durant le
sommeil lent (Gaus et al. 2002). Ces résultats ont ensuite été confirmés par activation
optogénétique des neurones galaninergiques du VLPO par I'équipe de Kroeger (Kroeger
et al. 2018). Les neurones promoteurs du sommeil lent, tous GABAergiques, projettent
majoritairement sur le TMN et sur la plupart des autres zones promotrices de I'éveil (LC,

raphé dorsal, cerveau antérieur, et I'hypothalamus latéral). IIs ont donc un fort pouvoir
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inhibiteur sur les neurones cholinergiques, monoaminergiques et orexinergiques

promoteurs de I'éveil (Figure 6B).

Le noyau préoptique médian de I’hypothalamus (MnPQ)

Tout comme le VLPO, le noyau préoptique médian (MnPO) est composé de
neurones sleep-on et sleep-off et projette sur les structures promotrices de I'éveil.
Cependant, ces neurones GABAergiques galaninergiques seraient principalement actifs
en début de la phase de sommeil, contrairement a l'activité continue des neurones
galaninergiques du VLPO. Cela suggérerait un réle principal dans I'induction du sommeil
lent du MnPO. De plus, les neurones du MnPO projettent vers les interneurones locaux
du VLPO et permettraient la levée d’inhibition des neurones promoteurs du SL (Walter

etal. 2019).

Cette zone du tronc cérébral exprime des neurones GABAergiques et
glycinergiques qui projettent tous vers la zone parabrachiale, zone glutamatergique
promotrice de I'éveil (Figure 6B). Les lésions spécifiques de la zone parafaciale ou la
perturbation de sa transmission GABAergique/glycinergique entrainent une
suppression du sommeil lent (Anaclet et al. 2012), tandis que l'activation ciblée des
neurones GABAergiques/glycinergiques parafaciaux réduit la latence du sommeil et
augmente la quantité de sommeil lent (Anaclet et al. 2014). Les neurones
GABAergiques/glycinergiques parafaciaux expriment également une immunoréactivité
c-fos associée au sommeil (Anaclet et al. 2012). Ceci indique la présence de neurones

prometteur du sommeil lent dans cette zone (Alam et al. 2018).

La plupart des neurones du cerveau antérieur sont promoteurs de I'éveil.
Cependant, il existe également des neurones qui expriment l'acide gamma-
aminobutyrique et qui sont actifs durant le sommeil lent. Ces neurones projettent vers
les régions corticales. La plupart de ces neurones expriment la somatostatine (SOM) et
viennent donc inhiber localement les neurones cholinergiques du cerveau antérieur
basal mais également inhiber les neurones monoaminergiques des autres centres de
I’éveil (Xu et al. 2015). De ce fait, le cerveau antérieur basal promeut le sommeil lent

majoritairement par une action inhibitrice locale (Figure 6B).
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B.2.c. Le structures promotrices du sommeil paradoxal

Les principales sources de régulation du sommeil paradoxal se situent dans le

tronc cérébral. (Figure 6C)

Le premier noyau considéré comme nécessaire a l'apparition du sommeil
paradoxal fut le tegmentum latérodorsal et pédonculo-pontin (LDT/PPT) du tronc
cérébral (Figure 6C). En effet, une décharge cholinergique fut observée dans le pons
durant le sommeil paradoxal chez le chat et le rongeur. De plus, l'activation
optogénétique des neurones cholinergiques du PPT/LDT augmente le nombre
d’épisodes de sommeil paradoxal chez la souris et augmente le nombre de transitions du
sommeil lent vers le sommeil paradoxal (Dort et al. 2015). Cependant ces mémes
neurones déchargent aussi bien durant le sommeil paradoxal que I'éveil. 1l existe trois
types cellulaires au sein du LDT/PPT : des neurones cholinergiques, glutamatergiques et
GABAergiques (H.-L. Wang and Morales 2009). En analysant le profil de décharges de
ces neurones par des enregistrements juxta cellulaires (Boucetta et al. 2014) et par des
expérimentations d’activation/inhibition chémogénétiques (Kroeger et al. 2017), il
s’avere que la somme des trois profils de décharge a un instant ¢t permet la transition
soit vers le sommeil paradoxal soit vers I'éveil. Le LDT/PPT régule également le sommeil
paradoxal par ces projections sur le noyau sublatérodorsal (SLD) du tronc cérébral,

autre structure promotrice du sommeil paradoxal.

Le SLD est composé essentiellement de neurones glutamatergiques (Clément et
al. 2011). Ces neurones ont des efférences excitatrices denses vers les neurones
prémoteurs glycinergiques de la médulla vendromédiane et le reste de la moelle
épiniere (Figure 6C). Ces inhibitions sont la cause de I'atonie musculaire caractéristique
observée lors du sommeil paradoxal. En effet, linhibition des neurones
glutamatergiques du SLD évite 'apparition de I'atonie musculaire durant le sommeil
paradoxal chez la souris et inversement, l'activation de ces neurones induit une
cataplexie (perte soudaine de tonus musculaire)(Torontali et al. 2019), symptéme
caractéristique des patients atteins de narcolepsie, un des troubles du sommeil

paradoxal.
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Bien que majoritairement promotrice du sommeil lent, il existe des sous-régions
impliquées dans l'induction du sommeil paradoxal dans l'aire préoptique. Il existe
notamment un sous-groupe de neurones galaninergiques accolés au VLPO dans la région
dorsale et médiale, nommé VLPO étendu qui augmente l'émergences du sommeil
paradoxal. En effet, il a été montré qu’'une lésion de cette zone était associé a une
suppression du sommeil paradoxal (Lu et al. 2000) et que I'augmentation expérimentale
du sommeil paradoxal était corrélée a une augmentation du nombre de cellule c-FOS+
spécifiquement dans cette région étendue du VLPO et non dans le VLPO chez le rat (Lu et
al. 2002). De plus, le MnPO est aussi impliqué dans I'’émergence du sommeil paradoxal :
il a été montré que la décharge de certains neurones du MnPO augmentait

exclusivement pendant le sommeil paradoxal chez le rat (Suntsova et al. riaq2002).

La substance grise périaqueducale, et principalement la colonne ventrale, est une
autre structure du tronc cérébral impliquée dans la régulation du sommeil paradoxal
(Figure 6C). En effet, I'inhibition de la vPAG et du noyau réticulaire mésencéphalique
par injection de muscimol entraine une augmentation marquée du sommeil paradoxal,
tandis que la désinhibition de cette région avec de la bicuculline diminue le sommeil
paradoxal (Sapin et al. 2009; Vanini et al. 2007). La lésion des neurones de la vPAG
augmente également le sommeil paradoxal chez les rongeurs mais aussi chez les chats
(Kaur Satvinder AND Thankachan 2009; Lu et al. 2006; Petitjean et al. 1975).
L'immunohistochimie c-Fos suivant la privation de sommeil paradoxal a identifié un
grand nombre de neurones de désactivation du sommeil paradoxal qui sont
GABAergiques, et des études récentes basées sur des manipulations optogénétiques et
chémogénétiques ont démontré que I'activation/l'inhibition des neurones
GABAergiques du vIPAG diminue/augmente le sommeil paradoxal (Hayashi et al. 2015;
Lu et al. 2006; Sapin et al. 2009; F. Weber et al. 2018).

B.2.d. Le modele « flip-flop switch »
Chacune des structures promotrices des états de veille/sommeil est en étroite
interaction avec les autres structures dans un processus que l'on pourrait qualifier
d’'interrupteur : le modele flip-flop switch. Ce modele a été décrit pour la premiere fois

par Saper et ses collegues en 2001. En effet, tout comme les neurones promoteurs et
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inhibiteurs du sommeil paradoxal du pons, les centres d’éveil et de sommeil semblent
étre en inhibition mutuelle. Ce systéme permettrait, par 'absence d’intermédiaire, le

passage rapide et stable d'un état vers un autre.

Durant I'éveil, les noyaux monoaminergiques (noradrénaline et dopamine) et
cholinergiques du tronc cérébral ainsi que les noyaux histaminergiques du noyaux
tubéromammillaires et sérotoninergiques du raphé dorsal, viennent inhiber les
neurones galaninergiques de l'aire préoptique (VLPO et MnPO). Les neurones
orexinergiques de I'’hypothalamus latéral, quant a eux, viennent renforcer l'action
monoaminergique sur ’hypothalamus antérieur. Les neurones du VLPO ne possédant
pas de récepteurs a orexine, I'action orexinergique est principalement stabilisante.

Durant la phase de sommeil, les neurones sleep-on du VLPO viennent inhiber les

structures monoaminergiques, cholinergiques et orexinergiques.

Qu’en est-il du sommeil paradoxal ? En effet, dans ce modeéle ne sont présenté
uniquement les transitions sommeil lent vers I'éveil et inversement. Saper a donc
renforcé son modele en 2013 et a proposé un flip-flop switch en cascade (Saper 2013).
Durant 1’éveil, les centres d’éveil viennent inhiber l'aire préoptique comme décrit
précédemment, mais aussi les neurones promoteurs du sommeil paradoxal du tronc
cérébral (LDT/PPT et SLD). Ceci empéche l'entrée en sommeil paradoxal comme
premier état de sommeil. Le systeme est stabilisé par l'orexine provenant de
I’hypothalamus latéral qui a la fois active les neurones promoteurs de I'éveil et les
neurones inhibiteurs du sommeil paradoxal du tronc cérébral (qui eux-mémes exercent

une inhibition sur les neurones promoteurs du sommeil paradoxal locaux).

Les trois principaux états de vigilances (éveil, sommeil lent et sommeil paradoxal),
sont finement contrélés par des structures et des neurotransmetteurs spécifiques a
chacun. L’éveil est principalement déclenché par les neurotransmetteurs
monoaminergiques et cholinergiques du tronc cérébral projetant vers les régions
antérieures du cerveau. Le sommeil lent est induit et maintenu grace a des efférences
inhibitrices hypothalamiques tandis que le sommeil paradoxal est essentiellement activé
par une action excitatrice des fibres du tronc cérébral. Les transitions stables et rapides
d’'un état a I'autre sont possibles a la fois grace aux inhibitions mutuelles des centres
d’éveil et du sommeil et a I'action stabilisatrice du systeme orexinergique sur les centres

éveils.
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Il faut de méme rappeler que l'architecture du sommeil est régulée par des
variables biologiques, environnementales et parfois cliniques, soumis a des variabilités
interindividuelles. Parmi les variables biologiques, deux processus complémentaires
sont essentiels a la régulation des états de vigilances : le rythme circadien et la pression

de sommeil, nommés respectivement processus C et S.

B.3.a. Le processus C: régulation du sommeil par le rythme

circadien

Que ce soit chez ’humain ou les autres animaux présentant des états de sommeil,
les cycles jour/nuit ont un role nécessaire dans la régulation de ces états de vigilance.
En effet chaque étre vivant terrestre est soumis a ces alternances d’expositions
lumineuses dictées par les rotations terrestres autour du soleil. La lumiere est I'indice
comportemental le plus puissant qui module la période et la phase de ces rythmes
endogenes. Ces indices sont des « donneur de temps », ou zeitbegers en allemand, termes
donnés pour la premiere fois par le scientifique Jiirgen Aschoff en 1960. Un rythme
circadien correspond a '’ensemble des processus physiologiques, comportementaux et
cognitifs qui oscillent sur un cycle de 24 heures. De ce fait, cette horloge interne répond
principalement a la luminosité naturelle changeante du jour et de la nuit. Le sommeil
mais également la température corporelle, 'appétit et la libération hormonale sont
régulés essentiellement par cette horloge interne circadienne. Ces fonctions ont la
particularité d’étre maintenues méme en I'absence d’autres stimuli extérieurs. Chez les
mammiféres, une structure cérébrale est nécessaire et suffisante pour l'intégration de
ces changements externes et la régulation des processus biologiques internes soumis a
ces oscillations journalieres: le noyau suprachiasmatique (NSC), situé dans
I'hypothalamus (Hastings, Maywood, and Brancaccio 2018).

Malgré une majorité de neurones GABAergiques, l'action promotrice ou
inhibitrice du NSC est dépendante de la structure cérébrale innervée. Le maintien
constant des fonctions soumises au variations jour/nuit malgré I'absence de stimuli
extérieurs est possible grace a l'activité oscillatoire de ces neurones. La régulation de
cette activité oscillatoire neuronale ne sera pas explicitée ici mais nous pouvons tout de
méme résumer brievement la régulation par une boucle de rétrocontrole négatif

cyclique (24 heures).
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La principale source de régulation de cet oscillateur interne est la lumiere. Le NSC
recoit des afférences sensorielles en provenance de la rétine via le tractus rétino-
hypothalamique. Le NSC est subdivisé en deux sous-régions : le noyau (« core », NSCc) et
I'enveloppe («shell », NSCs). Apres intégration des informations visuelles, les
projections du NSC vers I'épiphyse (ou glande pinéale) entrainent la libération de la
mélatonine durant la nuit. Ce neurotransmetteur est impliqué dans de nombreux
processus physiologiques dont la régulation corporelle et la glycémie. Etant libérée la
nuit, la mélatonine a un effet hypnogene chez l'individu. En effet, il est courant, lors
d’insomnie passagére de recommander une courte cure de mélatonine exogene avant
d’aller se coucher car celle-ci raccourcit le temps de latence de sommeil et augmente la
durée et la qualité du sommeil (Xie et al. 2017). Le NSC projette des fibres excitatrices
sur les centres de I'éveil via I'hypothalamus latéral et des fibres inhibitrices sur les

centres du sommeil et agit de maniere cyclique sur ces structures.

B.3.b. Le processus S : la pression homéostatique
En plus du processus C neuronale, un second processus humoral, nommé S, entre
en jeu. Au cours de la période d’activité, des facteurs hypnogenes endogénes
s’accumulent. Leur accumulation lente induit, en fin de journée chez les espéces diurnes
(humain par exemple) et en fin de nuit chez les especes nocturnes (rongeurs par
exemple), favorise I'’entrée en sommeil. On parle alors de pression de sommeil. Plus la
durée d’éveil sera longue, plus la pression de sommeil sera élevée. Il existe de plusieurs

substances endogenes ayant cette action hypnogene, dont 'adénosine.

Durant la période d’éveil, I'activité cellulaire est a son maximum dans I’ensemble
de l'organisme. Le principal apport énergétique des cellules provient de I'adénosine
triphosphate (ATP), provenant indirectement de la nourriture et de la respiration
mitochondriale. L’adénosine est la molécule restante de la cascade de dégradation de
I’ATP en adénosine monophosphate par hydrolyse. Cependant une concentration
constante minimal de ce neuromodulateur est maintenue grace a une enzyme a action
bidirectionnelle qui permet soit sa formation soit sa dégradation. La concentration
d’adénosine est donc un marqueur de déficit énergétique et d’activité prolongée: plus la
concentration en adénosine et la déplétion en ATP sont élevées plus la pression de

sommeil est élevée (Anna V Kalinchuk et al. 2003; Porkka-Heiskanen et al. 1997).
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Quatre récepteurs a I'adénosine sont connus a ce jour, mais deux sont exprimés
en plus grande quantité : le récepteur a adénosine Ai et le récepteur Azab (Sheth et al.
2014). Ainsi, I'adénosine favoriserait le sommeil par I'action principale de ces deux
récepteurs inhibiteurs. Bien que le role spécifique de chacun de ces récepteurs ne soit
pas totalement identifié, I'effet hypnogene de 'adénosine semble passer principalement
par l'intermédiaire de A1 (M. Lazarus et al. 2019). L’accumulation du neuromodulateur
entraine l'activation des centres du sommeil et I'inhibition des centres d’éveil. En effet,
des enregistrements intracellulaires sur tranches de cerveau de rat ont montré que
I'injection d’adénosine entrainait la désinhibition indirecte des neurones sleep-on du
VLPO via I'inhibition de leurs afférences inhibitrices (Morairty et al. 2004), tandis qu’elle

entrainait I'inhibition des neurones du LC (Shefner and Chiu 1986).

La caféine est la substance psychoactive la plus consommé au monde (Evans,
Richards, and Battisti 2024). En effet, elle est un antagoniste des récepteurs A1 et Aza et
son ingestion entraine une augmentation temporaire de la vigilance et des performances
cognitives et bien sur une diminution temporaire de la fatigue (Clark and Landolt 2017).
Cette boisson est tres appréciée notamment des athletes et des travailleurs a horaires
décalés. Cependant, nous ne sommes pas tous égaux face aux effets de son ingestion !
Certaines personnes boiront du café et n’en tireront aucun bénéfice (ni les performances
cognitives améliorée ni la baisse de fatigue) tandis que d’autre ne peuvent plus boire de
café apres 14h00 s’ils veulent pouvoir dormir la nuit. Cela reflete une variabilité
génétique interindividuelle de l'activité des récepteurs a I'adénosine.En effet, il existe un
polymorphisme d’un seul nucléotide (SNP) du récepteur Aza chez ’humain : les porteurs
des alleéles thymine/thymine ont des récepteurs peu sensibles a la caféine, tandis que la
substitution d’'une Thymine pour la cytosine (pour 10% de la population seulement
(Jacobson et al. 2022)) sur le géne des récepteurs Aza entraine une augmentation de la

sensibilité du récepteur pour la molécule active du café (Clark and Landolt 2017).

D’autres facteurs hypnogénes existent, comme la prostaglandine D2, produite par
les leptoméninges (arachnoides et pie-mére, méninges souples situées sous la dure-
mere) et se retrouve dans le liquide céphalo-rachidien. La concentration est variable et
suit un rythme parallele a celui du cycle jour/nuit. Cette molécule entraine
I'augmentation de la concentration extracellulaire d’adénosine, notamment via une

libération astrocytaire, qui induit une activation des neurones promoteurs du sommeil
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lent dans le VLPO (Scharbarg et al. 2023). Le monoxyde d’azote, une molécule vaso-
dilatatrice comme la prostaglandine, agit de la méme maniére en augmentant la
concentration extracellulaire d’adénosine. Notamment, sa concentration dans le cerveau
antérieur basal augmente nettement apres une privation de sommeil (A V Kalinchuk et

al. 2006).

Le sommeil est donc régulé parallelement par un processus neuronal (processus
C) reposant sur le rythme circadien et un processus homéostatique reposant sur
I'accumulation d’une pression de sommeil (processus S). Tandis que la pression de
sommeil indique essentiellement le moment propice a I'endormissement, I'’horloge
circadienne a principalement un rdle éveillant. Ces deux processus sont donc en étroite
collaboration : on parle tout simplement d’'un modele a double processus (two-process

model).

B.3.c. Le « Two-process model »

Ainsi, la probabilité qu'un individu s’endorme dépend de la pression de sommeil
accumulée et de la phase du cycle circadien : 'Humain s’endormira préférentiellement le
soir (ou a la nuit tombée) tandis que la souris tombera dans le sommeil plus facilement
au levé du jour (ou a l'allumage des lumieres de I'animalerie).

D’apreés ce modele, apporté par Borbely en 1982, le processus S aurait un seuil
haut, indiquant I'’endormissement de l'individu, et un seuil bas, indiquant le réveil.
Durant I'éveil, la pression de sommeil augmente exponentiellement jusqu’a atteindre le
seuil haut. La phase de sommeil permet, grace aux fonctions réparatrices et
métaboliques du sommeil, de faire baisser exponentiellement la pression de sommeil
jusqu’au seuil bas. Une fois ce seuil dépassé, I'individu se réveille.

L’horloge circadienne est principalement un réle de modulateur : en effet, le cycle
circadien est sensible au changement de saison, avec une augmentation du temps de
sommeil en hiver comparé a 1'été (Stothard et al. 2017). On peut retrouver ce
phénomene chez les souris de laboratoire avec le décalage ou
I'augmentation/diminution du temps de lumiére. En décalant I'heure d’allumage des
lumieéres d’une heure, on retrouve un décalage de I'’heure d’endormissement d’'une heure
chez la souris (Mendoza 2021). Ce modele est tres bien expliqué avec le rebond de
sommeil observé apres une restriction de sommeil et inversement une réduction du

temps de sommeil aprés une sieste un repos forcé (Kitamura et al. 2016). Bien que ce
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modele permette d’expliquer la régulation des transitions veille=*sommeil—veille, il ne
permet pas d’expliquer la régulation des transitions des états de sommeil lent vers le
sommeil paradoxal. Les processus sus-jacents restent encore débattus. Nous avons vu
que le LDT/PPT était a la fois nécessaire a 'émergence de I'éveil, mais aussi a celle du
sommeil paradoxal. Le choix entre les deux états dépendrait de la somme des profils de
décharges des neurones cholinergiques, glutamatergiques et GABAergiques de la
structure cérébrale (H.-L. Wang and Morales 2009). 1l serait tout a fait envisageable que
les transitions entre le sommeil lent et le sommeil paradoxal suivent cette méme loi. En
Effet, 'équipe de Suntsova a proposé en 2002 que les profils de décharges des neurones
de l'aire préoptique seraient a l'origine de 'émergence soit de sommeil lent soit du

sommeil paradoxal chez le rat (Suntsova et al. 2002).

Le sommeil est régulé par des variables biologiques, comportementales et parfois
cliniques, avec deux processus essentiels : le processus circadien (C) et la pression
homeéostatique (S). Le processus C, régi par le rythme circadien, est influencé par la
lumiere et est régulé par le noyau suprachiasmatique (NSC) dans l'hypothalamus. Ce
processus influence la libération de mélatonine, régulant le sommeil et d'autres
fonctions physiologiques. Le processus S, basé sur la pression homéostatique, implique
I'accumulation d'adénosine pendant 1'éveil, favorisant le sommeil lorsqu'elle atteint des
niveaux élevés. Les récepteurs Al et A2A de l'adénosine sont impliqués dans la
modulation du sommeil. Le modeéle a double processus (ou two-process model) suggere
que le sommeil dépend de la pression de sommeil accumulée (S) et de la phase du cycle
circadien (C). Ce modele explique les transitions veille-sommeil-veille mais ne clarifie
pas completement les transitions entre les états de sommeil léger (SL) et paradoxal (SP),

qui restent débattues.

Tout comme la réponse de stress, le sommeil est un état physiologique,
comportemental et cognitif régi par des processus complexes mais nécessaires a la
survie de I'individu. Une qualité et une quantité de sommeil optimales sont synonymes
de fonctions et performances physiologiques, comportementales et cognitives

optimales. Nous citerons ici une liste non exhaustive de ces fonctions.
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B.4.a. Sommeil et modulation du systeme immunitaire
Lorsque nous sommes malades (rhumes, rhinopharyngite, etc...), le besoin
inconditionnel de dormir, marqué par I'allongement du temps passé au lit et I'état de
somnolence lors de certaines infections, met en avant la forte interaction entre le

sommeil et le systeme immunitaire.

Le systéme immunitaire est une fonction vitale de l'organisme et a pour role
principal de protéger 'organisme contre tout élément pathogene extrinseque nuisible a
son homeéostasie. Il existe deux types de réponse immunitaire : une réponse innée, lors
de la premiére rencontre avec un agent pathogéne et une réponse immunitaire acquise
qui se met en place lors de 'entrée d’'un pathogéne déja rencontré dans l'organisme.
Dans les deux cas, le systeme immunitaire comporte trois lignes de défenses. La
premiére ligne de défense, la barriére physique de l'organisme, évite l'entrée du
pathogéne dans l'organisme. Il s’agit des organes et tissus en contact direct avec
I'environnement (la peau, les muqueuses digestives et respiratoires...). Certains agents
pathogénes traversent avec succes cette premiere ligne de défense et entrent dans
I'organisme. La réponse du systéeme immunitaire se met en marche et dépend alors du
type d’agents pathogenes rencontrés. S’il s’agit d’'une nouvelle molécule, la réponse
immunitaire inné est activée et implique en majorité les cellules immunitaires et des
protéines non spécifiques de la molécule exogene. Ces facteurs innés, les macrophages et
les neutrophiles, sont présents dans les cellules et le sang et vont venir phagocyter la
molécule. Les fragments de la phagocytose sont ensuite reconnus et détruits par les
cellules T. D’autres protéines et cellules immunitaires sont recrutées dans la zone
infectée afin d’enclencher une réponse pro-inflammatoire (sudation, rougeur,
douleur...). S'il s’agit d'un agent pathogene déja rencontré au préalable, la troisieme
ligne de défense se met en place: la réponse immunitaire acquise. Cette fois-ci la
réponse immunitaire n’est pas maintenue au site d’infection mais engage tout
I'organisme. Elle implique deux types de globules blancs : les lymphocytes B et T. Les
lymphocytes B représentent la premiere action de la défense immunitaire acquise et ils
sont responsables de la reconnaissance du pathogene par I'organisme. La digestion du
pathogéne par le lymphocyte B entraine I'apparition d’'un complexe d’histocompatibilité
lié a I'antigene a la membrane du lymphocyte B. Celui-ci est reconnu par le lymphocyte T

qui va alors s’activer pour libérer des cytokines. Ces cytokines sont responsables de la
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maturation des lymphocyte B en cellules B productrices d’anticorps spécifiques dirigés
contre l'antigene, appelées cellules mémoires. Le systéeme immunitaire est alors prét
pour une prochaine rencontre. Lorsque I'anticorps se lie a 'antigene, le complexe formé
initie une série de signalisations immunitaires finissant par la destruction de I’'élément

pathogene.

Tout comme le sommeil, le systeme immunitaire est soumis a l'’horloge
circadienne de l'organisme. En effet, la production, maturation et prolifération des
cellules immunitaires suivent un cycle oscillatoire de 24 heures. La phase de sommeil (la
nuit pour l'humain et le jour pour la souris) est marquée par une phase pro-
inflammatoire, avec une augmentation de la circulation sanguine des cellules
hématopoiétiques et des cytokines. Le début du sommeil est marqué par une libération
augmentée des cellules immunitaires matures par la moelle osseuse (Besedovsky, Lange,
and Haack 2019). De plus, il a été montré que les souris étaient plus sensibles a la
détection des pathogenes durant leur phase active, ce qui est di a 'augmentation des

composés du systeme immunitaire inné durant cette phase.

Le systéme immunitaire est aussi nécessaire a 'endormissement : en effet les
concentrations d’interleukines sont maximums en début de sommeil et seraient
associées a I'augmentation du temps de sommeil lent (Besedovsky, Lange, and Haack

2019; Szelényi 2001).

Le sommeil est étroitement lié au systeme immunitaire, et une interaction
significative est observée lorsque l'individu est malade. Le systéme immunitaire, vital
pour la protection contre les agents pathogenes, comporte des réponses innées et
acquises. Le sommeil suit une horloge circadienne, avec des phases pro-inflammatoires
marquées par des augmentations de cellules immunitaires et de cytokines. Le systeme
immunitaire est également nécessaire a l'endormissement, avec des concentrations

maximales d'interleukines au début du sommeil.

B.4.b. Sommeil et consolidation mnésique

Nous avons vu plus tét les différents types de mémoire et les structures cérébrales

associées.

La mémoire a court terme est régulée par le cortex frontal. L'information est

ensuite traitée: si elle est considérée comme non pertinente et non nécessaire a la
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survie de l'individu, celle-ci est oubliée ; si elle est en revanche nécessaire, elle sera alors
soumise a un processus de consolidation et sera transférée du cortex préfrontal aux
autres structures spécifiques de la mémoire a long-terme, notamment ’hippocampe et
I'amygdale dans le cas de la mémoire déclarative épisodique. La consolidation
mnésique est majoritairement régulée lors du sommeil.

De nouveau, les exemples du quotidien montrent le fort lien entre le sommeil et
les performances mnésiques : une mauvaise nuit de sommeil aura un impact négatif sur
les performances scolaires des éleves et principalement dans la restitution de leur
connaissance des cours (Okano et al. 2019; Vedaa et al. 2019).

En laboratoire, il a été montré que le manque de sommeil (obtenu par privation)
est fortement corrélé a l'augmentation du taux d’oubli d’éléments de la mémoire
épisodique et de la mémoire associative chez ’humain (Ashton et al. 2020; Guttesen et
al. 2023) et la souris (Colavito et al. 2013; Patti et al. 2010). De maniére opposée, une
sieste de moins de 90 minutes permet une rétention de plus de mots chez de jeunes

adultes (Scullin et al. 2017) et 'augmentation de la période de sommeil chez la souris

permet d’améliorer les performance mnésique (Cai et al. 2009; Pittaras et al. 2022).

Mais pourquoi le sommeil est-il le moment le plus opportun pour le processus de
consolidation ?

L’'intégration et le stockage d'un ensemble d’informations sensorielles et
physiologiques sont dépendantes de I'attention qui leur ait porté a I'instant t. En effet, la
trace mnésique est extrémement labile et est sensible aux interférences (on ne peut
mémoriser un numéro de portable et maintenir simultanément une conversation). La
théorie de la mémoire en deux étapes propose que la mémoire déclarative soit
d’abord encodée rapidement dans un centre de stockage efficace mais sensible aux
interférences (hippocampe) pour ensuite étre transféré dans un centre de stockage a
long terme plus stable, le néocortex. Le sommeil étant I'état pendant lequel le seuil de
réactivité aux stimuli -interférences- extérieurs est la plus basse, la consolidation est

alors plus efficace qu’en journée, plus sujet aux oublis.
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Quel est limplication du sommeil lent et du sommeil paradoxal dans la
consolidation mnésique ?

L’effet du sommeil sur la mémoire est principalement étudié par privation de
sommeil, soit totale (en empéchant I'individu de dormir) soit par une privation sélective
du sommeil lent ou paradoxal. Chez 'humain, la privation de sommeil paradoxal se fait
en observant l'enregistrement polysomnographique. Une fois le début du sommeil
paradoxal décelé, l'individu est réveillé par le personnel médical. Chez I'animal, la
privation spécifique se fait grace a I'expérience du pot de fleur. En effet, le sommeil
paradoxal est caractérisé par une perte totale de tonus musculaire. L’animal est donc
placé sur une étroite plateforme entourée d’eau. Quand l'animal entre en sommeil
paradoxal, la perte de tonus musculaire va le déséquilibrer et le faire tomber dans I'eau
et ainsi le réveiller.

Plusieurs expériences contradictoires menées chez 'animal sont a 'origine de
deux hypothéses : une dualité ou séquentialité du réole des états de sommeil sur la
consolidation mnésique.

Le processus double (dual process hypothesis) affirme que les stades de sommeil
interviennent chacun dans un type de mémoire spécifique. Cette théorie est supportée
majoritairement par des études faites chez 'humain dans le paradigme de la demi-nuit :
il repose sur le constat que la premiére moitié de la nuit est majoritairement composé de
sommeil lent tandis que la seconde moitié de la nuit est majoritairement composé de
sommeil paradoxal. Les participants accomplissent donc des taches de mémorisation
suivi soit par un couché tét soit un couché tard. Ces études ont montré que le sommeil
lent permet la consolidation de la mémoire déclarative tandis que le sommeil paradoxal
permet la consolidation de la mémoire implicite (Ackermann and Rasch 2014; Plihal and
Born 1999; Yaroush, Sullivan, and Ekstrand 1971).

La séquentialité du sommeil soutient que les deux stades de sommeil sont
nécessaires a la consolidation de toutes les mémoires mais que I’enchainement sommeil
lent—sommeil paradoxal serait la clé de la consolidation mnésique. Des études faites
chez le rongeur vont dans ce sens : une privation totale de sommeil et une privation du
sommeil paradoxal chez le rat induisent une augmentation du temps passé dans le bras
fermé aversif d’'un labyrinthe en croix apres entrainement (Patti et al. 2010). Le

principal défaut des privations de sommeil forcé est qu’elle ajoute la composante stress,
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qui agit également sur les performances. Ceci peut expliquer le manque de données

cohérentes entre les deux théories.

La consolidation mnésique, en particulier la consolidation de la mémoire a long
terme, est fortement régulée pendant le sommeil. Des études montrent que le manque
de sommeil est corrélé a une augmentation de 1'oubli mnésique, tandis que le sommeil,
aussi bien le sommeil paradoxal (SP) que le sommeil lent (SL), améliore la rétention
mnésique. La consolidation est plus efficace pendant le sommeil en raison d'une
réactivité réduite aux interférences externes. Deux hypotheses sont discutées : la dualité
des stades de sommeil, chacun influant sur un type spécifique de mémoire, et la
séquentialité, suggérant que l'alternance entre sommeil lent et sommeil paradoxal est
cruciale pour la consolidation. Cependant, des résultats apporte une nuance a ces
recherches : en effet, la consolidation mnésique dépend aussi de I'état émotionnel de

I'individu.

B.4.c. Sommeil et régulation des émotions
Les émotions sont souvent confondues avec les sentiments. Pourtant ces deux
termes ne sont pas interchangeables. En effet tout est une question de temps.
Premiérement, les émotions se manifestent et ont une durée limitée car elles sont la
réponse a un stimulus. Les sentiments sont un mélange d’émotions dont I'action plus
longue a des conséquences cognitives. Par exemple, la colere est une réaction immédiate
lors d’'une dispute tandis que le ressentiment est une colére permanente dirigée contre

la personne présente lors de cette dissoute.

Tout comme la réponse de stress, les émotions ont un role clé dans la survie de
I'individu (LeDoux 2000, 2003). En effet, la composante émotionnelle conditionne la
fiabilité et la durabilité de I'apprentissage et de la consolidation mnésique : apres étre
tombé de vélo, qui a provoqué une douleur et une émotion de peur, I'enfant aura une
certaine appréhension a remonter dessus. Cette mémoire aversive lui permet d’étre plus
prudent lors des prochaines sessions de vélo. De méme I’émotion conditionne la vitesse
d’apprentissage : on apprend plus vite si on s’amuse et plus lentement si on s’ennuie.

L’état émotionnel interfere avec I'attention et la motivation, via I'activité de I'amygdale,

HETEROGENEITE DE LA REPONSE A UN STRESS DE FORTE INTENSITE EMMA LARDANT



(E. A. Phelps 2004). L’expérience émotionnelle est divisée en trois composantes : une

réponse physiologique, une expérience subjective et une réponse comportementale.

Chez l'animal, on étudie majoritairement les émotions par la réponse
comportementale de I'animal provoquée par un stimulus aversif/appétant: le choc
électrique provoque une réponse d'immobilité ou d’échappement et méme une réponse
faciale caractéristique (Dolensek et al. 2020), tandis qu’il a été montré que le rat
apprécié particulierement les chatouilles (LaFollette et al. 2017). Plusieurs études
cliniques suggerent un role clé du sommeil dans la régulation des émotions: une
privation de sommeil est négativement corrélée a la régulation émotionnelle des stimuli
négatifs (Thompson et al. 2022; Yoo et al. 2007). De plus, l'effet de la privation de
sommeil ou de I'insomnie est principalement observable dans le fonctionnement de la
vie quotidienne : la réactivité émotionnelle négative est significativement augmentée,
tandis que la réactivité émotionnelle aux stimuli positifs est atténuée (Cluydts 2003;
Zohar et al. 2005). De maniére plus générale, il est reconnu et accepté que les troubles
du sommeil sont a la fois un symptome mais aussi un facteur de risque des maladies
psychiatriques lié a 'humeur (dépression, bipolarité, etc..) et aussi lié au stress et a

I'anxiété (TSPT, agoraphobie...)(Krystal 2012).

Le sommeil lent et le sommeil paradoxal ont un roéle différentiel dans la
régulation émotionnelle. Les réves se formant durant le sommeil paradoxal ont un role
crucial dans la régulation émotionnelle. En effet, les réves associés au sommeil
paradoxal seraient « plus vivants » émotionnellement que le sommeil lent, ou les réves
paraissent plus passifs et neutres. Les réves, et principalement les cauchemars, auraient
une fonction thérapeutique: le détachement du corps (atonie musculaire) de la
réactivité émotionnelle liée au cauchemar permettrait une régulation émotionnelle
négative efficace (extinction de la peur associative par exemple). Le sommeil paradoxal
serait alors un modulateur émotionnel, principalement des stimuli négatifs (Davis et al.

2007; El-Solh 2018; Lancel et al. 2021; Pillar, Malhotra, and Lavie 2000).

Le sommeil lent aurait un réle de régulateur émotionnel et essentiellement dans
I'extinction de la peur conditionnée. En effet, il a été montré que réexposer un rongeur a
I'odeur associée a un choc électrique spécifiquement pendant le sommeil lent permettait
d’améliorer I'extinction des comportements de peur associés au choc électrique (Hauner

et al. 2013). De plus, la consolidation de la mémoire contextuelle émotionnelle serait
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fortement associée a 'apparition des ripples hippocampiques présent durant le sommeil

lent (Girardeau, Inema, and Buzsaki 2017).

Les émotions, clés pour la survie, influencent I'apprentissage et la consolidation
mnésique. Le sommeil joue un réle important dans la régulation émotionnelle. La
privation de sommeil est liée a une réactivité émotionnelle négative accrue, tandis que le
sommeil paradoxal est associé a une régulation émotionnelle, en particulier pour les
stimuli négatifs. Les réves liés au sommeil paradoxal ont un caractere émotionnel
intense, tandis que le sommeil lent est impliqué dans l'extinction de la peur

conditionnée et la régulation émotionnelle positive.

C. Interaction Stress et sommeil

Qu'un stress soit adapté ou non régulé, celui-ci induit des changements
physiologiques, comportementaux et cognitifs, dont des altérations du sommeil. Ces
altérations peuvent étre objectives (insomnie, apnées ...) comme subjectives (réves et
cauchemars). Les résultats complexes et parfois contradictoires des nombreuses études
précliniques suggerent fortement que les effets du stress sur le sommeil ne sont pas
aussi simples. Le stress et le sommeil étant deux processus dont la régulation est
complexe, leur interaction I'est tout autant. Les variations de I'architecture du sommeil
sont dépendantes a la fois des parametres de I'agent stressant (a savoir sa durée, son
intensité, sa contrélabilité et sa prédictibilité) mais aussi des caractéristiques

intrinseques propres a chaque individu (expérience, personnalité et auto-évaluation

émotionnelle).

C.1.a. Effets de la sévérité de I'agent stressant sur le sommeil

La réactivité au sommeil désigne le degré auquel un agent stressant perturbe le
sommeil et induit des réponses comportementales aigués perturbatrices du sommeil
face au stress. D'autres termes utilisés pour décrire cette réactivité incluent la sensibilité
du systeme de sommeil ou encore la vulnérabilité a l'insomnie liée au stress. La
réactivité au sommeil est un phénomene normal. En effet, tout agent stressant, méme
mineur, entrainent de légeres fluctuations circadiennes (environnement de sommeil
inhabituel par exemple) ou encore des difficultés de sommeil temporaires chez de

nombreuses personnes (apres une consommation de stimulants a faible dose au
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mauvais moment par exemple)(Bonnet and Arand 2003; Kalmbach, Anderson, and

Drake 2018).

C.1.b. Effets de I'intensité de I'agent stressant

L’intensité de 'agent stressant va principalement influencer sur la capacité de
régulation de la réponse de stress et donc sur le temps de retour a I'équilibre de
I'organisme. L’intensité de l'agent stressant repose a la fois sur la puissance de

I'exposition et sur le temps d’exposition.

La réponse de stress est définie comme une réponse adaptative de I'organisme a
tous changement de I'environnement proche. Pendant ces évenements, I'attention et la
concentration permettent a I'individu de réagir et intervenir rapidement si la situation
'exige. La réponse adaptée serait donc une inhibition du sommeil et une activation des
centres d’éveil. La plupart des intervenants neuronaux et humoraux dans la réponse de
stress ont des propriétés éveillantes (noradrénaline, CRH, acétyl-choline...). Cependant
cette altération de I'éveil durant I'exposition a I'agent stressant a des répercussions sur
I'architecture des épisodes de sommeil suivant. En effet, il a été montré qu’'un stress
aigue de faible intensité induisait un rebond de sommeil, mais également que le
pourcentage de ce rebond était corrélé de facon notoire a la durée de I'agent stressant
(Marinesco, Bonnet, and Cespuglio 1999). Une heure de contention (stress
psychologique) entraine une augmentation significative du sommeil paradoxal (jusqu’a
85% de la durée de sommeil paradoxal par rapport au groupe control) et une
augmentation modérée du sommeil lent (+25%) sur les huit heures de sommeil suivant
I'immobilisation, tandis que deux heures de la méme contention entrainent une
augmentation plus importante de sommeil paradoxal (105%) et une augmentation
mineure du sommeil lent (+9%). Aucun rebond de sommeil lent ni de sommeil
paradoxal n’est observé apres une contention supérieure ou égale a quatre heures. On
remarque donc des corrélations spécifiques au sommeil lent (linéaire négative) et au
sommeil paradoxal (corrélation en U inversé) faisant suite a un stress aigu. Ces impacts
différentiels de la durée d’exposition au stress sur le sommeil sont aussi observés chez
des rats ayant subi une ablation des glandes surrénales mais avec une diminution
significative du rebond de sommeil paradoxal et une l1égere augmentation du rebond de
sommeil lent aprés une heure d’immobilisation. Ceci suggere un effet des

glucocorticoides sur I'architecture du sommeil.
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Pour observer cette notion d’intensité, le principal modele de stress repose sur le
choc électrique. En effet, plusieurs études sur le rongeur ont regardé l'effet de
I'exposition a un choc électrique sous différentes intensités sur le sommeil et la
mémoire. Un autre agent stressant utilisé pour observer 'effet de l'intensité du stress
sur le sommeil est l'exposition aux chocs électrique de faible intensité (0.4 mA
géneéralement) versus forte intensité (au-dela de 1 mA). Les chocs électriques de 0,1 a
0,4 mA sont considérés comme modérée car ils entrainent des comportements anxieux
aigus mais non a long terme et ne provoquent pas de déficit d’extinction de la peur
conditionnée (Bali, Singh, and Jaggi 2013; Cheeta et al. 1997; dos Santos Corréa et al.
2022; Siegmund and Wotjak 2007; Takatsu-Coleman, Patti, Zanin, Sanday, et al. 2013).

C.1.c. Nature de 'agent stressant : controlabilité et prédictibilité
La nature de 'agent stressant repose sur la qualité intrinseque/extrinseque, et
sur l'atteinte physique/psychologique de I'exposition a cet agent. L’atteinte
psychologique repose principalement sur la contrélabilité du sujet sur le stress. C’est-a-

dire sur sa capacité a réagir et/ou d’échapper a la situation stressante.

Le principal modele de stress purement psychologique chez le rongeur car il
n’induit aucune douleur, est la contention/immobilisation. Un rongeur soumis a une
contention d’'une heure entraine un rebond léger de sommeil lent mais surtout un
rebond majoritairement de sommeil paradoxal, aussi bien chez le rat (Tang, Yang, and
Sanford 2007) que la souris (Peter Meerlo et al. 2001), durant les 6 premieres heures de

la période de lumiere.

Les modeéles de défaites sociales, des expositions a un congénére dominant sur 10 jours,
sont principalement des expositions psychologiques. Celles-ci mettent en évidence un
rebond principalement de sommeil lent, et principalement une augmentation de
'activité électriques cérébrales des ondes lentes chez le rongeur (Kamphuis et al. 2015;

P Meerlo et al. 2001; Peter Meerlo and Turek 2001).

Si le stress devient trop long, trop intense et inévitable, alors le rebond de
sommeil disparait au profit d’'une altération négative de la qualité et la quantité du
sommeil. Le stress est alors qualifié de stress intense. La relation entre stress intense,
modele préclinique du trouble de stress traumatique, et les altérations du sommeil

induites fait I'objet de la derniére partie de I'introduction.
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C.1.d. Effet du stress sur le sommeil: cas du conditionnement

aversif

Les effets des conditionnements aversifs sur le sommeil présentent des variations
en fonction de la nature et de l'intensité du stress, aussi bien chez 'humain que chez le
rongeur de laboratoire. Chez I'humain, une exposition a un stress régulé (modéré)
conduit a un rebond de sommeil, tandis qu'un stress dépassé (intense) entraine une
insomnie (Buguet et al., 1998). De maniere similaire, chez les rongeurs de laboratoire,
on observe une augmentation du sommeil lent profond et paradoxal aprés un stress de
contention, un conflit social, une exposition au froid ou un conditionnement aversif
modéré. En revanche, ces phases de sommeil sont diminuées apres des chocs électriques
intenses (Barnes et al.,, 2011; Hegde et al., 2008; Hellman and Abel, 2007; Kumar and Jha,
2017; Meerlo et al., 1997; Palma et al,, 2000; Rampin et al., 1991; Sanford et al., 2003a,
2010 ; Philbert et al, 2011).

Le rebond de sommeil consécutif a un stress modéré varie en fonction du
patrimoine génétique, du nombre d'expositions a I'agent stressant, et semble étre
influencé par l'activité de I'amygdale. En effet, la stimulation de I'amygdale entraine une
augmentation du sommeil paradoxal, tandis que son inactivation pharmacologique le

diminue (Sanford et al., 2006; Smith and Young, 1980).

Le stress a un impact non négligeable sur le sommeil. Mais les différentes
caractéristiques de l'agent stressant (durée, intensité, controlabilité) engagent
différentes altérations de l'architecture du sommeil. Un stress est considéré comme
modéré lorsqu’il entraine principalement un rebond de sommeil, tandis qu'un stress
plus intense tendrait vers des altérations du sommeil néfaste sur le long terme. On
pourrait alors penser que le rebond de sommeil suivant le stress modéré ne serait que la
compensation de la dette sommeil engendrée par le stress. Du coup se pose la question :
les effets du stress modéré ne seraient alors que le résultat d'une privation de sommeil ?

Il s’avere que la réponse est plus complexe.

Les effets des conditionnements aversifs sur le sommeil présentent des variations
en fonction de la nature et de l'intensité du stress, aussi bien chez 'homme que chez le

rongeur de laboratoire. Chez I'humain, une exposition a un stress régulé (modéré)
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conduit a un rebond de sommeil, tandis qu'un stress dépassé (intense) entraine une
insomnie (Buguet et al., 1998). De maniére similaire, chez les rongeurs de laboratoire,
on observe une augmentation du sommeil lent profond et paradoxal apres un stress de
contention, un conflit social, une exposition au froid ou un conditionnement aversif
modéré. En revanche, ces phases de sommeil sont diminuées apres des chocs électriques
intenses (Barnes et al.,, 2011; Hegde et al., 2008; Hellman and Abel, 2007; Kumar and Jha,
2017; Meerlo et al., 1997; Palma et al,, 2000; Rampin et al., 1991; Sanford et al., 2003a,
2010).

En revanche, une exposition a un stress traumatique de forte intensité réduit les
phases de sommeil lent profond et de sommeil paradoxal chez le rongeur. Ces
réductions sont associées a une fragmentation du sommeil lent (Philbert et al. 2011) et
du sommeil paradoxal, voire a une augmentation de la densité du sommeil paradoxal (X.
Liu, Tang, and Sanford 2009; Xianling Liu, Tang, and Sanford 2003; Madan et al. 2008;
Pawlyk et al. 2005; Polta et al. 2013; Sanford, Fang, and Tang 2003). Il est important de
noter que la réduction ou la fragmentation du sommeil paradoxal induites par un agent
stressant sont observées uniquement chez les individus répondeurs, impliquant
l'activation du récepteur au facteur de libération de ’hormone corticotrope, CRH1, de
I'amygdale (DaSilva et al, 2011; Wellman et al, 2014, 2018). Plus récemment,
l'inhibition de I'amygdale par méthode optogénétique bloque la suppression du sommeil
paradoxal induite par une exposition a un stress traumatique, sans altérer le rappel
mnésique d'un conditionnement de peur. Cela suggere l'implication de processus
distincts entre l'induction/maintien du sommeil paradoxal et le conditionnement a la

peur dans ce modele (Machida et al., 2017).
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Le sommeil est essentiel pour la consolidation mnésique et la régulation des
émotions, démontrant son role vital dans la santé physique et mentale de l'individu. Le
stress, en tant que réponse adaptative a des stimuli per¢us comme menagants ou
stressants, peut exercer un impact significatif sur les schémas de sommeil, tandis que la
qualité et la quantité de sommeil, a leur tour, modulent tous les aspects de la réponse de
stress, de la perception de I'agent stressant, a la régulation de la réponse de stress. Cette
relation bidirectionnelle entre le stress et le sommeil revéte une importance
particuliere, non seulement en termes de compréhension des mécanismes
physiologiques sous-jacents, mais aussi dans le contexte des implications pour la santé
mentale et physique. L’évolution de cette relation bidirectionnelle nous intéresse
particulierement dans le cas d’un agent stressant intense et inévitable. Dans ce cas
précis, les ressources énergétiques, métaboliques, cognitives et comportementales
demandées sont élevées et certains organismes ne sont pas en capacité de réguler de
maniere adaptée leurs réponses de stress, ce qui engendre alors un épuisement de

I'organisme.

Cet épuisement de I'organisme, aussi bien sur le plan physique que cognitif est a
'origine de I'’émergence de pathologies chroniques, dont les troubles psychiatriques liés
au stress. Parmi ces pathologies, le trouble de stress post-traumatique est le sujet de
recherche de 'équipe Neurophysiologie du stress de I'Institut de recherche biomédicale

des Armées ou ces travaux de thése se sont effectués.

I. LE TROUBLE DE STRESS POST-TRAUMATIQUE, QUAND L’AGENT
STRESSANT DEPASSE LES CAPACITES D’ADAPTATION

A. Caractéristiques du trouble de stress post-traumatique

Nous ne sommes pas tous égaux dans nos ressources pour répondre au stress.
Lors de l'approche des examens (ou de I'écriture d'une these), le stress percu et la
réponse de stress sont variables d’'un individu a 'autre. Certains ne percevront que peu
de stress et vivront la situation calmement, d’autres encore ressentiront un sentiment de
stress mais sauront gérer et diminuer leur niveau de stress. Finalement certains
n’arriveront pas a dépasser cet état de stress et iront jusqu’a perdre leur moyen (Balaji

et al. 2019; Cheema et al. 2022; Sanders and Lushington 2002). Dans les deux premiers
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cas, I'individu a réussi a réguler sa réaction de stress et I'organisme est revenu a un état
stable similaire a celui présent avant I'apparition de I'agent stressant, on parle alors
d’individu résilient. Le dernier cas, quant a lui n’a pas réussi a utiliser des stratégie

comportementales et cognitives adaptées a la situation, on parle alors de susceptibilité.

Cette susceptibilité est la source des recherches cliniques et précliniques sur les
maladies liées a des traumatismes et des facteurs de stress. Le trouble de stress post-

traumatique (TSPT) en est un bon représentant.

A.1.a. Diagnostic du TSPT selon le DSM-V

Comme décrit dans le précédent chapitre, une réaction de défense se met en
place lorsqu'un individu subit un évenement per¢u comme stressant: la réponse de
sidération-fuite-combat (freeze, flight or fight response). La perte de controle de cette
réponse comportementale automatique peut étre soit 1étale soit délétere pour I'individu.
En effet, la perte de controle affecte la prise de décision, censée étre rapide et efficace, et
ainsi prévient d’'une réponse comportementale adaptée et efficace. La perte de contréle
est donc fortement corrélée au risque de développement et de maintien de pathologie

psychiatrique comme le TSPT.

Le trouble de stress post-traumatique est une maladie psychiatrique chronique
sévere qui peut se développer plusieurs mois apres I'exposition, directe ou indirecte, a
un événement extrémement stressant et qui menace la vie ou I'intégrité physique : viol,
accidents de la route, attentat par exemples. La symptomatologie de la pathologie est
décrite dans le manuel diagnostic et statistique des troubles mentaux (5¢me édition,

DSM-5-TR). Elle se compose de 4 catégories :

- Les reviviscences multiples de I'évenement traumatique. Ces symptémes
envahissants et involontaires se produisent aussi bien en journée (flashbacks,
ruminations) que la nuit (cauchemars). Ils sont a l'origine d’'une grande
détresse émotionnelle en journée accompagnée d’'une peur de s’endormir et
de revivre ces événements.

- Les évitements de tous les stimuli rappelant, méme partiellement,
I’évenement intensif. Ces symptémes sont une des causes du retrait voire de

'isolement sociale observé chez les patients atteints de TSPT. Ces évitements
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sont aussi bien comportementaux (ne plus vouloir prendre la voiture apres
un accident de la route) qu'émotionnels (Tull et al. 2011) (refoulement de ces
émotions, aucune confrontation avec sa peur ou sa colere) ou sociaux (moins
de contact visuel avec des personnes tristes (Coll et al. 2022), préservation de
soi).

- Les altérations négatives de 'humeur et de la cognition. Ces altérations
concernent les pensées et sentiments de I'individu envers lui-méme (honte,
culpabilité), envers son environnement (colere, peur, horreur), ou alors de
I'intérét qu’il porte a son entourage (isolement) et a son environnement.
L’individu n’arrive pas a ressentir des sentiments positifs pour des activités
ou des lieux habituels. Le sentiment d’étre incompris face a la maladie est
aussi un facteur aggravant de I'auto-isolement.

- Altération des états de vigilances. L'individu est toujours en vigilance
accrue, ce qui impacte ses journées (sursauts, agressivité) mais aussi ses

nuits (troubles du sommeil avec en majorité des insomnies).

Dans le TSPT, les mécanismes d’extinction, définis comme l'affaiblissement
progressif d'une peur conditionnée se voient altérés dans ce trouble neuropsychiatrique.
En effet, on observe un déficit majeur d’extinction de la peur associée a I'événement
traumatique : le patient ne se souvient que de cet évenement et n’arrive pas a 'oublier.
Tous stimuli relatifs a 'événement traumatique engendrent une réponse de stress
extréme chez l'individu. De plus, tout stimulus environnemental pouvant étre associé au
traumatisme se retrouve sorti de son contexte environnant immédiat sans danger
apparent par l'individu. En effet, on assiste a I'apparition de peurs généralisés dans
lesquels le patient replace des stimuli présents le jour du traumatisme dans des
contextes a priori non anxiogénes, par exemple, le bruit d'un klaxon dans la rue rappelle

le bruit du klaxon juste avant la collision le jour de 'accident de voiture.

Les patients atteints de TSPT souffrent donc d’'un déficit d’extinction de la
peur conditionnée mais également d'un défaut de généralisation de la peur,
principalement marqué par un défaut de l'apprentissage siir et sain- safety

learning (Jovanovic et al. 2012).
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A.1.b. Prévalence et facteurs de risques du développement du TSPT

D’aprés une récente enquéte menée par I'organisation mondiale de la santé, 70%
de la population générale sera exposé a au moins un évenement traumatisant au cours
de sa vie (Benjet et al. 2016). Cependant, seule une faible portion de ces individus
développera un TSPT, un chiffre estimé entre 4 et 25 %, selon les pays et les échantillons
de la population étudiés (Atwoli et al. 2015; Benjet et al. 2016; Richardson, Frueh, and
Acierno 2010; Vaiva et al. 2008). En effet les métiers a risque, comme policiers,
pompiers ou militaires, sont plus exposé que le reste de la population générale et ont
donc une plus grande probabilité de développer la pathologie. De plus, le sexe est un
facteur de susceptibilité car trois femmes développeront un TSPT pour un homme (OIff
2017). Cette différence liée au genre biologique s’explique majoritairement, comme pour
les métiers a haut risque, par une exposition plus importante des femmes a des
évenements dont l'intégrité psychique mais aussi physique sont menacées (viols,
harcelements...), et a un age d’exposition plus précoce que les hommes (Alarcon et al.

2012; Olff 2017).

Les facteurs péri-traumatiques incluent des parametres du traumatisme, tels que
la durée, la sévérité de I'’événement mais aussi la perception de I'individu. En effet, les
plus hauts risques de développement du TSPT sont associés au traumatisme psychique
accompagné d’agressions physiques et /ou sexuelles (Committee on the Assessment of
Ongoing Efforts in the Treatment of Posttraumatic Stress Disorder, Board, and Institute
2014).

La perception de I'’évenement comme terminé est extrémement importante dans
le risque de développement de la pathologie. Les phénomeénes de détresse émotionnelle
péri-traumatiques, dont les phénomenes de dissociation, sont hautement associés au
risque de développement du TSPT. Les symptémes dissociatifs sont caractérisés par une
altération de I'expérience traumatique dans le temps et dans I'espace, mais également
une altération spatio-temporelle de la personne pendant I'évenement traumatique : la
personne est comme détachée de I'évenement traumatique qu’elle considere parfois
comme n’ayant jamais eu lieu. La dissociation serait un mécanisme de défense de
I'organisme visant a réduire I'impact psychologique immédiat de I’évenement intense.

La déréalisation associée a ce phénomene entrainerait un défaut de consolidation
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mnésique du souvenir traumatique (Atchley and Bedford 2021; Berntsen and Rubin
2014).

Lors des premieres prises en charge dans 'armée, afin de remonter le moral des
troupes apres une mission, la plupart des victimes étaient interrogées et amenées a faire
un compte-rendu de I'’événement potentiellement traumatisant dans les heures suivant
I'évéenement. La premiere intention était d’améliorer la régulation émotionnelle en
favorisant le rappel de I'évitement traumatique. La session, unique, se déroulait en sept
étapes : introduction, faits, pensées et impressions, réactions émotionnelles,
normalisation, planification de l'avenir et désengagement. Cependant, le debriefing
serait un facteur de risque de développement du TSPT : la réexposition aussi rapprochée
de I'’événement traumatique serait a I'origine d'un deuxieme effet traumatique (Te Brake

et al. 2009; Greenberg, Brooks, and Dunn 2015; Rose, Bisson, and Wessely 2003).

Il existe des facteurs externes et internes. Les facteurs extérieurs concernent
principalement les acces aux soins aprés un traumatisme, qui sont disparates selon
plusieurs critéres (distance aux centres de soins et cofit des assurance santé/soins
principalement). Un récente étude menée aux Etats-Unis a I’échelle nationale a observé
que sur 309 millions d’habitants américains, 30 millions (9%) n’avaient pas accés aux
soins en cas de traumatisme. Cette disparité est due en partie a la ruralité et aux prix des
soins (personnes n’ayant pas souscrit a une assurance santé) (Bradley, Adeleke, and
Estime 2022). Les facteurs internes concernent principalement les croyances de
I'individu et sa capacité d’évaluation de I'événement traumatique et de ses émotions

(flexibilité cognitive) (Carr et al. 2017).

La stigmatisation des maladies psychiatriques fait référence a un ensemble de
préjugés, de discriminations et de jugements négatifs associés aux troubles mentaux.
Elle peut se manifester a différents niveaux, tant au sein de la société en général qu'au
niveau individuel. La stigmatisation est basée sur des idées fausses, des peurs
irrationnelles et des croyances erronées concernant les personnes souffrant de troubles
mentaux. Cette stigmatisation peut avoir des conséquences significatives, entravant
'acces aux soins, le traitement approprié et la qualité de vie des personnes touchées. Les

individus atteints de maladies psychiatriques peuvent se sentir marginalisés, isolés
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socialement et confrontés a des obstacles dans leur vie quotidienne en raison de la

stigmatisation (Corrigan and Watson 2002).

Une latence de plusieurs mois, voire années (appelé TSPT retardé), est observée
entre le jour du traumatisme et I'apparition/diagnostic des symptémes de la pathologie.
Ceci est dii en grande partie a un remodelage cellulaire et neuronale complexe (Figure
7). Notamment celui du systeme limbique : Cortex-Hippocampe-Amygdale (Sherin and
Nemeroff 2011). Grace a I'imagerie cérébrale de patients diagnostiqués avec un TSPT, il
a été montré que la densité cellulaire corticale était amoindrie tandis que le volume ainsi
que la densité synaptique de l'amygdale et de I'’hippocampe était augmentée,
comparativement a des sujets sains chez I'humain (Kredlow et al. 2022; Mahan and
Ressler 2012; Ressler et al. 2022; Sherin and Nemeroff 2011). De plus, le circuit entre le
tronc cérébral (substance grise périaqueducal, PAG, et locus cceruleus, LC) et 'amygdale
est primordiale pour la réponse comportementale de défense. Les patients atteints de
TSPT présentent des activités de la PAG dorsal et ventral accrues au repos (Harricharan
et al. 2016) ainsi qu'une augmentation de 'activité du cortex préfrontal modulée par la
PAG lors d'une présentation d’'un indice de rappel (Terpou et al. 2020). De plus, les
patients atteints de TSPT présentaient une connectivité ascendante prédominante de la
PAG vers I'amygdale et le cortex préfrontal (M. L. Brandao and Lovick 2019), ainsi
qu’'une connectivité accrue de la PAG dorsale vers les régions cérébrales impliquées
dans la réactivité émotionnelle, les réponses comportementales actives et I'hyper
vigilance  (principalement linsula antérieure et le cingulaire antérieur

dorsale)(Nicholson et al. 2017).

Les patients atteints de TSPT se caractérisent également par une hyper
activation du systeme noradrénergique. En effet, des études ont montré que les
patients atteints de TSPT présentaient une activité accrue du systéme nerveux
périphériques, une augmentation du rythme cardiaque et de la pression systolique et
notamment une augmentation de la concentration de noradrénaline dans le liquide
céphalorachidien (Hendrickson and Raskind 2016). Ces caractéristiques
noradrénergiques pourraient expliquer la plupart des symptdmes d'un systeme

continuellement en alerte (hyper vigilance, sursaut, insomnie, tachycardie notamment).
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La liste des symptomes neurobiologiques du TSPT n’est pas exhaustive (Newport
and Nemeroff 2003; Sherin and Nemeroff 2011). Notamment, une dérégulation de
I’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien est observable avec une concentration de
CRH élevée dans le liquide céphalo-rachidien de patients atteints de TSPT, ainsi qu'un
affaiblissement de la réponse de I’ACTH stimulée par le CRH. Cependant, malgré une
augmentation de la libération de CRH, une concentration inférieure de cortisol aux
valeurs de base est observée chez les patients. Cela refléterait un rétrocontrole négatif
de l'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien exacerbé chez ces patients. Une
hyperactivité du systeme dopaminergique (augmentation de la concentration urinaire et
sanguine, corrélation positive des taux de dopamines et de la sévérité des symptdomes)
et glutamatergiques sont aussi a souligner (Averill et al. 2017; Guan et al. 2022; Hamner

and Diamond 1993).

Le trouble de stress-post-traumatique est une pathologie psychiatrique
extrémement invalidante pour lindividu. Elle est caractérisée par des altérations
neuronales, comportementales et cognitives des circuits de la mémoire aversive. Cette
mémoire du souvenir traumatique difficile a éteindre est associée a un déficit
d’apprentissage sir et sain. Les régions limbiques (PFC, HPC et AMG), le tronc cérébral
(LC et PAG) ainsi que I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien sont particulierement

touchés.
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Figure 7: Altérations neurobiologiques du trouble de stress post-traumatique.

Les principales altérations neurobiologiques du TSPT ont été observées grace a la
comparaison d’imageries par résonances magnétiques fonctionnelles de patients
atteints de TSPT avec celles de patients sains (figure de gauche): bien que de
nombreuses structures cérébrales soient impactées par la pathologie, certaines sont
reconnues majoritairement : un hypofonctionnement du cortex préfrontal (CPF), et de
I'hippocampe (HPC) et un hyperfonctionnement de 'amygdale (AMG) et de la substance
grise périaqueducale (PAG). Ces quatre structures partagent des homologies
fonctionnelles et structurelles entre 'homme et le rongeur (figure de droite), ce qui
permet I'augmentation de la valeur translationnelle du modele préclinique de trouble de
stress post-traumatique.

A.3.a. Caractéristiques des altérations de sommeil dans le TSPT

Les altérations du sommeil font parties intégrantes du diagnostiques des
maladies psychiatriques, dont le trouble de stress post-traumatique (Ross et al. 1989; F.
C. Weber and Wetter 2022). En effet, les altérations du sommeil font parties des
premiéres plaintes des patients et représentent le symptome le plus important. En
premiére ligne des altérations hypniques se trouvent les cauchemars et les insomnies,
avec 50-90% de ces troubles auto déclarés par les patients manifestants un TSPT
(Kessler et al. 1995; Koffel, Khawaja, and Germain 2016; Milanak et al. 2019; Victor L
Spoormaker and Montgomery 2008), contre 5% de la population générale présentant

des cauchemars toutes les semaines.
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Peu de pathologies psychiatriques présentent des troubles du sommeil aussi
particuliers et nocifs sur le plan psychologique et cognitif que sont les cauchemars,
répétitifs et stéréotypés, décrits par les patients atteints de TSPT. En effet, ces
cauchemars font partis du critere de reviviscences de la symptomatologie du TSPT
décrit dans le DSM-V-TR. Ce sont des symptémes aigus qui interviennent dés la phase
péri-traumatique, dans le premier mois et parfois jusqu’a 36 mois apres I'évenement
traumatique (Holen 1990). Deux types de cauchemars sont déclarés par les survivants :
30% déclarent des cauchemars non traumatiques et jusqu'a 50% se plaignent de
cauchemars réplicatifs de I'’évenement traumatique (A. J. Phelps et al. 2018). Les
cauchemars traumatiques font partie d'un spectre des réves post-traumatiques, allant
du simple réve lié au trauma jusqu’aux cauchemars réplicatifs de I'’événement
traumatique. A l'inverse des cauchemars idiopathiques que nous avons tous déja
expérimentés, les cauchemars réplicatifs induits par le traumatisme sont véritablement
des reviviscences du traumatisme au sens propre : le patient revit la scene nuit apres
nuit, aussi bien sensoriellement qu’émotionnellement. Ces cauchemars sont hautement
corrélés au risque de développement de la pathologie apres un évenement de stress
intense (de Dassel et al. 2018; Davis et al. 2007). Tandis les cauchemars sans origine
traumatique se produisent pendant la seconde partie de la nuit, donc fortement associés
au sommeil paradoxal, les cauchemars traumatiques se produisent aussi bien pendant le
sommeil lent que le sommeil paradoxal (A. ]J. Phelps et al. 2018). De plus, la nature des
cauchemars semble distincte entre le sommeil lent et le sommeil paradoxal. Les
cauchemars post-traumatiques qui se produisent pendant la phase de sommeil
paradoxal, tout comme les réves, ont tendance a présenter un contenu déformé voire
abstrait et seraient associés a une augmentation progressive de 1'anxiété avant le réveil,
mais une fois réveillé, le rythme cardiaque et la respiration reviennent a la normale.
D'un autre coté, les cauchemars post-traumatiques qui surviennent pendant la phase de
sommeil lent ont tendance a étre plus réalistes, en lien avec des expériences de la vie
réelle, et sont associés a une montée soudaine d'une anxiété intense accompagnée d'une
accélération du rythme cardiaque, de la respiration et des mouvements du corps qui

persistent au réveil.

Les insomnies sont caractérisées par des difficultés d’endormissement et/ou de
maintien du sommeil malgré des opportunités et un environnement adéquat de

sommeil, associées a une détresse diurne, un état expérimenté par la majorité de la
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population générale a déja connu des insomnies passageres. Cependant, une étude
menée par 'Ohayon et Shapiro en 2000 a montré que 60% des sujets TSPT de I'étude se
plaignaient d'insomnies, contre 20% de sujets non TSPT (Ohayon and Shapiro 2000).
Les insomnies refletent des anomalies dans l'architecture du sommeil de l'individu et
touchent aussi bien le sommeil lent que le sommeil paradoxal. Les insomnies sont
caractérisées par une impossibilité de s’endormir, des réveils fréquents et une
instabilité/fragmentation du sommeil. Cela refleterait un défaut du systéme d’éveil,
causé par des facteurs multiples (Feige et al. 2013; Nofzinger et al. 2004; Riemann et al.
2010). Si ces insomnies se répetent plus de trois fois par semaine, depuis plus de trois
mois, on parle alors d'insomnies chroniques. Mais les comorbidités et les différents
critéres de diagnostic selon la classification choisie rendent I’estimation réelle, allant de
30 2 90%, tres compliquée.

Comme vu précédemment, I'intensité de 'agent stressant a un fort impact sur le
sommeil et peut conduire a l'établissement d’insomnies. Cependant, les causes de
I'émergence des insomnies induite par un stress « modéré» et un stress de forte
intensité seraient différentes. La revue de Birch et Vanderheyden présente un modele
explicatif des caractéristiques moléculaires des insomnies non traumatiques et
traumatiques (Birch and Vanderheyden 2022). L’activation de l'axe hypothalamo-
hypophyso-surrénalien a la suite d’un stress de faible intensité, entraine la libération de
CRH, ACTH et cortisol. Une fois la concentration de cortisol suffisante, des mécanismes
de rétrocontrole entrainent une régulation en aval de l'expression des récepteurs aux
glucocorticoides sur les astrocytes, ce qui entraine une insomnie de courte durée. Dans
le cas du TSPT, laxe hypothalamo-hypophyso-surrénalien présente un
dysfonctionnement avec une diminution du taux de cortisol, conduisant a une
augmentation de l'expression des récepteurs aux glucocorticoides, ce qui seraient a
'origine du prolongement de la durée des insomnies et I'aggravation des altérations de

sommeil des patients atteints de TSPT.

A.3.b. Facteurs de prédisposition au trouble de stress post-

traumatique

Les altérations de sommeil sont concomitantes avec les autres symptomes du
TSPT. Cependant le role de ces altérations de sommeil dans I’émergence de la pathologie

reste flou. Certains chercheurs suggerent que les altération du sommeil, survenant avant
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I'apparition des symptomes du TSPT pourraient contribuer au développement de la
maladie ou du moins servir de biomarqueur précoce accessible (Gehrman et al.,, 2013;
Germain et al,, 2008; Sinha, 2016; Spoormaker and Montgomery, 2008). Les altérations
du sommeil sont également considérées comme des facteurs de risque préexistants au
TSPT (Babson and Feldner, 2010; Koren et al., 2002; Mellman et al., 2002, 2007). Un role
prédictif des altérations de sommeil avant |'exposition a I'agent intense a également été
suggéré grace a des recherches cliniques dans les populations militaires. L’avantage de
la population militaire est la possibilité d’obtenir énormément de données biologiques
et cognitives de l'individu avant un potentiel développement du TSPT (départ en
mission). Une récente étude menée sur un panel de 2 594 personnels militaires a montré
que la présence de troubles du sommeil en amont du déploiement du personnel étaient
prédictifs des symptomes de reviviscences trois mois post-trauma et que les troubles du
sommeil a trois mois post-trauma étaient prédictifs des mémes symptomes six mois
apres le retour de mission (Acheson et al. 2019). Plusieurs études ont validé ces
résultats (Koffel et al. 2013; Saguin et al. 2021; H. E. Wang et al. 2019). Les insomnies
présentes avant déploiements seraient prédictives d'un développement de la pathologie

en retour de mission des soldats.

A.3.c. Les altérations du sommeil faisant suite a évenement

traumatique sont complexes et varient entre individus

Mellan et ses collegues ont montré en 1995 une réduction du sommeil paradoxal
chez les patients TSPT qui n’était pas présente chez les patients dépressifs, bien que ces
deux pathologies partagent des caractéristiques communes (Mellman et al. 1995). La
caractérisation des altérations du sommeil paradoxal comme symptome spécifique du
TSPT est encore plus marquée par la présence des nombreux cauchemars traumatiques.
En effet, alors que les réves/cauchemars neutres sont principalement présents durant le
sommeil lent, les réves/cauchemars a forte valence émotionnelle et/ou

autobiographiques sont principalement corrélés au sommeil paradoxal.

Cependant, il existe trés peu de données objectives du sommeil de patients TSPT.
Tout d’abord, les conditions de laboratoires ne sont pas représentatives des conditions
de sommeil de la maison et les patients sont souvent influencés par 'aspect réconfortant

et sécurisé des salles du laboratoire (Sadeh, 2011). De ce fait, les patients présentent une
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diminution des altérations de sommeil, avec un sommeil de meilleure qualité et moins

de cauchemars associés au traumatismes (Domhoff et Kamiya, 1964).

Malgré les discordances dans la littérature (Lewis et al. 2020), une méta-analyse
a mis en évidence que les patients atteints de TSPT présentaient une augmentation du
temps de sommeil lent léger (sommeil lent de stade 1) et une fragmentation du sommeil
paradoxal (Kobayashi, Boarts, and Delahanty 2007). Une récente méta-analyse a mis en
évidence une diminution du temps de sommeil total et de l'efficacité du sommeil lent

ainsi qu'une augmentation de réveil apres 'endormissement (Zhang et al. 2019).

Le trouble de stress post-traumatique (TSPT) est souvent associé a plusieurs
comorbidités, c'est-a-dire une coexistence entre le TSPT et des troubles médicaux ou
psychologiques. Les comorbidités peuvent varier en fonction des individus, mais les
données d’études épidémiologiques indiquent que la grande majorité des patients
atteins de TSPT remplissent les criteres symptomatiques d’au moins une autre maladie
psychiatrique et un faible nombre ont plus de trois autres diagnostics observés (Brady
et al. 2000; Breslau et al. 1991; de Castro Longo et al. 2020; Spinhoven et al. 2014). Le
TSPT est fréquemment associé a des problemes de santé physique, comme 1'obésité
(Aaseth et al., 2019; Pagoto et al,, 2012) et a des troubles de santé mentale comme la
dépression (Flory & Yehuda, 2015; Jacobsen et al., 2001; Spinhoven et al., 2014),
I'anxiété (Jacobsen et al., 2001; Spinhoven et al., 2014), le trouble de l'alimentation
compulsive (Braun et al., 2019; Grilo et al., 2013) et les troubles liés a 1'utilisation de
substances abusives (SUDs) (Gielen et al, 2012; Jacobsen et al., 2001). Les deux
comorbidités fréquemment observées sont la dépression et les comportements addictifs

(Simmons and Suarez 2016).

A.4.a. TSPT et comportements dépressifs
Malgré des symptomes caractéristiques communs, le TSPT et la dépression majeure
incluent des mécanismes distincts (Radell, Hamza, and Moustafa 2020; Spinhoven et al.
2014). Tandis que le TSPT est marqué par des symptomes d’évitement, d’hyper
vigilances, les comportements dépressifs sont caractérisés par de I'anhédonie et une
humeur maussade (Gros et al. 2012). Pourtant, ces deux pathologies sont étroitement
liées et ont une prévalence de cooccurrence tres élevée de l'ordre de 30 a 50%
(Angelakis and Nixon 2015; Hurlocker et al. 2018). Bien que la relation entre les deux
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pathologies ait été largement étudiée, les résultats restent inconsistants. Plusieurs
études ont tout de méme regardé la sévérité d’expression des symptomes du TSPT lors
d'une cooccurrence avec une dépression (Eli et al, 2018 ; Rubacka et al, 2008 ;
Thompson et al., 2004 ; Horesh et al, 2017). Ces études montrent que le taux de
corrélation entre I'hyper vigilance et les symptomes dépressifs était plus fort que celui
entre |'évitement et les symptomes dépressifs (Eli et al,, 2018 ; Rubacka et al., 2008 ;
Thompson et al,, 2004 ; Horesh et al,, 2017). Deux études longitudinales ont découvert
que seuls les symptémes d'hyper vigilance prédisaient significativement des symptomes
dépressifs persistants pendant une période de deux ans suivant des événements
traumatiques (Eli et al., 2018 ; Thompson et al., 2004). Cela peut étre attribué au fait que
I'hyper vigilance peut entrainer de I'insomnie et de l'inattention qui sont fortement liées
a la dépression (Rubacka et al., 2008). Cependant, d'autres investigations suggerent que
l'intrusion ou 1'évitement présentent des corrélations plus élevées avec la dépression
que I'hyper vigilance (Gros et al., 2010 ; Post et al., 2011). Ces explorations contribuent a
notre compréhension des mécanismes sous-jacents entre le TSPT et la dépression,
éclairant l'association clinique entre les clusters de symptomes du TSPT et la

dépression.

A.4.b. TSPT et comportements addictifs

Leur présence est associée a des résultats de traitement moins favorables pour le
TSPT (Meshberg-Cohen et al, 2021 ; Norman et al, 2013). Cette co-occurrence est
attribuée, au moins en partie, a des mécanismes communs impliqués dans le TSPT et les
troubles liés a l'utilisation de substances. Des recherches ont mis en évidence des
difficultés communes en matiére de régulation émotionnelle, d'impulsivité accrue et de
sensibilité a la récompense dans le TSPT et les addictions (Tripp et al., 2015 ; Weiss et
al, 2012, 2013). Les substances sont souvent utilisées comme moyen de faire face aux
symptomes du TSPT (hypothese d'automédication ; Braun et al., 2019 ; Hawn et al., 2020
; Jacobsen et al., 2001), et des recherches indiquent une co-occurrence entre le TSPT et
diverses substances légales et semi-légales (alcool, cannabis, tabac, vapotage ; Debell et
al, 2014 ; Fuetal, 2007 ; Grant et al,, 2019 ; Kevorkian et al., 2015). La co-occurrence du
TSPT avec les troubles de I'addiction, en particulier 1'utilisation de substances pour faire
face, est associée a de moins bons résultats de traitement (Flanagan et al., 2016 ; Read &

Kahler, 2004). Le TSPT coexiste spécifiquement avec une utilisation problématique de
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l'alcool (Debell et al., 2014), une dépendance a la nicotine (Fu et al., 2007), et le trouble
lié a l'utilisation de cannabis (Kevorkian et al, 2015). Une seule étude a exploré
I'association entre le TSPT et le vapotage, révélant une non-significativité apres
ajustement des covariables (Grant et al., 2019). Considérant la co-occurrence connue
entre le TSPT et plusieurs substances légales, il est pertinent de déterminer si le TSPT
peut également coexister avec d'autres substances légales et potentiellement addictives,
dont les aliments hautement transformés.

Les aliments hautement transformés (riches en glucides raffinés et/ou en matieres
grasses ajoutées) sont de plus en plus reconnus pour leur potentiel addictif similaire a
celui des substances traditionnelles comme l'alcool et le tabac. On observe une
dysfonction appétitive entourant ces aliments, appelée addiction alimentaire,
caractérisée par une perte de controle, une utilisation continue malgré des
conséquences négatives, et des envies intenses (Gearhardt & Schulte, 2021). L'addiction
alimentaire touche environ 14% de la population adulte (Praxedes et al.,, 2021) et est
associée a une plus grande impulsivité, une dysrégulation émotionnelle accrue, une
moins bonne santé physique et des niveaux élevés de psychopathologie (Gearhardt &
Schulte, 2021 ; Hardy et al., 2018 ; Minhas et al., 2021). Le TSPT perturbe les processus
appétitifs a travers plusieurs mécanismes, notamment des déficits dans le
fonctionnement exécutif, la cognition sociale, la négativité émotionnelle et le traitement
des récompenses (Elman et al, 2018 ; Hien et al., 2021). Ces mécanismes, impliqués
dans les troubles addictifs (y compris l'addiction alimentaire), suggerent qu'ils
contribuent au risque accru de co-occurrence du TSPT et des troubles liés a I'utilisation
de substances, y compris I'addiction alimentaire. L’examen de l'association entre le TSPT
et I'addiction alimentaire note une association positive, notamment chez des groupes
spécifiques tels que les femmes d'un statut socio-économique plus faible (Hardy et al.,
2018), les vétérans (Mitchell & Wolf, 2016 ; Stojek et al., 2021), et les infirmieres (Mason
et al.,, 2014). Cependant, ces études se sont concentrées sur des échantillons restreints,
limitant notre compréhension de cette association dans des échantillons
communautaires plus vastes. Ainsi, la présente étude vise a combler les lacunes dans la
littérature scientifique en examinant la co-occurrence du TSPT et de l'addiction
alimentaire dans un échantillon communautaire de femmes et d'hommes. En outre,
étant donné les résultats mitigés sur la différenciation de genre dans la co-occurrence du

TSPT et des troubles de I'addiction, des analyses exploratoires stratifiées par genre sont
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nécessaires pour examiner les éventuelles différences entre hommes et femmes dans

I'association entre le TSPT et le traitement du TSPT.

B. Traitements actuels du TSPT et des altérations de sommeil

associées

B.1.a. Les thérapies comportementales

Les traitements psychologiques représentent la premiere ligne de soins du TSPT
(Martin et al. 2021), notamment les thérapies cognitivo-comportementales (TCC).
Ces thérapies reposent sur les processus cérébraux d’apprentissage. Pour rappel, les
patients atteints de TSPT souffrent a la fois d'un déficit de I'apprentissage siir et sain et
d’un déficit d’extinction de la peur conditionnée. Les TCC visent alors a remplacer les
comportements de défense inadaptés et les émotions négatives s’exprimant dans un
environnement siir et sain par un comportement plus adapté et a réguler les émotions
négatives dans ce méme environnement. Il a été récemment démontré par méta-analyse
que les TCC entrainent une augmentation de l'activité de I'’hippocampe, du cortex

cingulaire antérieur et du cortex préfrontal médian (Pierce and Black 2023).

En deuxiéme option, les traitements psychologiques basées sur la
désensibilisation de la mémoire traumatique par les mouvements oculaires (Eye
Mouvement Desensitization and Reprocessing, EMDR). Décrite pour la premiére fois
en 1987 par la psychologue Francine Shapiro, cette technique fut d’abord opérée sur des
vétérans de la guerre du Vietnam souffrant de souvenirs traumatiques. Durant les
séances, le patient est amené a se remémorer le souvenir ou des aspects partiels du
souvenir traumatique tout en faisant un mouvement oculaire induit par le thérapeute
(suivre visuellement les mouvements du doigt du thérapeute). Ces mouvements
oculaires visent a reproduire les mémes mouvements des yeux observés pendant le
sommeil paradoxal. 11 est reconnu que le sommeil paradoxal est crucial dans la
consolidation mnésique et principalement dans la régulation émotionnelle liée a des
souvenirs. Durant une séance d’EMDR, il a été montré par enregistrement
électroencéphalographique, une diminution d’activité entre le cortex cingulaire et le PFC

Pagani et al. 2012), ainsi qu'une augmentation du volume hippocampique de 6% apres
(Pag q g pp piq p
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8 semaines de thérapies, associée a une réduction des symptéomes du TSPT (Bossini et al.

2012).

Tandis que les deux premiers traitements traitent principalement I'événement
traumatique passé, une autre méthode se concentre sur I'instant présent : la méditation
en pleine conscience (Mindfulness-Based treatments). Bien qu’existante depuis les
années 1980, la méditation en pleine conscience est considérée comme un adjuvant ou
un traitement alternatif prometteur du TSPT depuis une dizaine d’années. La pleine
conscience est définie comme « la conscience qui émerge en prétant attention a dessin,
dans le moment présent, et sans aucun jugement de I'expérience en cours, a chaque
instant » (Chambers, Gullone, and Allen 2009). Ces thérapies permettent a I'individu
d’accepter leurs symptomes sans jugements et de ne considérer que l'instant présent.
Plus simplement, de replacer le traumatisme dans l'instant passé révolu. Il existe deux
grands types de méditation : la thérapie de réduction de stress (MBSR) et la thérapie
cognitive (MBCT).

La méditation en pleine conscience basée sur la réduction du stress est slirement
la thérapie la plus répandue et la plus citée. La thérapie se déroule sur huit semaines, a
raison d’'une séance collective de 2-3 heures par semaine, incluant une journée complete
de méditation, dans les deux dernieres semaines. Ces sessions sont principalement
basées sur des discussions autour du stress et des stratégies de défenses adoptées par
chaque participant, entrecoupées d’exercices de respirations et de relaxations (yoga,
méditation pleine conscience). En dehors de la séance hebdomadaire, les participants
sont conviés a pratiquer la médiations pleine conscience tous les jours et a réaliser de
petits exercices pour la séance suivante.

La méditation en pleine conscience basée sur la thérapie cognitive est une autre
forme de thérapie utilisée qui incorpore et mélange des éléments de la TCC et de la
méditation en pleine conscience basée sur la réduction du stress (Boyd, Lanius, and
McKinnon 2018). Ce traitement a été initialement développé pour les patients apres une
rechute vers la dépression majeure. Elle aide les patients a déplacer leur attention et
leurs émotions négatives et a les rendre moins centrales dans la vie de 'individu. Les
deux formes de méditations thérapeutiques permettraient de cibler les symptémes
caractéristiques du TSPT. En déplagant I'attention du sujet centré sur I'’évenement
traumatique, révolu et anxiogéne, sur l'instant présent, siir et sain, les méditations

ciblent particulierement les ruminations des patients qui se manifestent tout au long de
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la journée, mais aussi au moment du coucher. Ceci permettrait de diminuer I'état général
anxieux des patients. De plus, I'exercice d’acceptation de ses émotions sans-jugement
favoriserait l'initiation de la parole autour des stimuli anxiogenes et aversifs et ainsi
diminuerait la gravité des évitements et des altération émotionnelles négatives. Apres
six mois de thérapies, il a été montré que les patients TSPT évaluaient (questionnaire
d’auto-évaluation) une réduction persistante de la sévérité de leurs symptdomes
(Douglas Bremner et al. 2017; Q. Liu, Zhu, and Zhang 2022; Miiller-Engelmann et al.
2017). Les patients traités par la méditation basée sur la réduction du stress ont montré
une augmentation de l'activité du cortex cingulaire antérieur (Douglas Bremner et al.
2017; King, Block, Sripada, Rauch, Giardino, et al. 2016), ainsi que du cortex préfrontal et
de I'amygdale (King, Block, Sripada, Rauch, Porter, et al. 2016). Une diminution post-
traitement de l'activité de l'insula en réponse aux rappels traumatiques par rapport au
groupe controle a aussi été observé chez les patients TSPT (Douglas Bremner et al.

2017).

B.1.b. Les pharmacothérapies

La pharmacothérapie par les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine
ISRS, ainsi que les inhibiteurs de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline,
IRSN, sont mondialement reconnus et acceptés comme la premiere ligne de traitements
médicamenteuse (en cas de symptdéme anxieux). Etant essentiellement des
antidépresseurs, leurs actions se concentrent sur l'amélioration de la réactivité
émotionnelle et des activités cérébrales associées: le cortex préfrontal et 'amygdale
majoritairement (MacNamara et al. 2016).

Les mécanismes de traitements dans le cadre du TSPT restent mal compris et les
réponses thérapeutiques varient d'un patient a 'autre. En effet, 60% des patients sont
répondants aux ISRS et IRSN et 70% d’entre eux voient la persistance de symptomes
résiduels (M. B. Stein, Kline, and Matloff 2002; Zohar et al. 2005). Ces résidus sont
d’ailleurs fortement et positivement corrélés a une rechute voire une aggravation des

symptémes du TSPT par la suite.

L’utilisation des benzodiazépines est particuliere car a la fois commune et
controversée. En effet, ces anxiolytiques sont prescrits dans 30 a 75% (Asnis et al.
2004) des cas mais aucune efficacité sur le long terme n’a été prouvé dans le traitement

du TSPT. Etant des agonistes des récepteurs GABAergiques, les benzodiazépines sont
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prescrites pour leur action anxiolytique rapide sans toxicité cellulaire apparente. Elles
permettent donc sur les premieres semaines, un apaisement émotionnel et
comportementale des patients. Cependant, ce traitement est reconnu pour son effet
addictif: apres un nombre limité (deux ou trois itérations) d’utilisation, une
désensibilisation des patients pour ces psychotropes s’installe, entrainant 'apparition
d'une accoutumance mais aussi d'une dépendance aussi bien physique que
psychologique (O’Brien 2005). Leur arrét est donc la cause d'un symptome de sevrage et
est fortement lié a un phénomene de rechute. De plus, 'administration de ces sédatifs
altere 'encodage et la consolidation d’'une nouvelle mémoire (Doss et al. 2018). En effet,
les benzodiazépines entravent l'encodage d'une nouvelle mémoire et seraient
principalement liés a une diminution de la réponse amygdalienne de I'hémispheére
cérébrale droit observée par imagerie a résonnance magnétiques fonctionnelle (Del-Ben
et al. 2012). Cependant, ils améliorent la consolidation des stimuli a valences négatives
si ils sont administrés immédiatement apres I’'encodage (Doss, de Wit, and Gallo 2023),
ce qui accentuerait le déficit d’apprentissage slr et sain et le déficit d’extinction de la

mémoire aversive chez les patients TSPT.

Bien que la santé mentale soit de plus en plus mise en avant, de par les médias et
les nouveaux systémes de transmission de l'information, la population générale a
tendance a délaisser sa santé mentale et a considérer le domaine de la psychiatrie
comme tabou. En effet, depuis longtemps, les maladies psychiatriques sont mal percues
et les personnes qui en souffrent sont stigmatisées. Cette stigmatisation, qu’elle soit
personnelle ou sociétale, a un fort impact sur la demande d’aide médicale des personnes
atteintes de pathologies psychiatriques, et encore plus du TSPT (Benfer et al. 2023;
Schnyder et al. 2017).

En revanche, les répercussions nocturnes et diurnes du manque de sommeil et des
cauchemars des patients atteints de TSPT sont si néfastes, que la premiere demande des
patients venant en consultation est un traitement afin d’améliorer la qualité et la

quantité de leur sommeil et I'arrét des cauchemars.
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B.2.a. Pharmacothérapies
Bien que les ISRS soient les premiers acteurs dans la pharmacothérapie du TSPT,
ils semblent aggraver les troubles du sommeil et particulierement les insomnies des
patients (van Liempt et al. 2006). Dans I'optique d’apaiser cet hyperéveil caractéristique
des patients TSPT, la premiére ligne de traitement médicamenteuse des troubles du

sommeil repose alors sur les sédatifs hypotensifs ou les antipsychotiques.

L’hyper-éveil des patients semble étre principalement causé par I'hyperactivation
du systéeme noradrénergique. C’est pourquoi l'autre traitement phare repose sur les
bétabloquants, principalement la prazosine, traitement majeur contre les cauchemars.
En effet, plusieurs études ont montré une diminution du nombre de cauchemars
stéréotypés et traumatiques des patients (Hudson et al. 2012). Mais plusieurs effets
secondaires sont reconnus, dont les migraines, les nausées, les palpitations cardiaques
et parfois allant jusqu’au malaise. Les études faites sur les effets de la prazosine sur les
patients TSPT sont peu nombreuses et les effectifs sont souvent insuffisants pour
obtenir des résultats statistiques concluants (Hudson et al. 2012). De plus, son efficacité
semble étre limitée sur le sommeil et n’engendre aucun effet, ni positif ni négatif, sur les

autres symptomes du TSPT (Zhang et al. 2020).

B.2.b. Thérapies cognitives

La thérapie cognitivo-comportementale pour l'insomnie (TCC-I) vise dans un
premier temps a améliorer la qualité du sommeil des patients (Morin 2006). Tout
comme la TCC pour l'anxiété, elle est le traitement thérapeutique de premiere intention
des insomnies. Durant ces séances, I'éveil des patients, conditionné par les pensées
négatives, la peur de s’endormir/de I'obscurité et I'anxiété (axe cognitif de la thérapie),
est au centre de la thérapie et le soignant entame un conditionnement a valence positive
et une réattribution de la fonction du lit avec le sommeil. Dés qu'une difficulté
d’endormissement se faire ressentir, il est demandé au patient de sortir de la chambre et
de n’y retourner qu’une fois la fatigue revenue (axe comportemental). Dans le méme axe,
le temps passé au lit est réduit, afin d’augmenter temporairement la fatigue diurne et
I'envie de dormir. Les insomnies étant en elles-mémes sont source de stress, des

sessions de relaxations sont incluses.
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Cette thérapie est prouvée comme bénéfique et effective pour les patients atteints
de TSPT (Pigeon et al. 2022; Talbot et al. 2014) et est méme recommandée pour les
vétérans (Acierno 2010; El-Solh et al. 2019; Margolies et al. 2013). Tandis que 'efficacité
est reconnue sur la qualité subjective (et objective dans certaines études) du sommeil,
son efficacité sur les autres symptomes reste cependant controversée.

En effet, seulement deux études ont reporté I'effet objectif de huit séances de la
thérapie cognitivo-comportementale ciblée sur I'insomnie sur 'architecture du sommeil.
Germain et ses collegues ont comparé les effets de la TCC-I et de la prazosine sur des
vétérans TSPT et souffrant d’insomnies chroniques. Tandis que la thérapie cognitive
améliore la qualité subjective du sommeil, aucun changement significatif n’a été trouvé

sur les enregistrements polysomnographiques des patients (Germain et al. 2012).

A linverse des insomnies, les cauchemars n’ont pas de recommandation
thérapeutique spécifique, car aucune efficacité n’a pas été prouvée (Germain et al. 2012;

Talbot et al. 2014).

Tout comme les TCC, la thérapie en pleine conscience possede deux variantes, la
thérapie ciblée sur le stress et la thérapie en pleine conscience ciblé sur I'insomnie. Les
séances sont semblables a celle de la premiere mais le centre d’attention est porté sur
I'incapacité a s’endormir plutot que sur I'anxiété général. La encore, bien que I'efficacité
sur I'amélioration subjective de la qualité du sommeil soit reconnue, son efficacité sur la

quantité et la qualité objective du sommeil reste peu étudiée.

IIs existent des prescriptions pharmacologiques et thérapeutiques pour alléger
les insomnies et les cauchemars liés au traumatisme. Cependant, les effets déléteéres non
négligeables des pharmacothérapies, addictions et amnésies ne permettent pas a ce jour
d’avoir de traitements pharmacologiques efficaces et spécifiques des troubles du
sommeil induit par un stress de forte intensité. De plus, des insomnies résiduelles
persistent a la suite des traitements thérapeutiques (DeViva et al. 2005; Larsen, Fleming,
and Resick 2019; Pruiksma et al. 2016), et ce chez plus de 50% des patients sous
prescription(s) (Brownlow et al. 2016). Ces insomnies résiduelles sont fortement
corrélées a des rechutes des patients, voire a 'aggravations des symptomes. La présence

de ces insomnies résiduelles malgré une amélioration dans un premier temps des autres
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symptomes du TSPT, puis leur corrélation avec une aggravation secondaire des
symptomes remet en question depuis une vingtaine d’année le role des insomnies dans

I’émergence et le développement de la pathologie.

Malgré la présence de nombreux traitements, il est estimé qu’environ 33% de la
population générale ayant un TSPT sont résistants aux traitements. Le taux de non
réponse est le plus élevé pour les thérapies cognitives, avec 50% de non répondeurs. Les
traitements antidépresseurs présentent tout de méme un taux de résistance d’environ

35% (Green 2013; Marmar, Neylan, and Schoenfeld 2002).

II. EXPRESSIONS HETEROGENES DU TROUBLE DE STRESS POST-

TRAUMATIQUE

A. Nouveaux diagnostics et sous-types de TSPT chez I'’humain

L’approche clinique des maladies psychiatriques est souvent orientée vers la
diminution et la résolution des symptomes. Cependant, la principale difficulté de la prise
en charge des pathologies psychiatriques réside dans sa complexité
symptomatologique.

Le TSPT se caractérise par une hétérogénéité des catégories de symptomes. Le
diagnostic d’'une personne est posé si elle présente un ensemble de symptomes
spécifiques ou variés avec des niveaux de sévérité et une latence d’expression qui
varient en fonction des individus. D’aprés le DSM-V-TR, le diagnostic est avéré si au
moins un symptdome de chacune des quatre catégories désignées est diagnostiqué.
Cependant chacun des symptomes cités peut étre aussi présent dans les criteres
d’inclusion d’autres pathologies : I'anhédonie et les sentiments négatifs de honte ou de
désespoir sont des symptomes communs du TSPT et de la dépression majeure, tandis
que les symptomes d’impulsivité sont partagés avec l'addiction. Chaque patient
développe un TSPT qui lui est propre.

Depuis une dizaine d’année, les diagnostics évoluent et la notion de sous-type de
TSPT est de plus en plus présente. Les diagnostics observent la présence/absence de
symptomes additionnels (TSPT dissociatif/non-dissociatif ainsi que le TSPT
complexe/simple). Le diagnostic du sous-type dissociatif du trouble de stress post-
traumatique est établi chez les individus qui satisfont a tous les critéres diagnostiques

du trouble de stress post-traumatique et qui manifestent de maniere persistante ou
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récurrente des symptomes dissociatifs, tels que l'altération de la perception de soi-
méme (dépersonnalisation) et de I’environnement extérieur (déréalisation), en réponse
a un facteur de stress (Friedman et al. 2011; Haagen et al. 2018). Le diagnostic du sous-
type de TSPT complexe repose sur la fréquence d’occurrence de I'agent stressant.

Alors que le TSPT simple est induit par un événement traumatique aigu et unique, le
TSPT complexe est le résultat d'un traumatisme prolongé, persistant ou récurrent sur
des mois, voire des années (Friedman et al. 2011 ; Maercker et al. 2022).

Les diagnostics permettent d’établir la prévalence du TSPT au sein des
populations, mais ne permet pas d’analyser la sévérité d’expression des
symptomes ni la variation des manifestations symptomatiques du TSPT.

L'analyse de profils latents est une technique statistique récemment utilisé dans
le cadre du TSPT qui vise a surmonter cette limitation en identifiant la présence de sous-
groupes hétérogenes au sein d'une population civile (Campbell et al. 2020; Campbell-
Sills et al. 2022; Cloitre et al. 2013; Horn et al. 2016; Pietrzak et al. 2014) et militaire
(Byrne et al. 2019; Jongedijk et al. 2019; Murphy et al. 2019; Shin et al. 2023).

Cette méthode repose sur la sévérité et I'hétérogénéité des réponses

Intrusions )
Eveil
Evitements : dysphorique
Eveil Comportements
Anxieux externalisés

Affect négatif Anhédonie

= Réactivité a la menace  ===Dysphorie  ===Symptomes élevés

Figure 8: Hétérogénéité d'expression des symptomes chez les patients atteints de
trouble de stress post-traumatique.

D’apres Campbell-Sills et al. 2022. Les analyses de profils latents basées sur
I’hétérogénéité d’expression des symptomes du TSPT a révéler jusqu’a 5 profils de
patients selon les études. Trois de ces profils sont redondant : le profil dysphorique, le
profil réactif a la menace et le profil présentant une expression élevée de tous les
symptomes.
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comportementales persistantes induites par le stress intense. Cette méthode a permis
dans un premier temps de dissocier au moins trois profils comportementaux, profil
d’expression globale de sévérité des altérations comportementales basses, modérées ou
extrémes. Des analyses de profils latents plus fines ont permis de déceler trois a cinq
profils montrant des prismes d’expression des symptomes différents (Byrne et al. 2019;
Campbell et al. 2020; Horn et al. 2016; Jongedijk et al. 2019; Pietrzak et al. 2014). Par
exemple, 'étude de Campbell et collaborateurs montrent chez 2365 patients souffrant
de TSPT la présence de quatre catégories de patients : les dysphoriques (23,8%), les
réactifs a la menace (26,1 %), ceux a symptdomes élevés (33,7%) et ceux a symptomes
faibles (16,3%).

Les nouveaux sous-types de TSPT récemment mis en évidence sont basés
principalement sur les symptomes comportementaux mais n’ont pas été analysés en
fonction du sommeil, pourtant considéré comme un des criteres essentiels du TSPT au
sein de ces profils. Il a tout de méme été montré qu’il y avait une association positive
entre la sévérité globale des symptomes du TSPT et la latence d’endormissement, de
maintien et des cauchemars des patients (Babson et al. 2011; Germain et al. 2004;
Ohayon and Shapiro 2000). A ma connaissance, il n’y a pas a ce jour de recherche
clinique sur une possible corrélation entre I’hétérogénéité des profils des patients
TSPT et les altérations de sommeil induites par le stress intense. Pourtant, ces
différents profils pourraient expliquer les divergences de résultats de la littérature sur
les altérations de sommeil observées chez les patients TSPT (Kobayashi, Boarts, and

Delahanty 2007; Lewis et al. 2020; Zhang et al. 2019).

Le TSPT, comme toute autre pathologie psychiatrique présente un tableau
clinique complexe qui serait sous-tendu par la mise en jeu de symptomes interconnectés
et interdépendants. Le manque de traitement efficace sur le long terme et le taux
important de résistance aux traitements mettent en évidence le besoin de raffiner les
diagnostics mais aussi d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes
cellulaires sous-jacents du TSPT. Les principaux enjeux d'un modele animal sont de
reproduire les conditions dans lesquelles se développe la pathologie, tout en obtenant
des changements comportementaux pouvant étre traduits en symptomes humains afin
de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs et, éventuellement, des traitements

plus personnalisés.
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B. Importance des modeéles animaux du TSPT

Le TSPT repose sur un déficit d’extinction d'un conditionnement aversif.
L’avantage de ce processus est qu’il y a une conservation des structures cérébrales
impliquées et de leur connexion entre ’humain et le rongeur (Daskalakis, Yehuda, and

Diamond 2013; Fenster et al. 2018).

De plus, le caractére imprévisible de I'exposition a I'’évenement traumatique, ainsi
que les prédispositions de chaque individu (age, sexe, profil socio-professionnel,
histoires de vie...) rendent 'étude de la pathologie chez 'humain complexe. L’utilisation
d'un modele animal permet de contréler et de répliquer chaque étape du
développement du TSPT : les animaux sont dans les mémes conditions expérimentales
avant, pendant et apres le traumatisme. Le TSPT est modélisé chez I'animal,
principalement chez les rongeurs, par une exposition inéluctable a un stress aversif
et/ou douloureux de forte intensité ou a I’exposition a un stress psycho-social
(Deslauriers et al. 2019; Ressler et al. 2022). Ils existent plusieurs types de stresseurs
(pour plus de précision, voir la revue de Verbitsky et ses collegues (Verbitsky, Dopfel,

and Zhang 2020).

Il existe de multiples variations du méme paradigme théorique (Daskalakis,
Yehuda, and Diamond 2013; Verbitsky, Dopfel, and Zhang 2020) expliquant la pluralité
de modele présent dans la littérature. Nous présenterons ici modeles majoritairement
utilisés dans le cadre d'un modele animal basé sur le conditionnement de peur et qui

furent privilégiés dans les projets expérimentaux des travaux de cette these.

Le stress prolongé intense (single prolonged stress, SPS) a été mis au point en
1977 par Liberzon et ses collaborateurs (Liberzon and Young 1997; Lisieski et al. 2018)
et se compose d'une session composée de trois expositions stressantes successives. Les
animaux sont d’abord mis en contention pendant deux heures, puis sont soumis a une
nage forcée de 20 minutes. Apres une période de récupération de quinze minutes, les
animaux sont exposés a une vaporisation d’éther ou de dioxyde de carbone jusqu’a
évanouissement. Ce modele a pour avantage d’étre tres standardisé (Ferland-Beckham
et al. 2021; Voelkl et al. 2018), contrairement aux autres modeéles existant sous plusieurs

variations. La combinaison des trois stresseurs est nécessaire pour obtenir des

HETEROGENEITE DE LA REPONSE A UN STRESS DE FORTE INTENSITE EMMA LARDANT

101



altérations comportementales de type-TSPT chez I'animal. Son originalité repose sur la
combinaison de trois types de stresseurs: psychologique (contention), physiologique
(nage forcée) et pharmacologique (ether ou CO:z) et fut d’abord décrit comme une
« sensibilisation dépendante du temps ». En effet, tout comme le TSPT, une période
d’incubation de 7 jours est nécessaire pour que le rongeur développe des altérations

comportementales type-TSPT rappelant, de ce fait, la clinique humaine (Xi et al. 2021).

L’exposition a des odeurs de prédateurs ou aux prédateurs priorisent la validité

écologique et reposent sur la peur innée.

L’exposition directe au prédateur consiste a exposition inéluctable de I'animal a
un chat ou un furet, grands prédateurs du rongeur, de 5 a 60 minutes selon les
protocoles. L’exposition peut étre directe, avec un prédateur libre et le rongeur non
protégé, ou indirecte, avec le rongeur protégé et le prédateur laissé en cage. Les
altérations comportementales de type TSPT sont visibles jusqu’a 1 mois post-exposition
et environ 25% des rats développeront ces altérations comportementales. Le manque de
contréle du comportement du prédateur est le seul inconvénient ici car il faut dans ce

modele analyser le comportement murin, mais aussi le comportement du chat/furet.

L’Exposition a des odeurs de prédateurs consiste en I'exposition inéluctable et
indirecte pendant 5-15 minutes de 'animal a ses prédateurs biologiques (chat, furet et
renard) via I'exposition a des odeurs spécifiques : odeur d’'urine ou de feces (naturelle
ou artificielle), de litiere souillée ou a un textile portant 'odeur de I'animal. Environ 20%
des animaux exposés développeront des altérations comportementales de type TSPT

(Albrechet-Souza and Gilpin 2019).

Ce stress d'immersion implique une nage forcée d'une minute, suivi de
I'immersion totale et forcée de ’animal pendant 30 secondes. L’effet comportemental est
observable dés 7 jours et persiste jusqu’a 30 jours post-immersion (Ardi et al. 2014; G
Richter-Levin 1998). Ce modele engendre facilement des altérations comportementales

d’anhédonie, synonyme de comportements type dépressifs chez le rongeur.
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L’exposition aux chocs électriques repose sur le principe de conditionnement
aversif : 'animal est placé dans une boite avec une grille au sol permettant la délivrance
de chocs électriques au niveau des pattes de I'animal. Le choc électrique est souvent
associé a un stimulus neutre sensoriel comme un son a haute fréquence (Bali and Jaggi
2015a). L’avantage de ce modele repose sur le controle total des tous les parametres : le
dispositif expérimental, qui permet d’avoir un indice contextuel spatial, la fréquence
(d’'une exposition unique jusqu’a trente chocs électriques), la durée (2-30 secondes) et
I'intensité (0.8-3 mA) des chocs électriques. De plus, le design expérimental comprend
l'utilisation d’indices visuels et/ou odorants placée dans le dispositif expérimental qui

pourront servir par la suite d’indice de rappels émotionnels.

Au sein de la littérature, il n’existe pas de protocole standardisé pour les
parametres de chocs électriques pour ce modele animal. Cependant, il a été observé
qu'un stimulus électrique jusqu’ 0.4/0.5 mA entrainait une réponse de stress dite
modérée. Cela se traduit par un comportement de défense de I'animal en cas de
réexposition a la boite de délivrance des chocs électriques mais ne présente ni de déficit
d’extinction de la peur conditionnée ni de généralisation de leur comportement de
défense a tout autre stimulus neutre (Siegmund and Wotjak 2007). Cependant, tout choc
électrique supérieur a 0.8 mA (Bali and Jaggi 2015b; Siegmund and Wotjak 2007)
entraine une réponse de stress intense qui perdure jusqu’a plus de 30 jours post-stress,
avec apparition d’altérations comportementales de type TSPT a partir de 7-10 jours. De
plus, il existe une variabilité de réponse aux chocs électriques dépendant de la souche de
souris et des parametres des chocs électriques choisis, et qui conduit a une variabilité
interindividuelle observée allant de 30 jusqu’a 90% (Marchette et al. 2018; Mozhui et al.
2010; Sanford, Yang, and Tang 2003) de souris développant des altérations
comportementales de type TSPT. Dans la majorité des études précliniques, les
protocoles expérimentaux sont conduits jusqu’'a 30 jours post-stress et constatent la

persistance du phénotype induit.

Parmi toutes les variations du paradigme connu, nous voulions sélectionner celle
dont les parametres permettaient d’obtenir a la fois des altérations comportementales
de type TSPT chez la souris jusqu'a un mois post-exposition, mais aussi avec des

altérations de sommeil : nous avons donc choisi le modéle décrit par Siegmund et
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Wotjak (Siegmund and Wotjak 2007) puis par Philbert (Philbert et al. 2011), Polta (Polta
et al. 2013) et leurs collegues : deux chocs électriques de 1,6 mA de 2 secondes chacun,

espacées de 15-30 secondes.

L’avantage de ce modele de stress intense repose sur la possibilité de
comparer des indices contextuels et/ou de rappels sensoriels liés aux chocs

électriques a des contextes et indices sensoriels neutres.

La reviviscence et I'évitement de tous stimuli rappelant le traumatisme sont des
symptémes caractéristiques du TSPT. Ces symptomes sont modélisables chez I'animal
par la présence d’'indices sensoriels saillants présentés simultanément a 1'élément
traumatisant, appelés indices de rappels. Ces indices peuvent étre réexposés a I'animal
dans un contexte neutre, slir et sain (comme la cage de vie) et les réponses
comportementales avant, pendant et apres cette exposition peuvent étre comparés:
temporellement pour un méme animal ; entre animaux controles et animaux ayant recu
les chocs électriques, a chaque temps et enfin a tous les résultats avec 'exposition a des

indices neutres sans danger.

I a été montré que la réexposition aux indices de rappels entrainait une
accentuation des altération comportementales de type-TSPT chez le rat (Le Dorze and
Gisquet-Verrier 2016) et chez la souris (Philbert et al. 2011) traumatisés,
comparativement a des animaux ayant aussi été exposés mais en I'absence d’indice de
rappel. De plus, I'équipe de Gisquet-Verrier a montré que le nombre d’expositions était
un parametre important dans le décours temporel des altérations comportementales
chez le rat : les animaux exposés quatre fois a un méme indice de rappel lié au trauma
présentaient un ensemble d’altérations comportementales de type-TSPT accentué par
rapport aux animaux sans réexposition. Les rats classés comme vulnérables ont
manifesté des niveaux d'anxiété plus élevés, démontrés par des tests tels que le
labyrinthe en croix surélevé et le test lumiere-obscurité. Paradoxalement, les animaux
exposés huit fois ou plus a cet indice de rappel présentaient une extinction de réponse
de peur conditionnée malgré 'expression d’altérations comportementales de type-TSPT

(Le Dorze and Gisquet-Verrier 2016).
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Malgré 'efficacité des traitements sur les premiers mois/les premiéres années, le
taux de rechute des patients reste extrémement élevé, entre 60 et 72% et certains
symptomes résiduels, dont les troubles du sommeil, persistent apres les traitements et
seraient fortement corrélés a une aggravation des symptomes du TSPT. Ce taux non
négligeable de non réponse a ces médicaments et des thérapies cognitives, pourtant
recommandés par les lignes directives internationales (l'organisation mondiale de la
santé, I'association américaine de psychologie ou encore l'institut nationale de la santé
et du soin du Royaume-Uni) car basés sur des résultats scientifiques concrets, refletent
une importante variabilité interindividuelle dans la réponse aux traitements.

Le besoin de nouveau traitement, en prenant en compte les facteurs de risques
de chaque individu, semble donc primordial dans la prise en charge de la pathologie. Ce
besoin passe aussi dans l'optimisation de la prise en charge des patients a titre
individuel. Pour cela, le besoin d'une personnalisation des soins et la prise en compte
de la variabilité interindividuelle émergent dans le monde médical (Ee et al. 2020;
Herzog and Kaiser 2022).

La personnalisation des soins passe par la prise en compte de I'hétérogénéité des
réponses symptomatiques des patients aprés une exposition a un stress intense.
Depuis, peu, ce prisme est intégré dans le diagnostic et la recherche clinique. Les
altérations de sommeil ne sont pas prises en compte dans ces nouveaux diagnostics.

L’hétérogénéité d’expression des différents symptomes de la pathologie
pourraient expliquer 'absence de traitement efficace et/ou la rechute des patients. Les
profils comportementaux étant associés a des activités cérébrales spécifiques, leur
meilleure compréhension semble alors cruciale pour la recherche de traitement plus
personnalisé et donc plus efficace.

Le principal défi des modeles précliniques du TSPT réside principalement dans
I'augmentation constante de la valeur translationnelle du modeéle vers la pathologie.

L’objectif de cette these est donc de raffiner la facon d’analyser le comportement

de souris de laboratoire exposées a un stress de forte intensité afin d’explorer
d’éventuels sous-type de TSPT chez I'animal. En améliorant la valeur translationnelle,

nous espérons dans un second temps mieux comprendre les mécanismes biologiques
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sous-jacents des altérations comportementales observées dans le TSPT pour, in fine,
pouvoir proposer des pistes de recherche dans le cadre d'une médecine plus

personnalisée.

Le but principal de la these était de trouver et valider une méthode d’analyse des
phénotypes des souris Swiss aprés un stress intense et inévitable sur le plan
comportemental et neurobiologique, mais aussi sur le sommeil des animaux.

Dans un premier temps, nous avons alors amélioré la méthode d’analyse des
altérations du comportement chez la souris Swiss 28 jours apres exposition a un stress
de forte intensité et inévitables qui est une exposition a des chocs électriques au niveau
des pattes de 'animal. Nous avons validé cette analyse de phénotypes par la mise en
évidence d’activations cellulaires distinctes dans des structures cérébrales clés des
réponses comportementales et de la régulation émotionnelle : 'amygdale et la substance
grise périaqueducale (Chapitre 1). Ces résultats sont actuellement I'objet d'un article en
cours d’écriture.

De plus, la prise en charge médicale est un facteur de risque du TSPT car la
stigmatisation des maladies mentales, sociétale et individuelle, entraine un déficit de
demande de consultation de la part des individus. Les altérations de sommeil, parties
intégrantes du diagnostic de la pathologie, sont moins stigmatisées. En effet, nous avons
montré dans un article, publié dans le journal Frontiers in Sleep, que plus de 83% des
patients arrivant en consultation pour des insomnies chroniques ont vécu au moins un
évenement traumatique et sont résistants aux traitements conventionnels. De plus, 53%
présentaient un potentiel TSPT non déclaré (Chapitre 2, partie 1).

Le role des altérations de sommeil induite par un stress intense reste incertain
dans le développement de la pathologie et les traitements de ces altérations de sommeil
sont eux aussi peu efficaces, faute d’'une bonne compréhension des mécanismes sous-
jacents. L’hétérogénéité d’expression des symptémes du TSPT pourraient expliquer ces
lacunes mais aucune étude clinique ni préclinique n’a étudié la corrélation entre les
altérations de sommeil et la sévérité des symptomes. Nous avons alors cherché a
corréler les phénotypes des souris ayant recu des chocs électriques a des

caractéristiques distinctes du sommeil (Chapitre 2, partie 2).
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CHAPITRE1:

L'ANALYSE DU PROFILAGE

COMPORTEMENTAL DANS UN MODELE

MURIN DE STRESS POST-TRAUMATIQUE

REVELE DES ACTIVATIONS CEREBRALES

SPECIFIQUES
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Les résultats présentés dans ce chapitre faisant actuellement l'objet d’un projet d’écriture

d’article scientifique, ce chapitre est écrit en anglais dans son intégralité.

A. Abstract

Exposure to intense and inevitable stressor provokes in some people post-
traumatic stress disorder. PTSD is a complex mental disorder lacking of effective
therapy in part because of heterogeneity of symptoms. The differential behavioral
pattern in response to a stressor is associated with individual specific brain activity. It is
therefore crucial to better understand the specific phenotype response to intense stress
to propose more personalized treatment. For this purpose, we evaluated the behavior of
outbred mice through multiple tests up to 28 days after they received two inescapable
and intense electrical foot-shocks (FS). A two-step behavioral profiling analysis
identified three phenotypes among FS mice. The first step, based on a composite score of
several anxiety-like behaviors, distinguished resilient and susceptible phenotypes. The
second step, based on the defensive behaviors to FS-associated reminders, revealed two
susceptible phenotypes, freezers, and escapers, presenting a specific defensive behavior
persistent over time. Using Fos protein expression, the two-step classification
highlighted different cellular activation in amygdala (AMG) and in the periaqueductal
grey matter (PAG). More precisely, the severity of PTSD-like behavior was correlated to
the right AMG activation and PTSD-like phenotypes expressed differential activation
along the antero-posterior axis of the PAG. To conclude, this study showed the
importance to refine phenotype profiling analysis using composite score of multiple
behavioral tests. The profiling analysis should improve the translational value of

preclinical model to study more personalized and efficient treatment to PTSD.

B. Introduction

Post-traumatic stress disorder (PTSD) is a neuropsychiatric disorder developing
following a traumatic event. PTSD is a complex pathology considered as a global health
challenge. According to the last World Mental Health Consortium survey (Benjet et al.
2016), while more than 70% of the global population will experience at least one

traumatic event in their lifetime, only 4% will develop a PTSD. The reason why those
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people develop PTSD is a relevant societal concern. Exposure therapy has been
thoroughly studied and considered as the gold standard psychotherapy for PTSD
(Martin et al. 2021). Serotonin reuptake inhibitor antidepressants are most
recommended as second line pharmacotherapy (Martin et al. 2021). Unfortunately,
these two strategic approaches appear to lack long-term effectiveness and/or
prevention against relapses for many PTSD patients, who declared no decrease in
symptoms severity, or even worsen symptoms (Asnis et al. 2004; Eftekhari et al. 2013;
Steenkamp et al. 2015; Wessa and Flor 2007; Williams et al. 2022). The heterogeneity of
PTSD symptoms expression might explain the lack of effectiveness of treatment. Indeed,
many symptoms (American Psychiatric Association 2013; Messent 2013) and an
interindividual variability of their severity are described in PTSD patients (Gerger,
Munder, and Barth 2014). Several PTSD subtypes have been identified, according to
personality traits (Egerton, Radomski, and Read 2019; Jaksi¢ et al. 2012; M W Miller
2003; Mark W Miller, Greif, and Smith 2003; Wolf et al. 2013) or their symptoms
severity (Bryant 2019; Campbell-Sills et al. 2022; Haagen et al. 2018; Jongedijk et al.
2019). Since personality traits have various behavioral patterns among individuals, it
might reflect variations in brain activity, resulting from various biological mechanisms,
which thus require specific treatments (Baykan et al. 2019; O’Gorman et al. 2006;
Sugiura et al. 2000; Troisi Lopez et al. 2022). It is therefore crucial to understand the
differential impact of intense stressor on PTSD subtypes to personalize treatment. In
this context, preclinical studies are necessary to better understand the phenotype
differential response to an intense stressor. Many preclinical models of PTSD already
exist (Deslauriers et al. 2019; Pawlyk et al. 2008; Philbert et al. 2011; Vanderheyden,
Poe, and Liberzon 2014; Verbitsky, Dopfel, and Zhang 2020). In the last decade, the
comparison of stressed versus non-stressed conditions have shifted to analyses of
susceptible versus resilient animals (Colucci et al. 2020; Sillivan et al. 2017; Toledano
and Gisquet-Verrier 2014; Torrisi et al. 2021). However, almost none of the preclinical
studies have looked at the possible heterogeneity of PTSD-like behavioral alterations
among stress-exposed animals, and biological biomarkers that could relate to this
heterogeneity are still unknown and were studied here.

Among biological mechanisms, several brain structures are known to be crucial
in the development of PTSD (Nutt and Malizia 2004) and will be analyzed in the present

work. To respond to an imminent or perceived threat, an animal needs to respond
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promptly and appropriately. The first actors of stress response come from the
paraventricular nucleus of the thalamus (PVN), central coordinator of the
neuroendocrine stress response (Gross and Canteras 2012; Sherin and Nemeroff 2011;
Simi¢ et al. 2021), and the Locus Coeruleus (LC), another major node in the stress
response promoting alertness when environmental cues are perceived to be of
relevance. Deficit of both emotional processing and fear memory extinction are two core
PTSD symptoms (Litz et al. 2000; Simi¢ et al. 2021; Wilensky et al. 2006). The amygdala
(AMG) has been identified as the main structure involved in emotional processing and
the formation of fearful memories (Ehrlich et al. 2009; Johansen et al. 2011; LeDoux
2003; Mahan and Ressler 2012; Roelofs 2017; Wilensky et al. 2006). More interestingly,
the four key anatomical-functional nuclei of AMG (lateral, basolateral, central lateral and
central medial) are all implicated (LeDoux 2003; Mahan and Ressler 2012).
Furthermore, AMG is strongly connected to PVN and to LC. These connections promote
anxiety-like behavioral and cognitive responses in rodents. Furthermore, the central
nuclei of the AMG (lateral and medial central amygdala, CeL. and CeM) project to the
dorsal and ventral columns of the periaqueductal grey matter (PAG), implicated
differentially in defensive behaviors (Pascal Carrive 1993; Koutsikou, Apps, and Lumb
2017; Linnman et al. 2012). Freezing and escaping (Frz, Esc) are dimorphic innate
defensive behaviors triggered by environmental threats and are shown in both wild and
laboratories animals (Blanchard et al. 1998; LeDoux 2000; Tovote et al. 2016; Tovote,
Fadok, and Liithi 2015). It has been shown that divergent pathways involving AMG and
PAG networks trigger these dimorphic defensive behaviors (E. J. Kim et al. 2013; Li et
Sheets 2018; Shang et al. 2018a; Silva, Gross, and Graff 2016). Using Fos protein
expression as a cellular marker, activity of these brain areas was used here to support
the behavioral profiling analysis.

To scrutinize the behavioral variability and identify different PTSD-like
phenotypes in animal, we developed a phenotypic procedure using different
spontaneous exploratory tests on outbred Swiss mice over 28 days in a validated PTSD-
like mouse model with electrical foot-shocks (FS). Objectives were to 1) to distinguish
resilient from susceptible animals by assessing their generalized anxiety-like behavior;
2) identify different behavioral phenotypes persistent over time (profile) among animals
expressing the susceptible phenotype. Using a composite behavioral score of

unconditioned tests and repeated measures of defensive behavior to FS-related
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reminders, a two-step behavioral profiling analysis separated resilient mice (FS-
Resilient, FS-Res) from two generalized anxiety-like behavioral profiles (FS-freezer, FS-
Frz, and FS-escaper, FS-Esc) in foot-shocked animals. Cellular activity was altered in
specific AMG nuclei between susceptible and resilient animals, and a specific pattern in
PAG were observed in susceptible animals, both freezers and escapers, supporting the
relevance of our behavioral profiling analysis.

Overall, the present study demonstrates the crucial need for refinement in
behavioral analysis using composite score of multiple tests to highlight neurobiological
inter-individual differences that could lead to new therapeutic targets and more

personalized treatment of PTSD.

C. Materials and methods

A total of 47 male Swiss mice (10-12 week at the start of testing), JANVIER
Laboratories (France), were housed in cage designed for 4 animals until isolation after
the foot-shock exposure (temperature: 21 +- 0.5°C; lights on from 10:00 AM to 10:00
PM) with food and water available ad libitum. All experiments were conducted during
the first 2 hours of the light phase. Each mouse was assigned randomly to the behavioral
procedure. The procedure involving animal care or treatments were performed in
compliance with the European Union Directive 2010/63/EU guidelines, transposed into
French law by Decree no. 2013-118 of 1 February 2013 on the protection of animals
used for scientific purposes. The procedure was approved by the local committee

(project n® 502324 0f 2020/02/20).

C.1.a. Habituation

One week after they arrived into the laboratory, each mouse was individually
acclimated during two weeks. First, they were individually habituated to gentle handling
for 5 min during 5 days. Then, animals were habituated to the transportation to the
testing rooms and to the prior-test and after-test rooms. There were also habituated to
the transport trolley during the same period. The day of tests, an animal that have
already been tested was transported to a different room from those waiting to be, while

avoiding possible stress contamination.
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C.1.a. Housing
The social isolation is required for mice to develop long-lasting behavioral
deficits following intense-stress exposure (Philbert et al. 2011; Pibiri et al. 2008;
Siegmund and Wotjak 2007). Therefore, all stress exposed animals were individually
housed after the foot-shock exposure and were remained singly housed until the end of
the procedure. To compare exposed and non-exposed animals and verify the isolation

effect, control (non-exposed) animals were also isolated the day of the exposure.

cues

rQ JpclE }Fs-associated

» Metallic grid

® Absence
of the cue
Figure 9: Experimental procedure.

Longitudinal behavioral study up to 28 days after foot-shocks exposition (FS) (day O,
DO0). Each circle represents a day. The larger ones are the day of tests. Red circle: FS-
associated test; green circle: unconditioned tests. The first week after they arrival (A),
animals are habituated to gentle handling (1%). D5 and D17: partial context retrieval; D7
and D14: FS-associated cue presentation; D16: new/neutral context and object tests;
D18: elevated-plus maze test; D23: air puff startle response test; D28: full FS context
reexposure and brain extraction. Cues: sponge and metallic grid shown in the black
boxes below each test. The absence of the cue during the session is represented by a red
Cross.

Intense electrical foot-shocks were previously validated as PTSD mouse model

in the laboratory of C. Wotjak and C.Belzung (Philbert et al. 2011; Siegmund and Wotjak
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2007). To obtain a unique and specific context, the chamber was cleaned with diluted
camphorated alcohol and a sponge soaked in the same solution was placed into the
chamber. The grid and the soaked sponge are defined as FS-associated cue reminders
during all the procedure.

On day 0 (DO0), each animal was placed in a transparent Plexiglas and cylindrical
(24.5x35 cm) iIMETRONIC® apparatus (ventilated and soundproof white walls cage) for
five minutes. The first 2 minutes, the animal was allowed to freely move and explore the
cage. Then, two foot-shocks (2sec, 1.6mA) were delivered through the chamber’s
metallic grid with an inter-trial time of 30 seconds. Animals were then kept in the
chamber for 120 seconds to facilitate context and object association to the aversive
stimuli. Each mouse was previously randomly assigned to “Foot-Shocks exposed” (FS,
n=31) or “No-Foot-Shocks exposed” (No-FS, n=16) group. No-FS animals were placed
into the chamber for the same amount of time without receiving any foot-shock. The
room for this procedure was dedicated to this apparatus. No other tests were conducted

in this room.

Eight complementary behavioral tests over 28 days after foot-shock exposure
were used to get a large behavioral repertoire and to increase the robustness of the
analysis by avoiding day artefact (Figure 9). These tests were chosen to identify PTSD-
like behaviors on mice according to four core PTSD criteria described in DSM-V:
avoidance measured through defensive behaviors expression during re-exposure to FS-
associated cue reminders after short (days 5 and 7) and long (days 14-17 and 28) delays
to test the strength of the aversive memory over time. Fear generalization was
measured through defensive behaviors to neutral cues, spontaneous anxiety-like
behavior in the elevated-plus maze test, and hypervigilance evaluated by startle
responses to an air puff. The three last criteria, representing behavioral responses to FS
non-associated stimuli, could reflect a generalized anxiety. Since anxiety-like behaviors
had been observed only from 10 days after stress exposure in rodents (Chauveau et al.
2012; Mitra et al. 2005), the behavioral tests were performed at days 16, 18 and 23 after
foot shocks exposure in our procedure.

All the experimental sessions were video-recorded, and behaviors were scored

by a researcher blind to the animal’s group. Two researchers were assigned for carrying
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the protocols: one running the «aversive » tasks, i.e. foot-shock exposure and the

euthanasia, while the other one ran the eight remaining behavioral tests.

C.3.a. Foot-shock related test: main variables
For all tests associated with foot-shocks (cue reminders and context re-
exposure), the two behavioral variables with the bigger variance were assessed: (1)
freezing, defined as a complete immobility of the animal for longer than 3 seconds, back-
plated ears, while only jerky heart-beating/breathing movements are distinct, and (2)
trying to escape, going from attempts to climb the wall to succeeded jumps to the box’s
edges. Scoring was performed by a researcher blind to the animal’s group using Solomon

Coder® free software (Milano, Italy).

According to DSM-V, avoidance is a coping mechanism in which an individual
acts to prevent experiencing stressful emotions or re-experiencing a traumatic event.
Here, the camphorated alcohol-soaked sponge (at D7) or the metallic grid (D14), serving
as reminder cues of the foot-shock exposure, were placed for 5 minutes into the home-
cage and the behavior was recorded from 2 minutes before to 2 minutes after the

reminder.

To analyze the profile of FS mice, and analyze if animal presented a defensive
behavior persistent over time, all animals were placed 5 minutes into the foot-shocks-
associated chamber with the grid, but without the soaked sponge and receiving no foot-
shock at day 5 and 17 (partial context), and placed into the full FS context (box, grid, and
camphorated alcohol-soaked sponge) at day 28. To correlate behavioral response to
cellular analysis (c-FOS protein expression), each mouse placed into the full FS context

foot-shock during 5 minutes were then sacrificed and their brain taken 90 minutes later.
C.3.b. Unconditioned behaviors to assess anxiety-like

generalization

All foot-shocked animals were expected to express defensive behaviors to foot-
shocks (FS)-associated cues and context. Therefore, to assess generalized anxiety-like
behavior, only behaviors during unconditioned tests were used as referred to the fear
generalization, hypervigilance, and anxiety core PTSD symptoms in Human (American

Psychiatric Association 2013).
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According to DSM-V, fear generalization is a core feature of PTSD in which
individual expresses a heightened distress to situations and cues not related to the
trauma but that recall some aspects of it. This distress-like behavior was tested in our
procedure at day 16 (D16) by a test of a total of 10 minutes, cut into 2 sessions of 5
minutes. The first session consisted in a new/neutral context exposure. Briefly, the
animal was placed into a new and neutral box (34x27x22 cm, cubic box) with a different
litter than the one usually used in their home cage. After 5 minutes, the animal was
replaced into its living cage for 2 minutes while the experimenter placed a new and
salient object (an 80x80 mm wooden block cleaned with a solution of 10% diluted peach
essential oil). For the second session, the animal was placed again in the test box for 5

minutes in presence of the object.

The spontaneous exploratory behavior five minutes in the elevated-plus maze
test was used to evaluate the anxiety-like behavior of animals. Each mouse was placed
into the center of the Elevated-plus-maze arena, made of black Plexiglas (30x5 cm in
each 4 arms, two without walls and two enclosed by 15 cm high walls; 60 lux in the open
arms and 20 lux in the closed arms). The maze was 40 cm above the ground. Distance,
time, velocity in open and closed arms of the maze were quantified using Noldus®

software. Head dippings in the open arms were manually scored.

According to DSM-V, hypervigilance is a state of extreme alertness that
undermines the quality of life. Among the batch of hypervigilance symptoms, the
exaggerated startle response is expressed by most PTSD patients. Each mouse was
placed into the contention apparatus of the SR-LAB-Startle Response System® (SDI, San
Diego, CA, USA). Mice were exposed to a background white noise (60 dB SPL) played
during the entire session. A session consisted of a habituation period of 5 minutes
followed by 40 trials, composed of 100 ms of background noise then 20 ms of air puff
(10 psi), pseudo-randomly presented (inter-trial time of 7-15 seconds). The contention
apparatus consists in a 5cm diameter X 12cm length acrylic cylinder. This apparatus is
linked to a piezo-electric plate that records the amplitude of response (mA) to the air
puff and the latency to the maximal startle response of the animal throughout the

session. The signal was recorded via the SR-LAB® software.
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To exclude moving-animal trials, the difference between the average amplitude
across the entire response window (100 to 120 ms) and the average amplitude of the 99
first milliseconds before the air puff were calculated. If the difference was negative, the
animal was considered moving before the air puff and then the trial was removed from

the analysis.

For each test, the two variables composed of a data set with the bigger variance
were chosen to create the composite score and an integer from 0 to 3 were assessed to
each data (Figure 10). The aim of the composite score is to observe the severity of the
behavioral alteration in comparison to the control group (No-Footshock, No-FS). The
higher the score, the more the behavior altered. Each limitation of each integer was
dependent of the statistical parameters of the No-FS group.

New context and new object (Figure 10A): the two variables are a percentage of
time doing a specific behavior. So, the minimum and the maximum of behavior’s
expression could not be over 0 and 100. The behavior of a FS animal was considered
doing an adaptive behavior if the percentage is in the range of the No-FS ones. The sum
of the maximum datum with the standard error of the No-FS group was considered the
upper limit of the integer 0. Since no control animal were expressing high percentage of
freezing or escaping and the study aim is to discriminate the animals through the
severity of behavioral alterations, the 3 left integers limitations were assessed according
to statistical parameters of the FS group, specifically the 25% and 75% percentile of the
FS data set (Figure 17, supplementary data).
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Figure 10: First step of profiling behavioral analysis: characterization of resilient
and generalized anxiety-like phenotype mice.

Two variables with the higher variance were chosen to each test: A. Percentage of freezing
and percentage of time escaping the test box at day 16 during the new and neutral context
(left panel) and object (right panel) exposure. B. Percentage of time spent (left) and the
mean velocity (right) on open arms of the Elevated-plus Maze (EPM; day 18). C. Ratio of
the median of maximum amplitude of response of the 5 last trials over the 5 first trials
(RVmax left) and the ratio of the latency to obtain the maximum amplitude (R™ax, right)
during the airpuff startle. D: the first step of the classification leads to a composite score
for each mouse, above a score of 7 (maximal score for no foot-shocked control animals),
the mice’s phenotype is considered as generalized anxiety-like phenotype. For A-C: Score
from 0 to3 (0, 1, 2 and = 3; numbers on the right; each symbol represents one
animal). . FS exposed mice, © No-FS (controls) mice, bar: median). For statistical
characteristics of upper and lower limits for score of each variable Figure 11.

Elevated-plus maze (EPM, Figure 10B): This spontaneous behavioral test is
mainly used to assess anxiety, represented in our context by lower time spent and lower
velocity in open arms. The Swiss mice are susceptible to stress. We were then expecting
that even No-FS would have expressed a certain degree of anxiety. So, the weights were
assed according exclusively on No-FS data set statistical parameters. But another
behavioral alteration could be observed in this test, if animal spent most of their time in
open arms and/or an increased velocity. These results could suggest a risky phenotype.
To be able to consider the two opposite altered behavior in the EPM, the weigh was
assessed in two opposite ways, below (threshold up) or above (down) the integer 0. The
integers 1, 2 and 3 were then delimited by the 25%, 75% and 95% percentiles (Figure
17).

Startle (Figure 10C): The test analyses are always characterized by the
maximum amplitude of response (Vmax) and the latency to obtain this response (Tmax).
We then evaluate the habituation by comparing the response in the last 5 trials with the
last 5 first trials in a session composed of 40 trials. So, we calculate the ratio of each
variable, RVmax gnd RTmax respectively. The characteristics of hyperarousal are verified in
the presence of both a lack of decreased response amplitude (indicating habituation)
and a reduction in response latency. To be less restrictive than a threshold above or
below 1, we considered a real habituation profile according to No-FS, when the RVmax
was inferior to 0.83 and the R™ax superior to 1.1. The threshold delimited the integers 2
and 3 were also given in accordance of statistical parameters of the No-FS data set

(Figure 17).
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C.5.a. Samples preparation

Animals were deeply anaesthetized by isoflurane 4% for 4 min and brain were
perfused by PBS solution then immediately collected and fresh frozen in -25°C-cooled
isopentane solution and stored at -80°C. Twenty micrometers thick coronal sections of
the brain were cut at -15°C using a cryostat device and applied on Superfrost+® slides.
Three adjacent brain sections of bilateral paraventricular nucleus of hypothalamus
(PVN, Bregma -0.82mm to -0.94mm), bilateral amygdala (AMG, Bregma -1.34mm to -
1.58mm), locus coeruleus (LC, Bregma -5.34mm to -5.52mm), and periaqueductal gray
were cut (PAG, posterior part Bregma -4.96mm to -5.02mm and anterior part Bregma -

4.48mm to -4.36mm).

C.5.b. Immunohistochemistry

Fresh frozen sections were first post-fixed on previously 4°C cooled PFA 4%
during 30 minutes. Then sections were permeabilized with a Triton 0.1% solution
during 15 minutes. After a 2 hours’ saturation treatment in Emerald® antibody diluent
(cat. #936B-08, Sigma-Aldrich), the overnight cold incubation of primary antibodies
was carried out: rabbit anti-Fos (1:1000; Abcam, cat. # ab190289), chicken-anti-TH
(1:1000; Abcam, cat. ab76442) and mouse Ig2b-anti-PKCdelta (1:1000; BD Biosciences,
cat. #610398). The next day, the secondary incubation was performed for 2 hours:
Donkey anti-rabbit IgG (Alexa Fluor™ 568, 1:2000; Thermo Fisher Scientific, cat.
#A10042), donkey anti-chicken IgY (Alexa Fluor™ 488, 1:2000; Jackson Immuno
Research, cat. #703-545-155) and goat anti-mouse IgG2 (Alexa Fluor™ 488, 1:1000;
Thermo Fisher Scientific, cat. #A2114). All steps were followed by two consecutive 3
minutes rinses in PBS 1X solution. The mounting procedure was performed with

ProLong™ Gold Antifade Mountant with DAPI (cat. P36931).

Figure 11: Second step of profiling behavioral analysis and characterization of two
profiles among generalized anxiety phenotype mice through their defensive
behavior. A. Profiling of FS susceptible mice according to their behavior the day of the
full context exposure. An animal was considered as escaper when their presented at least
one escaping attempts. B-C. Percentage of freezing (B) and escaping (C) through all the
procedure, the day of the footshocks exposure (FS), during the partial (day 5 and 17) and
full (day 28) context exposure. Friedman statistical analysis: *, p-val < 0,05; **, p-val <
0,01 and ***, p-val < 0,001. each light-colored symbol represents an animal. And the dark
colored symbol the median of the cluster. ® No-FS, no-footshocks exposed mice (control)

FS-Res, stressed resilient mice M FS-Frz, stressed susceptible freezing mice m FS-Esc,
stressed susceptible escaping mice.
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Because heterogeneous variance of the different groups, non-parametric tests
were used for all the results presented in this study. Post-hoc multiple pairwise
comparison of mean ranks for all group were performed. Spearman correlations were
calculated between behavioral (day 28 freezing and escaping; composite generalized
anxiety-like score) and cellular data and only significant results are shown. All statistical
analyses were performed with Statistica® software. All graphs were made using

Prism® software.

D. Results

Step 1: The first aim of the behavioral tests performed in our procedure was to
determine whether the mouse general behavior could be first considered as generalized
anxiety or not. As for the clinical questionnaire PCL-5, we created a behavioral alteration
global composite score that would help categorizing each animal into resilient vs
generalized anxiety phenotypes. We focused on four tests (Figure 10): new/neutral
objects (NO) and context (NC) exposure at day 16, the elevated-plus maze test (EPM) at
day 18, and the air puff startle test at day 23. Two variables with the higher variance
were chosen per test. A weight was assigned to each variable’s data from 0 to 3 integer,
according to the level of the dispersal of the behavior from the non-FS control one
(Figure 10A-C; see Figure 17 for statistical characteristics of upper and lower limits for
score of each variable). The sum of the weighted data from the four behavioral tests
(eight variables in total) corresponds to a cumulative and composite generalized
anxiety-like score to each animal (Figure 10D). The higher the composite score, the
higher change from non-FS controls and therefore the more extreme was considered the
behavior of FS animals. As the maximal global score of non-FS mice was 7, then we
consider a score inferior to 7 as a control/resilient phenotype and above 7 as
generalized anxiety/susceptible phenotype. With this first step, among 31 foot-shocked
animals, we distinguished 20 mice with a phenotype defined as generalized
anxiety/susceptible (i.e. a global score above 7, 64.5% of FS mice), from the other 11 FS

mice that obtained a score under 7, named FS-Resilient (FS-Res, 35.5%) mice (Fig. 1D).
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Step 2: The second aim of the classification was to evaluate if the FS mice
presenting a generalized anxiety-like behavior could be discriminated according to their
defensive behaviors to FS context re-exposure on day 28. The animals were categorized
following two behavioral phenotypes (Figure 11A): animals with a high rate of freezing
only, named FS-Freezer (FS-Frz), and animals with a low rate of freezing but having
tried to escape at least once, named FS-Escaper (FS-Esc). This second step of behavioral
analysis leads to the classification of FS mice into three phenotypes: 11 animals were
classified as FS-Resilient ( , 35.5%), 13 as FS-Freezer (FS-Frz, 42%) and 7 as FS-
Escaper ( 22.5%).

The day of the footshocks (on day 0), FS-Res showed a higher level of freezing
behavior than FS-Frz (H= 36.044, p-val < 0.001) and FS-Esc (H= 36.044, p-val = 0.013;
Figure 11B). No escaping behavior was observed (Figure 11C). Animal from the three
clusters showed tail rattling, a specific behavior only observed the day of foot-shocks
(Figure 18, supplementary data).

On next days, we wanted to investigate if the freezer and escaper susceptible
phenotypes were stable across time. Firstly, during partial and full context re-exposure
(Figure 11B-C), the time spent freezing was increased on day 5-17 and 28 in FS-Frz
(Figure 11B; Friedman analysis: X?=13.89, p-val = 0.0031; comparisons to FS values: p-
val< 0.05; p-val< 0.08 and p-val < 0.01, respectively) and the time spent escaping was
increased on day 17 and 28 in FS-Esc (Figure 11C; Friedman analysis: X?= 30.75, p-val <
0.0001; comparisons to FS values: p-val< 0.001 and p-val < 0.01, respectively).
Regarding FS-Res, the time spent freezing was decreased on day 5 and 17 (Figure 11B;
Friedman analysis: X?= 24.27, p-val < 00001; comparisons to FS values: p-val < 0.001
and p-val < 0.001) whereas the time escaping was increased on day 17 (Figure 11C;

Friedman analysis: X?= 30.75, p-val < 00001; comparisons to FS values: p-val < 0.001).
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Figure 12: Percentage of freezing (A, B) and escaping (C, D) during foot-shock (FS)-
associated and new/neutral object (A) or context (B) exposures.
From left to right and up to bottom, percentage of time spent freezing at day 7, day 14
and day 16 during the object exposures (A, C) and during the partial (B, D) (at day 5 and
at day 17), full context (day 28) and new context (day 16). Kruskal-Wallis and post-hoc
statistical analysis between FS mice/ FS mice with No-FS mice: */$, p-val < 0,05; **/$$,
p-val < 0,01 and ***/$$$, p-val < 0,0001. m No-FS, no-footshocks exposed mice (control)
FS-Res, stressed resilient mice MFS-Frz, stressed susceptible freezing mice ®m FS-Esc,
stressed susceptible escaping mice. Each symbol represents one animal. A FS mice, O
No-FS mice.
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We also compared the percentage of freezing (Figure 12B) and the percentage
of time trying to escape (Figure 12D) between groups each day of context re-exposure
using Kruskal-Wallis statistical analysis. Analysis of variance of the two defensive

behaviors, freezing and escaping, analysis highlighted significant effects at day 5 (H=
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30.83, p-val < 0.0001 and H= 30.67, p-val < 0.0001), at day 17 (H= 32.63, p-val<0.0001
and H= 30.67, p-val< 0.0001) and at day 28 (H= 33.06, p-val<0.0001 and H= 21.58, p-val
= 0.0001). The post-hoc analysis revealed that the FS-Frz and FS-Res mice showed
higher levels of freezing than No-FS mice (day 5: p-val < 0.0001 and p-val = 0.003; day
17: p-val < 0.0001 and p-val = 0.002; day 28: p-val =<0.0001 and p-val < 0.0001) and
only FS-Frz comparing to FS-Esc at day 17 (p-val = 0.023) and day 28 (p-val = 0.027). Fs-
Res presented higher freezing rate than FS-Esc when the full context was presented at
day 28 (p-val = 0.019). In an opposite way, FS-Esc presented a higher percentage of
escaping attempts than FS-Frz and No-FS at day 17 (p-val = 0.006 and p-val < 0.0001)
and higher than, FS-Frz, FS-Res and No-FS too at day 28 (p-val = 0.010, p-val = 0.013 and
p-val = 0.011). Fs-Res presented higher rate of escaping than FS-Frz and No-FS at day 17
(p-val < 0.044 and p-val = 0.0005). Secondly, we focused on freezing (Figure 12A) and
escaping (Figure 12C) behavior to FS-related cues, the camphorated alcohol-soaked
sponge and the metallic grid delivering the foot-shocks, initially presented during the
trauma were placed into the house-cage of each animal during 5 minutes at day 7 and
day 14 respectively. First, when the sponge and the metallic grid were placed into their
home-cage at day 7 and day 14 respectively, there was a significant difference in
percentage of time spent freezing between clusters (Kruskal-Wallis variable, H=14.36,
p-val=0.0025; H=27.89, p-val < 0.0001; Figure 12A). Post-hoc comparisons test
indicated that both FS-Frz and FS-Res animals significantly spent more time on freezing
than No-FS mice, both at day 7 (p-val = 0.0035 and p-val =0.031, respectively) and day
14 (p-val = 0.0024 and p-val <0.0001, respectively). The statistical analysis revealed a
significant higher freezing percent at day 14 for FS-Res comparing to FS-Esc clusters (p-
val = 0.016). Regarding the escape attempts (Figure 12C), there was also a significant
difference between groups at day 7 and day 14 (H= 19.43, p-val = 0.0002; H= 14.66, p-
val = 0.0021 respectively). The post-hoc pairwise comparison tests revealed that the
percentage of time trying to escape the home-cage is significantly higher for FS-Esc mice
comparing FS-Frz animals at day 7 (p-val = 0.013). There was also a significant higher
percentage of escape time in FS-Esc mice comparing to No-FS rodent at both day 7 (p-val
= 0.0005) and day 14 (p-val = 0.0034).

Overall, among susceptible animals, freezing and escaping behaviors to FS-
related reminders and contexts were observed from day 5 to day 28 in freezers and

escapers groups respectively showing a defensive behavior persistent over time.
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Defensive behaviors to FS-related cue and context were also persistent in FS-Resilient
mice but were not generalized to new and neutral object (NO) and context (NC) such
as observed in freezers and escapers phenotypes (Figure 12, right graphs). The
Kruskal-Wallis tests revealed a significant difference between group for the percent of
time spent freezing (H= 26.96, p-val< 0.0001 and H= 24.79, p-val< 0.0001 for NO and
NC tests respectively (Figure 12A-B). Precisely, FS-Frz mice showed higher freezing
rate with FS-Esc mice and FS-Res mice both with a new context (p-val = 0.0014, p-val =
0.0041; Figure 12B) and with a new object (p-val = 0.0002, p-val = 0.049; Figure 12A).
FS-Frz mice also showed higher percentage of freezing when presented to a new context
and a new object comparing to No-FS (p-val = 0.0001 and p-val = 0.0002, respectively).
For the escape attempts (Figure 12C-D), the non-parametric statistical analysis
revealed significant differences between groups both when a new context NC (H= 22.28,
p-val = 0.000; Figure 12D) and when facing to a new object NO (H= 21.90, p-val =
0.0001; Figure 12C). Indeed, while NC and NO were presented, FS-Esc mice showed
higher escaping time percentage comparing FS-Frz mice (p-val = 0.022), FS-Res mice (p-
val = 0.042) and to No-FS mice (p-val < 0.0001). The same results were obtained when
comparing FS-Esc mice with FS-Frz (p-val = 0.017), with FS-Res (p-val = 0.012) and with
No-FS (p-val< 0.0001), while the new object was present into the test box.

Taken together, the longitudinal behavior analysis to FS-related and neutral
cues suggested i) anxiety-like behavior generalization to neutral cue only in susceptible
animals; ii) defensive behavior to FS-related context and cues persist over time in

freezer and escaper clusters that might be considered as a PTSD-like behavioral profile.

As separate behavioral profiles may relate to different network activities, we
wanted to correlate the behavior of animal representative of each phenotype with brain
cellular activity after a FS-related context re-exposure. We suspected that even if the
same brain structures such as PVN, LC, AMG and PAG, were involved in all the FS mice,
the sub-regions activities would be different depending on the three phenotypic
subgroups. All analysis were obtained with the median of the number of cFOS+ cells of

three structure sections.
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First, to investigate the brain area involved in the physiological stress
response, we looked at the PVN and LC activities (Figure 13). The statistical analysis
revealed a significant difference of number of Fos positive cells in PVN at Day 28
between groups (Figure 13B; H= 11.89, p-val = 0.0078). The post-hoc test explained
that FS-Frz and FS-Esc but not FS-Res had higher Fos positive cells rate in PVN
comparing to No-FS (p-val = 0.0096, p-val = 0.033 and p-val = 0.22, respectively). For the
LC, the statistical analysis revealed no cluster difference (Figure 13D; H= 6.72, p-val =
0.08).
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Figure 13: Cellular activation of PVN and LC after full FS-associated context re-
exposure.

A. Representative section of No-FS (left panel) and FS (right panel) group: fluorescent
immunohistochemistry of Fos protein(red) and the nuclear marker DAPI (cyan). B, D.
Number of Fos+ cells in PVN were higher in the PTSD-like phenotypes. No difference
was found in LC. Post-hoc Kruskal-Wallis test: $, p-val<0,05 and $$, p-val<0,01,
comparison of FS mice with No-FS mice. C. Representative section of LC in accordance
with Paxinos atlas: fluorescent immunohistochemistry of Fos protein, DAPI and the
Thyroxine Hydroxylase (TH, green), marker of monoaminergic cells. Scales: A, 50 um
and C, 100 um. ™ No-FS, no-footshocks exposed mice (control) = FS-Res, stressed
resilient mice MFS-Frz, stressed susceptible freezing mice ™ FS-Esc, stressed
susceptible escaping mice. Each symbol represents the median of three sections, A FS
mice, O No-FS mice.
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Figure 14: Cellular activation of right AMG nuclei after full FS-associated context
reexposure.

A. Brain slices focusing on the four main AMG nuclei: lateral (LA), basolateral (BA), central
lateral (CeL) and central medial (CeM). Fluorescent immunohistochemistry of PKCd (green) to
delimits the CeL border, Fos (red) as recently-activated neuron marker and DAPI (blue) as
nuclear maker. B-C. From left to right: Representative section of No-FS, FS-Res, FS-Frz and FS-
Esc phenotypes. Rectangles represent a zoomed-in section of on LA (B) and the CeL (C) nuclei.
Scale bars 200 pm (A), and 50 um (D-E). White arrows indicate FOS+ cells D. Number of Fos+
cells were higher in the right LA (rLA) and right CeL (rCeL) of FS-Frz and FS-Es but not in FS-Res
clusters, Post-hoc Kruskal-Wallis test: *: p-val<0,05, **: p-val<0,01 and ***: p-val<0,001, $: p-val
for comparing of FS-mice with No-FS mice, p-val < 0,05 for all; each point represents an animal,
/A FS mice, O No-FS mice. E. Spearman correlation of the number of Fos+ in the rLA (top) and
rCeL (bottom) and the composite anxiety-like score of FS mice. **: p-val<0,01, r: spearman
correlation; each symbol represents the median of three sections, A FS mice, O No-FS mice;
No-FS, no-footshocks exposed mice (control) = FS-Res, stressed resilient mice B FS-Frz, stressed
susceptible freezing mice m FS-Esc, stressed susceptible escaping mice.

HETEROGENEITE DE LA REPONSE A UN STRESS DE FORTE INTENSITE EMMA LARDANT




The cognitive stress response was assessed by investigating the cellular
activities of the AMG and the PAG. First, the AMG activity was analyzed into the 4
anatomo-functional nuclei (BLA, LA, CeL and CeM (Figure 14A). We distinguished the
left and right amygdala. No significant difference between groups in all the left amygdala
nuclei was observed (data not shown). In contrast, significant results were observed in
two right (r) AMG nuclej, i.e. in rLA (H = 8.914, p-val = 0.031) and in rCeL (H = 11.30, p-
val = 0.010; Figure 14B-D). Precisely, the number of Fos positive cells in the rLA was
higher for both FS-Frz and FS-Esc compared to FS-Res (p-val = 0.022, p-val = 0.034,
respectively) and compared to No-FS (p-val = 0.046, p-val = 0.045, respectively). The
same result was observed when comparing the number of rCeL Fos+ cells of FS-Frz and
FS-Esc with FS-Res (p-val = 0.048, p-val = 0.038, respectively) and with No-FS (p-val =
0.041, p-val = 0.018, respectively). The spearman correlation between the amygdaloidal
nuclei’s cellular activities and the composite score of generalized anxiety were assessed
(Figure 14E). While no significant correlation was found with the BLA and the CeM
(data not shown), significant positive correlation was found with the LA and the CeL

nuclei (spearmanr = 0.61, p-val = 0.0126 and spearman r = 0.71, p-val = 0.0014).

Even if PAG is quite an extended brain structure (2 mm in the rostrocaudal axis
(Franklin and Paxinos 2019), the anatomical and functional connectivity along is not
quite clear (Linnman et al. 2012). The excitotoxic lesions of the posterior but not the
anterior part of PAG provoked a reduction of conditioned freezing behavior (LeDoux et
al. 1988). Other studies based on stimulations suggested that posterior part should be
involved in flight and freeze defensive behaviors, while anterior part might be
implicated in confrontational defensive reaction (fight) and backward avoidance (P
Carrive et al. 1997; Pascal Carrive 1993). More is known for the sub regions of the PAG,
with the dPAG associated to escape and innate freezing. Indeed, numerous studies have
examined the anterior PAG and defensive behaviors. However, there has been
considerable variation in the stereotaxic coordinates of the anterior PAG region of
interest from one study another. Distinct afferences and efferences along the antero-
posterior axis are suggested by the lack of convergence between lesion and stimulation
results (Pascal Carrive 1993; Harricharan et al. 2016; Linnman et al. 2012; D M L Vianna
and Brandao 2003). Here, the PAG cellular sub-regions activities (dPAG, IdPAG, IgPAG

and vPAG) were analyzed between groups (Figure 15A) in two regions, called anterior
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and posterior part. No differences were observed in both anterior and posterior part of
left and right lateral regions of PAG (data not shown) contrary to dorsal and ventral PAG
(dPAG and vPAG respectively). Indeed, in both the anterior and posterior part of the
vPAG (Figure 15), significant differences were observed between groups (H= 13.39, p-
val = 0.0039 and H= 10.41, p-val = 0.0154, respectively). Only FS-Res mice presented
higher positive cells rate than control group in the anterior vPAG (Figure 15B; p-val =
0.045). The intergroup post-hoc analysis revealed that FS-Esc mice cellular activation
was lower than FS-Res mice (p-val = 0.047) in the anterior part of the vPAG. In the
posterior vVPAG (Figure 15B), all 3 FS mice presented higher FOS+ cells than No-FS mice
(FS-Res p-val = 0.049, FS-Frz p-val = 0.030 and FS-Esc p-val = 0.49). Furthermore, to
assess a differential neural activity along the antero-posterior axis of the vPAG, the
analysis of the anterior/posterior ratios of FOS+ cells (Figure 15B) revealed that the
number were lower than 1, suggesting a higher activation in the posterior vPAG of FS-
Esc mice (p-val = 0.0083).

Regarding the dPAG, differential cellular activation variations were found
between group in both anterior and posterior part of the dPAG Figure 15C, H= 7.49, p-
val = 0.049 and H= 11.54, p-val = 0.009, respectively). In the anterior part, the
intragroup analysis revealed that FS-Frz phenotype cellular activation was lower than
No-FS in anterior (p-val = 0.048). The intergroup analysis reported that FS-Frz
presented lower Fos positive cells (p-val = 0.0036). In the posterior part of the dPAG
(Figure 15C), FS-Esc cellular activation was lower than No-FS (p-val = 0.0041).
Additionally, while, the FR-Esc did show lower rate in the posterior part of the dPAG (p-
val = 0.048) compared to FS-Res. The analysis of the anterior/posterior ratios revealed
that the number of FOS+ cells were higher in the posterior dPAG in No-FS and FS-Frz
(Fig.6C; p-val = 0.0135, and p-val = 0.0001).

To go further in the analysis, correlation of cellular activity and the defensive
behaviors at day 28 (freezing and escaping) were assessed (Figure 15D and Figure 19,
supplementary data). No significant correlation was found for percentage of time spent
freezing and the vPAG (both anterior and posterior part, Figure 19 supplementary
data) and the anterior part of dPAG (Figure 15D). Concerning the posterior part of the
dPAG (Figure 15D), the spearman analysis revealed a significant positive correlation
between the number of FOS+ cells and the percentage of time spent freezing at day 28

(spearman r = 0.60, p-val = 0.0287).
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Figure 15: Cellular activation of anterior and posterior PAG after FS-associated context re-
exposure.

A. Brain slices focusing on the 4 columns (dorsal, dPAG, ventral, vPAG, and left/right lateral,
IIPAG/rIPAG) of anterior (1, left, Bregma -4.48mm to -4.36mm) and posterior (2, right, Bregma -
4.96mm to -5.02mm) posterior PAG. Fluorescent immunohistochemistry of Fos (red) as recently-
activated neuron marker and DAPI (blue) as nuclear maker. Scale bars: 200 pm. B-C. Number of Fos+
cells were higher in the posterior vPAG (B) of all FS mice and lower only in the anterior and posterior
dPAG (C) compared to FS-FRZ and FS-Esc mice respectively. While the FS-Esc mice showed a lower
cellular activation of the anterior vPAG, the FS-Frz showed also a lower activation of the anterior part,
but of the dPAG. Post-hoc of Kruskal-Wallis test: *: p-val<0,05, **: p-val<0,01. Each point represents
an animal. D. Spearman correlation of the number of Fos+ in the anterior (left) and posterior (right)
dPAG and percentage of time spent freezing. @ No-FS, no-footshocks exposed mice (control) m FS-
Res, stressed resilient mice MFS-Frz, stressed susceptible freezing mice ™ FS-Esc, stressed
susceptible escaping mice. Each symbol represents the median of three sections, 2\ FS mice, O No-FS
mice.
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E. Discussion

The main challenge of an animal model is to mimic the conditions under which
the pathology develops, while at the same time obtaining behavioral changes that might
be translated to human symptoms to bring to light new biomarkers and, eventually,
original, and personalized treatment. In this article, the refinement of behavioral study
using a two-step profiling analysis revealed three phenotypes among foot-shocked mice:
one resilient group and two susceptible phenotypes with generalized anxiety-like
behavior expressing freezing or escaping behaviors. Among these three FS phenotypes,
differential brain cellular activations were observed in AMG and PAG supporting the
crucial need to refine behavioral analysis and separate different clusters in foot-shocked

animals (Tableau 1 for a synthesis of the results).

PTSD-like behavioral alterations FS-Res CIHS&E
Fear gcncrahzatlon over x v v
Step one: Generalized new /neutral object/context
anxiety Hypervigilance x v v
Anxiety-like behavior X v v
ST:ep‘1:wo : Avmda‘ncc Avoidance of full/conrete FS- v v v
criteria and behavioral )
subtypes associated cues (freezing) (freezing) (escaping)
(sub)Phenotypes Resilient | RIS DSCR
PVN = A A A
LC = = =
BA = = =
= A A
right AMG CLi. — 2 2
cFOS protein expressions CeM - - -
dorsal PAG Anterior . = -
Posterior = = N
Anterior A = =
ventral PAG Posterior A A

Tableau 1: Summary table of behavioral and neurobiological results.

Behavioral and immunohistochemical results are mentioned for the three foot-shocked
mouse phenotype. v'/Xpresence/absence of PTSD-like criteria. 7 (increase as compared
to No-FS mice) /N (decrease) of Fos protein expression in the paraventricular nucleus of
the hypothalamus (PVN), the locus coeruleus (LC), the right amygdala nuclei
(basolateral-BLA, lateral-LA, central lateral-CeL and central medial-CeM) and
anterior/posterior dorsal and ventral periaqueductal gray matter (dPAG/vPAG).
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The heterogeneity of PTSD supports the need to refine animal preclinical model
to provide more personalized treatments. The present study showed that behavioral
phenotyping might be the cornerstone when studying intense stress. Indeed, the two-
step behavioral profiling analysis proposed here highlights the importance to include
several complementary behavioral tests in order 1) to validate the complex behavioral
deficits on FS mice and 2) to identify distinct profiles among animals presenting
behavioral alterations such as defensive behavior generalization to neutral cues. The
major key point of this analysis is to consider both the severity of the symptoms by using
a cumulative behavioral score and persistent defensive behavior that might be
considered as a PTSD-like profile. One caveat of our analysis is the impossibility to
separate the confounding effect of behavioral tests on each other (Saré, Lemons, and
Smith 2021).

The first step of the present analysis separated susceptible from resilient
animals, as previously described in different animal models (Colucci et al. 2020;
Deslauriers et al. 2019; Jeong et al. 2020; Olson et al. 2011; Philbert et al. 2011;
Siegmund and Wotjak 2007; Torrisi et al. 2021; Verbitsky, Dopfel, and Zhang 2020). We
looked at the anxiety-like behavior using open-field test before the foot-shock exposure
(Figure 19, supplementary data). no difference was observed between groups then
pre-existent difference of the anxiety-like behavior cannot explain difference between
resilient and susceptible animals. Most of the behavioral analysis of PTSD mice models
focus mainly on fear associated behavioral alterations and tend to overlook the other
core symptoms of the PTSD, as the fear generalization, the hypervigilance or the
negatively altered mood (Messent 2013). Generalization of anxiety-like behavior was
crucial in the present study. Indeed, the resilient animals showed an interesting
behavioral pattern as they expressed a strong defensive behavior during the foot-shock
delivery (tail rattling and huge freezing amount) and the re-exposure to FS-related cues
without generalizing to any neutral cues (Figure 20, supplementary data).
Furthermore, the studies that carried out non-stress associated tests considered the
phenotype of an animal as PTSD-like by using only one or two tests. The composite
analysis of multiple behavioral tests carried out on different days and the modeling of
multiple DSM-V symptoms reflect the robustness of our model by avoiding artificial
state-dependent anxiety-like behavior observed with a unique behavioral test day. The

global composite score, reflecting the cumulative variance from several behavioral tests
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not related to FS, would therefore assess the severity of anxiety-like behavioral
alterations after foot-shock.

The second step of the present profiling analysis was used to assign a specific
behavioral response in FS susceptible animals that could be divided into two groups
according to the nature of their defensive behavior: passive response for freezers and
active response for the escapers. However, the processing of the switch between
freezing and escaping in our procedure is not clear. In fact, De Franceschi et al. (De
Franceschi et al. 2016) demonstrated that the visual detection of a predator was
sufficient for mice to innately choose between freezing or escaping behaviors, according
to predator distance. In our procedure, the source of the danger is not visible for the
animal, but the two behaviors are displayed by rodents, and the conservation of one of
these behaviors throughout the entire procedure could be described as a behavioral
profile. Personality traits exist in animals (Forkosh et al. 2019; Gosling 2001; Mehta and
Gosling 2008), but it seemed more appropriate to refer to the behavioral profile of
personality traits in our case, as we only looked at behavioral responses in specific tests
on isolated animals. Our phenotype classification, freezers, and escapers, is less complex
and only look at one parameter (coping mechanisms) that is constant along the entire
procedure. The a posteriori analysis of all behavioral tests showed that both FS
susceptible and FS resilient mice presented a high rate of defensive behaviors during the
multiple FS-associated object or context presentations (avoidance symptoms), reflecting
an aversive memory persistent over time. Nevertheless, only the FS susceptible mice
presented both the avoidance symptoms with a generalized anxiety-like phenotype.
According to the DSM-V, only the FS susceptible mice checked all the criteria: avoidance,
anxiety, hypervigilance, and fear generalization (Tableau 1). The freezer and escaper
mice could therefore be considered as PTSD-like phenotypes.

Miller and colleagues, then other researchers’ teams after (Egerton, Radomski,
and Read 2019; Jaksi¢ et al. 2012; Mark W Miller and Wolf 2013; Wolf et al. 2013)
obtained, through a three-factor model of personality cluster analysis (D. Watson, Clark,
and Harkness 1994), at least three distinct PTSD subtypes in veterans subjects. Since
personality traits are a variance of behavioral patterns among individuals, it could also
reflect a variance of brain activity (Baykan et al. 2019; O’Gorman et al. 2006; Sugiura et

al. 2000; Troisi Lopez et al. 2022).
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Figure 16 (supplementary data): Statistical characteristics of upper and lower
limits for score assessment.

A. Score from 0 to 3 integer. No-FS: no foot-shocked animals are used as control group.
Max: maximum value of the data set; std.error: standard error of the data set; Q1: 25%
percentile of the data set; Q3: 75% percentile quartile of the data set; No-FS: No-foot
shocked animals and FS: foot shocked animals. B. Table of the real value of the
limitations for the new context/object exposition and the air puff startle response test.
Due to the particularity of the data set, the EPM test 1, 2 and 3 integers are double.
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In the objective to find biomarkers of both PTSD susceptibility and PTSD
subtypes that are still lacking, we analyzed the cellular activity of four brain areas
implicated in emotional processing and defensive behaviors: the PVN, the LC, the AMG
sub-nuclei and the PAG. Consistent with our hypothesis, we found divergent cellular
activities discriminating susceptible from resilient mice, but also PTSD-like phenotypes/
behavioral profiles. PVN is an essential structure in the cerebral stress response circuit.
Susceptible mice had an increased number of Fos positive cells in the PVN after FS-
related context re-exposure, without clusters distinctions. These results are consistent
with previous studies, demonstrating activation of PVN cells after a 60 to 120 min after
an electrical foot-shock (Bonapersona et al. 2022; Bullitt 1990; X. Lin et al. 2018) or any
stressors (K. ]J. Kovacs 1998; L. A. Kovéacs et al. 2018; Laorden, Castells, and Milanés
2003; Watanabe, Stone, and McEwen 1994). Here, we did not analyze the c-Fos
expression after the stressor itself, but after behaving in the context, a reminder of foot-
shock 28 days after as previously observed (Silva, Burns, and Graff 2019). Our data are
also consistent with the fear memory engram of the PVN hypothesis (Hasan et al. 2019).
Briefly, Hasan et al. demonstrated that PVN oxytocin system encodes for context-
specificity. As in our procedure we only looked at activated neurons in PVN without any
subtype cellular discrimination, we could not go any further in the interpretation of the
results. Interestingly, no significant increase of Fos positive cells in the PVN was not
observed in FS-Resilient cluster suggesting the inhibitory control of PVN was still
functional in the resilient group and probably impaired in susceptible animals (Ulrich-
Lai and Herman 2009).

The results on the LC are not as expected, as this structure is known to be active
after all type of stress and the hypernoradrenergy is a characteristic of PTSD patient and
animal model (Le Dorze et al. 2019; Hendrickson and Raskind 2016). The latency
between the test and the brain extraction (90 min) could explained the lack of significant
result, as the LC, directly connected to sensorial system, could be activated more rapidly
than other structures. Concerning AMG activity, FS related -context re-exposure induced
Fos activation of susceptible mice in both LA and CeL was higher than of resilient
phenotype mice. As most studies, the AMG Fos activity is mainly analyzed after the first
stress exposure (L. A. Kovacs et al. 2018; Radulovic, Kammermeier, and Spiess 1998), as
LA neurons are known to be activated during fear conditioning (Bergstrom et al. 2013;

Bergstrom, McDonald, and Johnson 2011). Most of studies of memory retrieval after
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contextual fear were focused on hippocampus and cortex (Strekalova et al. 2003;
Toropova et al. 2020). Our results are still in accordance with studies showing an
increased number of Fos neurons on CeL and LA of susceptible mice after long-term full
context recall (An et al. 2021; Milanovic et al. 1998; Silva, Burns, and Graff 2019). Lin et
al. found higher Fos expression in susceptible mice one hour after foot-shock stress and
no difference one week after but without any stress reminder (X. Lin et al. 2018).
Therefore, activation of the AMG in the present study in susceptible mice might be
attributed to the context reminder that recall the conditioned memory. The non-
activation of AMG of resilient mice, by suggesting an inhibitory control of amygdala
activity even these animals showed an important amount of freezing behavior, supports
the relevance of our behavioral profiling analysis. More interestingly, the severity of the
symptoms quantified by the composite global behavioral score was positively correlated
with the number of Fos-positive cells in the lateral and central-lateral right nuclei of
AMG suggesting an AMG inhibition removal in susceptible animals. The specific
activation of the right part of AMG corroborated previous findings in PTSD-like memory
impairments in mice (Kaouane et al. 2012) suggesting a hypothetical lateralization of
emotions in rodents (Gainotti 2021). Lesion studies suggested a role of central nucleus
of AMG in freezing behavior and the involvement of lateral and basal nuclei in
conditioned escaping (Choi, Cain, and LeDoux 2010; Lazaro-Mufoz, LeDoux, and Cain
2010). Regarding the same level of activation in both groups, further double
immunolabelling in AMG nuclei should be required to dissociate freezer and escaper
behaviors in our protocol.

A dualistic role of dPAG and vPAG in the expression of defensive behaviors in
function of the distance of the stressor had already been suggested: when the danger is
immediate and escapable, the dPAG is activated and its connection to amygdala lead to
escape attempts. On the contrary, when the situation is inescapable, the vPAG-CeA
circuits underlined the freezing behavior (Canteras and Goto 1999; P Carrive et al. 1997;
Comoli, Ribeiro-Barbosa, and Canteras 2003; D M L Vianna, Landeira-Fernandez, and
Brandao 2001; Daniel Machado Luiz Vianna et al. 2003). The switch between freezing
and escaping behaviors is not clear, as all animal in our procedure are exposed to a

closed and inescapable box.
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Figure 17 (supplementary data): Footshocks-induced specific behaviors into FS
mice.

A. Number of tail rattling through the all procedure. Each bright colored symbol
represents an animal and each dark colored symbol represents the median of the group.
B-C. Number of tail rattling (B) and the percentage of freezing (C) the day of the foot-
shock exposure (FS). Statistical analysis: post-hoc of Kruskal-Wallis: *, p-val < 0.05; **, p-
val = 0,001 and *** p-val < 0,0001. Each symbol represents an animal. ® No-FS, no-
footshocks exposed mice (control) = FS-Res, stressed resilient mice M FS-Frz, stressed
susceptible freezing mice M FS-Esc, stressed susceptible escaping mice; each symbol
represents one animal A FS mice, O No-FS mice.

Nevertheless, the activation of the ventral PAG in both FS-Frz and FS-Res mice,
presenting a high percentage of reminder-associated freezing is concordant with the
literature (Marcus L Brandao et al. 2008; Daniel Machado Luiz Vianna et al. 2003).
Interestingly, PTSD-like phenotypes could be mainly discriminated with both the dPAG
and the vPAG but also along the anteroposterior axis. In fact, while FS-Frz presented a
high rate of freezing in FS -associated context, FS-Esc presented less freezing, more
escaping behavior and fewer FOS+ cells in the posterior part of the dPAG. Furthermore,
while both FS-Frz and FS-Res showed high rates of freezing at day 28, they did not
present the same cellular activation in the PAG and AMG. The differential neural activity
between resilient and freezer mice suggested a distinct freezing behavior and probably
separated cognitive processes. Taken together, the present results suggest a role of
“activator” of both defensive behaviors for the posterior vPAG while the posterior dPAG

might play a role of a switch between passive and active defensive behavior. It might
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suggest a dual activation gradient along the anteroposterior and dorsoventrally axes of
the PAG. The central amygdala is connected to both ventral and dorsal PAG, so the
internal circuitry involvement could differ between FS-Frz, FS-Esc and FS-Res animals
and should be further tested using optogenetic control of functional connectivity.

In conclusion, the two-step profiling analysis revealed heterogeneity in foot-
shocked mice by discriminating both susceptible and resilient mice and two PTSD-like
phenotypes. This new classification highlighted divergent brain cellular activity in core
structures of PTSD development that strongly interact with one another during fear
memory acquisition, integration, and its expression. Being correlated to right amygdala
activation, the global behavioral score of generalized-anxiety-like might reflect the
severity of PTSD-like symptoms. Overall, the present study might lead to further
preclinical investigations in PTSD heterogeneity to bring more personalized new

therapeutic targets.
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Figure 18 (supplementary data): Spearman correlations between anterior (left) or
posterior (right) vPAG cellular activities with the percentage of time spent
freezing (A) or the percentage of time spent escaping (B).

*, p-val< 0.05.m No-FS, no-footshocks exposed mice (control) mFS-Res, stressed
resilient mice M FS-Frz, stressed susceptible freezing mice m FS-Esc, stressed susceptible
escaping mice. Each symbol represents one animal A FS mice, O No-FS mice.
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Figure 19 (supplementary data): Anxiety-like behavior of mice in the open field
(before the foot-shock exposure).

Kruskal-Wallis statistical analysis showed no group effect. ® No-FS, no-footshocks
exposed mice (control) m FS-Res, stressed resilient mice M FS-Frz, stressed susceptible
freezing mice M FS-Esc, stressed susceptible escaping mice; each symbol represents one
animal A FS mice, O No-FS mice.
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F. Résultats complémentaires: Hétérogénéité d’expressions

des altérations comportementales

Apreés avoir observé I'hétérogénéité du comportement de défense face aux
stimuli associés aux chocs électriques, nous voulions savoir si les souris susceptibles
présentaient une hétérogénéité d’expression des altérations comportementales aux
tests non associés aux chocs électriques. Pour cela, nous avons repris les données des
tests comportementaux permettant d’observer les comportements de type-anxiété et
I’hyper vigilance utilisé pour le phénotype des animaux et fait des analyses intergroupes

(Figure 21).

L’analyse intergroupe révele des différences significatives pour le temps total
passé dans les bras ouverts et la vitesse de déplacement moyenne dans les bras ouverts
(H= 15.15, p-val = 0.0017 and H= 14.07, p-val = 0.028, respectivement). Les animaux
susceptibles immobiles (FS-Frz) passent moins de temps total dans les bras ouverts et
s’y déplacent moins rapidement que les souris contréles non stressées (No-FS, p-val =
0.0012 and p-val = 0.010 respectivement) et les souris susceptibles fuyantes (FS-Esc, p-
val = 0.039 and p-val = 0.024). Il n’y a pas de différence significative pour les souris

résilientes (FS-Res).

Une diminution d’amplitude de réponse et une augmentation de la latence de
cette réponse tout au long de la session indiquent une habituation de I'animal. L’analyse
intergroupe du ratio RVmax ne montre pas de différence significative entre les groupes
(H= 0.73, p-val = 0.87). Cependant I'analyse intragroupe révele que les ratios RVmax des
souris controles, résilientes et immobiles étaient inférieurs a 1 (T= 3.865, df= 14, p-val =
0.0017; T= 2.818, df= 9, p-val = 0.0201, and T=3.998, df= 10, p-val = 0.0025,
respectivement). En revanche, pour les souris fuyantes, le ratio RVmax ne differe pas de 1,
ce qui traduit une absence d’habituation chez ce phénotype. Concernant le ratio RTmax
(latence de réponse). L’analyse intergroupe montre des différences significatives (H=
14.67, p-val = 0.0021). Le ratio des souris résilientes est supérieur a celui des souris
controles (p-val = 0.017), des souris immobiles (p-val = 0.003) et fuyantes (p-val =

0.042). L’analyse intragroupe révele que le ratio des souris susceptibles immobiles est
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inférieur a 1 (T= 14.83, df= 10, p< 0.0001) et celui des souris résilientes est supérieur a 1
(T= 6.810, df= 10, p-val< 0.0001). Les données R™ax montrent que la vitesse de réponse

de sursaut augmente chez les souris immobiles et diminue chez les animaux résilients

avec le nombre d’essais.

A 801 101 =
Kk * 8- AA
% time spent 607, Mean velocity A
in A i 61 A A
401 A in open arms =2 ‘ia_
opened arms 3— LA (cm/s) 41 # ?. %—
201 An ‘I é A A 21 8 Ka A
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Figure 21: Comportements non associés aux chocs électriques en fonction des trois
phénotypes.

A. Labyrinthe en croix surélevé. B. Test de sursaut, la partie grisée refléte I'habituation.
RVmax : ratio des moyennes des amplitudes de réponses maximales sur les cinq derniers
essais par rapport a la moyenne des cinq premiers, RT™max: ratio de la moyenne des
latences d’apparition de 'amplitude Vmax sur les cinq derniers essais par rapport aux
cinq premiers. Analyse post-hoc de Kruskal-Wallis, *, p-val < 0.05 et ** p-val < 0.01;
analyse intragroupe de comparaison a une valeur théorique de 1, #, p-val < 0.05,
synonyme d’une différence significative de la moyenne théorique de 1.® No-FS, souris
non exposées (contrbles), mFS-Res, souris exposées résilientes M FS-Frz, souris
exposées susceptibles immobiles ® FS-Esc, souris exposées susceptibles fuyantes.
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Conclusion des résultats complémentaires :

Ces résultats complémentaires ont montré que les souris présentant une
sensibilité élevée aux chocs électriques (FS) ont également manifesté des altérations
comportementales distinctes lors des tests d'anxiété et de vigilance, tests non associés
aux chocs électriques, mettant ainsi en avant une hétérogénéité de réponse
comportementale apres une exposition a un stress aigue de forte intensité chez la
souris. Cette hétérogénéité d’expressions comportementales semble corrélée aux
variations d’activités cellulaires observées au sein de I'amygdale et de la substance grise
périaqueducale, structures cérébrales impliquées dans les réponses de défenses mais
aussi dans la régulation de la mémoire émotionnelle. Cette hétérogénéité
comportementale étant observable a la fois chez 'humain et I'animal, les résultats
soulignent donc l'importance de considérer I|'hétérogénéité des réponses
comportementales lors de 1'évaluation des phénotypes de stress dans les modeéles
précliniques de troubles de stress post-traumatique. L’amélioration de la valeur
translationnelle du modele préclinique permettrait alors d’apporter une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents aux troubles psychiatriques chez 'humain
et d’apporter de nouvelles connaissances pour le développement de thérapies

personnalisées.
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CHAPITRE 2 :

LES ALTERATIONS HYPNIQUES APRES UNE

EXPOSITION A UN STRESS INTENSE :

EVIDENCES CHEZ L’HUMAIN ET L’ANIMAL
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PARTIE 1 ~ INSOMNIES
CHRONIQUES IDIOPATHIQUES :
ET SI LES PATIENTS
SOUFFRAIENT D'UN TSPT ?

Chronic insomnia: are patients also suffering from PTSD symptoms?

Article publié dans le journal Frontiers in Sleep, le 06 Septembre 2023,
DOI : 10.3389/frsle.2023.1207232
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PREAMBULE

Dans le cadre d’'un diplome universitaire menée entre le Master 2 et la these, j'ai
participé a une étude clinique visant a évaluer les effets de 8 semaines de méditation en
pleine conscience sur les insomnies de patient présentant des résistances aux
psychothérapies et traitements médicamenteux (MBI, mindfulness based-therapy for
insomnia). En amont de cette étude interventionnelle I'’étude préliminaires a montré des
résultats que l'on a publiés dans le journal « Frontiers in sleep ». En effet, 83% des
patients se présentant au centre du sommeil de ’hépital AP-HP Hotel-Dieu a Paris ont
reporté au moins un événement traumatique au cours de leur vie, et 53% d’entre eux
avaient un score supérieur a 33 sur le questionnaire d’auto-évaluation du TSPT (PCL-5,

PTSD Checklist for DSM-V). Ces derniers résultats indiquent un potentiel TSPT.
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Chronic insomnia: are patients
also suffering from PTSD
symptoms?

Emma Lardant?, Francois Vialatte?, Céline Ramdani?,
Frédéric Chauveau!, Caroline Gauriau®, Léna Storms?,
Marion Trousselard'*®* and Damien Léger3#

!Institut de Recherche Biomédicale des Armeées, Brétigny-sur-Orge, France, ?Institut Pi-Psy, Draveil,
France, *Assistance Publique — Hopitaux de Paris (APHP), Hotel-Dieu, Centre du sommeil etde la
Vigilance, Paris, France, “Université Paris Cité, VIFASOM (EA 7330 Vigilance, Fatigue, Sommeil et Santé
Publique), Paris, France, *Ecole du Val de Grace, Paris, France, °Adaptation, mesure et prévention en
santé (APEMAC/EPSAM), Metz, France

Introduction: Insomnia is highly prevalent in the general population, and is
commonly associated with somatic and psychiatric comorbidities. However, its
origins remain poorly-understood. Recently, adverse childhood events (ACE),
including traumatic experiences, have been found to be significantly associated
with both insomnia and Post-Traumatic Stress Disorders (PTSD). Many patients
with PTSD suffer from sleep disorders. However, we know much less about
traumatic childhood experiences in patients with insomnia and PTSD.

Methods: Our exploratory study investigated a cohort of 43 patients (14 males,
29 females) clinically diagnosed with chronic insomnia at a sleep center, and
systematically evaluated their condition using the trauma history questionnaire
(THQ), and the PTSD checklist (PCL-5).

Results: Our results show that 83.72% of insomnia patients reported at least one
traumatic event, while the prevalence of PTSD symptomswas 53.49%. For 11.6% of
patients, insomnia began in childhood, while for 27.07% it began in adolescence.
PCL-5 scores were associated with higher Insomnia Severity Index (ISI) scores,
but not trauma. ISI scores were also higher for women, and positive relationships
were observed between IS| scores, PCL-5 scores and the number of self-reported
traumatic events among women.

Conclusions: These exploratory results highlight that the relationship between
PTSD symptoms and insomnia could be sex-specific. They also highlight the
importance of PTSD symptoms screening for patients diagnosed with chronic
insomnia.

KEYWORDS

insomnia, post-traumatic stress disorder, trauma history, stress, sex

Highlights

- The prevalence of trauma and PTSD symptoms is high among (especially female)
patients diagnosed with chronic insomnia.

- An evaluation of previous traumatic events and PTSD symptoms may help to improve
insomnia care.

- PTSD screening may be important for patients diagnosed with chronic insomnia, as
PTSD treatments could supplement insomnia treatments.
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Introduction

Insomnia is the most prevalent sleep disorder; it affects 15-
20% of the adult population, especially women and the elderly
(Zeng et al,, 2020; Van Someren, 2021). Despite its prevalence
and the acknowledged impact on socioeconomics and quality
of life (Léger and Bayon, 2010), chronic insomnia is poorly
recognized by public health authorities worldwide. This may be
due to ongoing uncertainties about underlying mechanisms and
drivers for developing the disease. In practice, its natural history
remains relatively poorly understood, despite the existence of
numerous models (Van Someren, 2021). Several hypotheses for
its pathogenesis have been proposed in recent decades which
highlight the wide range of determinants potentially involved in
its development. It has been established that previous exposure
to stress is a precipitant, and insomnia models based on stress
diathesis provide a better understanding of the pathological
processes involved, even if the pathophysiology of the disease
remains insufficiently understood (Kalmbach et al,, 2016, 2018).

The stress-based approach is consistent with one of the
most popular models, namely the 3P model, which distinguishes
Predisposing, Precipitating, and Perpetuating factors (Spielman
et al., 1988; Wright et al., 2019). The latter biopsychosocial model
suggests that Predisposing factors occur in the premorbid phase of
the disease, and can be biological (genetic and epigenetic), social, or
psychological (Wright et al., 2019). Precipitating factors are defined
as clinical or psychologically significant events that interfere with
the individual’s sleep during a specific period of his or her life. The
behaviors and thought patterns that are put in place in an attempt
to compensate for or cope with difficult or stressful times are
considered potential Perpetuating factors. The presence of the latter
factors tends to support the development of a chronic condition,
even when precipitating factors are no longer present.

Recent work has identified five clinical subtypes of insomnia
disorder, as a function of the level of distress and sensitivity
to reward on the one hand, and reactivity to the environment
on the other (Blanken et al, 2019). The subtypes are based
on a multivariate pattern of stable characteristics, such as life
history, trait positive or negative affect, and personality, and are
in line with the role of stress response dysregulation in sleep
disturbance (Kalmbach et al., 2018; Hertenstein et al., 2019; Van
Someren, 2021). Moreover, prospective epidemiological studies
have hypothesized that high premorbid stress reactivity may be a
trait-like diathesis of insomnia, and the process of sensitization may
correspond to exposure to a major stressful life event (Nusslock and
Miller, 2016).

In this context, the Adverse Childhood Events (ACEs)
framework can be used to study such events. ACEs are potentially
traumatic events that occur in childhood and adolescence (up
to 18 years of age), and are known to be associated with stress
sensitization (Nusslock and Miller, 2016). Their prevalence does
not vary as a function of the patient’s country or culture (Kessler
and Ustun, 2008; Sacks and Murphey, 2018) and, regardless of age,
women are more highly represented among those who have faced
four or more ACEs. Conversely, for all ages, the percentage of men
who have never faced an ACE is always higher than that of women
(Rosenman and Rodgers, 2004; Dube et al., 2005).
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Furthermore, there is a growing body of scientific knowledge
that suggests an association between ACEs and multiple sleep
disorders in adulthood (Kajeepeta et al., 2015; Lewin et al., 2019).
The literature provides support for the idea that a high risk of
lifetime stressors and ACEs can predict trauma and stress-related
diseases such as post-traumatic stress disorder (PTSD) (Frewen
et al, 2019). However, healthcare professionals have only recently
taken the impact of ACEs on health problems in adulthood into
account, despite the risk of PTSD (Kessler et al., 2010; Scott et al,,
2010).

PTSD is a debilitating mental disorder that may develop after
experiencing or witnessing a life-threatening event. It occurs
in 5-10% of the population and is twice as frequent among
women compared to men (Yehuda et al, 2015). Symptoms
include re-experiencing, avoidance of situations that recall the
event, negative alterations in cognition and mood, and increased
arousal and reactivity (American Psychiatric Association, 2013).
Although many patients complain of sleep disturbances (insomnia,
nightmares, periodic leg movements, disruptive nocturnal
behaviors, etc.) they are commonly assumed to be a secondary
symptom of PTSD (Spoormaker and Montgomery, 2008; Hall
Brown et al., 2015).

However, numerous clinical trials report a strong correlation
between altered sleep and PTSD, and clinical reports show that
sleep alterations often precede PTSD symptoms (Koffel et al,
2016). Research carried out in the past two decades highlights
that insomnia is not only an epiphenomenon or consequence of
other PTSD symptoms—rather, insomnia symptoms have been
found to have an impact on the development and maintenance
of other PTSD symptoms (Cox et al., 2017; Germain et al., 2017).
From a psychological point of view, fear of sleep could maintain
trauma-induced insomnia via fear-related arousal, especially in
individuals with PTSD (Werner et al,, 2021). From a physiological
point of view, other authors argue that there is a reciprocal link
between poor sleep, especially rapid eye movement (REM) sleep
fragmentation, and PTSD (Saguin et al., 2021).

Against this background, our exploratory study examines
the relationship between sex, chronic insomnia, self-reported
traumatic life events, and PTSD symptoms.

Materials and methods

Participants

Our aim was to explore trauma history and PTSD symptoms in
50 new patients who complained subjectively of chronic insomnia
according to ICSD-3 (American Academy of Sleep Medicine, 2014)
criteria. Chronic insomnia was defined as a sleep disturbance that
occurred at least three times a week and had been present for the
preceding 3 months.

It was evaluated by a clinical interview carried out by sleep
physicians during an initial consultation at our sleep and vigilance
center at the Hotel-Dieu hospital (Paris, France). The center is
open to the public and is part of the French health service
(Assistance Publique Hopitaux de Paris). It brings together sleep
physicians, psychologists, and psychiatrists who specialize in
cognitive-based therapy and/or behavioral sleep medicine, and
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sleep technicians who specialize in the recording of sleep disorders
and associated symptoms.

Protocol and variables

Participation was proposed to patients by the sleep physician
in charge of insomnia during the study period. For some, this
occurred either following their initial consultation at the center
or following several consultations if symptoms were still present
despite treatment. In most cases, patients had been treated by other
specialized sleep services but were still complaining of chronic
insomnia. After being informed of the purpose of the study—
to understand the relationship between trauma and insomnia—
volunteer patients gave written informed consent. The Ethical
Committee of Paris IDF 2 gave ethical approval.

Patients ~ completed  the  following
questionnaires that took 20-30 min to fill in:

self-assessment

- The Insomnia Severity Index (ISI). A seven-item self-report
questionnaire that assesses the nature, severity, and impact of
insomnia during the preceding month (Morin, 1993; Bastien
et al, 2001). An ISI score > 15 indicates clinically significant
insomnia. Internal consistency was acceptable (Cronbach’s
alpha: 0.73).

- The Trauma History Questionnaire (THQ). A 24-item self-
report measure that examines the individuals experience of
potentially traumatic events, such as crime, disaster, and
sexual and physical assault, using a yes/no format (Jehel and
Meénager, 2000; Hooper et al., 2011). In some cases, traumatic
experiences before and after the age of 18 overlap with ACEs.
For each reported event, respondents were asked to record its
frequency, and their age at the time it happened.

- The PTSD Check List Scale (PCL-5) (Blevins et al,, 2015;
Ashbaugh et al,, 2016). The scale assesses the following four
symptoms: re-experiencing (cluster B); avoiding situations
that recall the event (cluster C); impairment of cognitive
and emotional affect (cluster D); and increased arousal
and reactivity (cluster E). Internal consistency was good
(Cronbach’s alpha: 0.91). Two methods were used to classify
participants into no PTSD or provisional PTSD groups. First,
we adopted the cut-off point proposed by the National Center
for PTSD, namely a score > 33. Second, we adopted the
scoring method proposed by the United States Department
of Veterans Affairs. The latter considers each item rated
as “moderately” or higher, based on the following DSM-5
diagnostic rules for provisional PTSD: at least one item in
clusters B and C are scored as “moderately” or higher, and
two items in clusters D and E are scored “moderately” or
higher (see https://www.ptsd.va.gov/professional/assessment/
documents/using-PCL5.pdf).

Statistical analysis

Analyses were performed using the Statistica® (v7.1) software
package. Data are described as mean =+ standard deviation (SD)
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or as a percentage. Participants were categorized into two groups
according to their PTSD symptoms status: those with a score
equal to or above the PCL-5 cut-off of 33 (the provisional
PTSD Group); and those with a score under the cut-off (the
No-PTSD symptoms Group). Between-group comparisons were
performed using Pearson’s chi-square test for categorical variables,
and Student’s f-test for quantitative data, after checking that the
distribution was normal. Correlations were run using Bravais-
Pearson analyses.

The effect of PTSD symptoms status (PTSD symptoms
or No-PTSD symptoms), self-reported trauma (yes or
no), and sex on the ISI score was investigated using a
dedicated Kruskal-Wallis non-parametric analysis if necessary,
following the application of the Levene test of the equality
of variances.

The relation between age at the first self-reported traumatic
experience and the ISI and PCL-5 scores was assessed in
the group that reported being exposed to a traumatic event.
Between-group comparisons (self-reported trauma up to age
18, compared to after 18 years old) were performed using
Pearson’s chi-square test for categorical variables (PTSD
status) and Student’s f-test for quantitative data (ISI and
PCL-5 scores).

The statistical threshold of significance was set at p < 0.05. A
trend was considered when p < 0.10.

Results

Population

Of the 50 initially selected patients, full data were obtained
for 43 participants: 29 women (67.44%) and 14 men (32.56%),
with an average age of 50.98 (SD 14.63). Seven patients
were excluded due to a secondary diagnosis of another sleep
disorder (obstructive sleep apnea or restless leg syndrome,
based on polysomnography). Of the final sample, 55.81%
lived with a partner, and the remainder lived alone. All
had at least a master's degree and 62.71% were working
(Table 1).

Insomnia

The mean ISI score was 18.58 (SD 4.51). For 11.6% of patients,
their insomnia began in childhood, and for 27.07%, it began
in adolescence. For the remainder, the mean onset was 9 years
previously (SD 8.23). Regarding their treatment at the sleep and
vigilance center, 48.8% were being treated with pharmaceuticals
(antidepressants: 9.3%, anxiolytics: 18.6%, melatonin: 9.3%), and
38.23% used phytotherapy.

Prevalence of trauma and PTSD symptoms
Only seven patients (16.3%) did not report any traumatic event,

while 36 (83.7%) reported at least one event. Among the group
exposed to trauma, 94.44% reported at least two events. Concerning
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TABLE 1 Main sample characteristics for the total population (N = 43),
and for provisional PTSD (n = 23) and no-PTSD (n = 20) groups.

Sub-groups
Provisional No-PTSD
PTSD
n (%) n (%)
Sex (women/men) 24/19 15/8 12/8
Marital status
| Couple: married, French 24(55.81%) ‘ 13 (56.52%) 11 (55%)
civil partnership, or other
Single or divorced 19 (44.19%) 10 (43.47%) 9 (45%)
Professional status
Working 28 (62.71%) 14 (60.8%) 13 (65%)
‘ Retired or unemployed 15 (37.21) A 9(39.1) 7(35)
Mean Mean Mean
(SD) (SD) (SD)
Age 49.2(13.8) 48.66 (11.35) 49.73 (16.18)
ISI 15.58 (4.51) 18.21 (5.41) 18.95 (3.61)
. PCL-5 total ' 33.45(15.6) - 48.49 (8.53) 18.42 (8.69)
Re-experiencing 9.17 (5.85) - 14.06 (5.92) 4.28(5.79)
Awoidance 321(2.61) 4.52(2.79) 1.9 (2.42)
Impairment of cognitive 10.39(4.12) 16.19 (4.82) 4.59(3.42)
and emotional affect
Increased arousal and 10.68 (6.37) 13.72(6.23) 7.64(6.52)
reactivity

sex, no difference was found between men and women regarding
the presence of self-reported past traumatic events (X* = 0.8; p =
0.37) or their number [H(;, y=43) = 1.67; p = 0.19]. Among those
exposed to self-reported trauma, in 86.11% of cases, the event was
related to crime, and in 60% of cases it was related to a general
disaster. Eight women (27.6%) and four men (28.6%) reported
at least one sexual assault. As for age at first trauma, half (50%)
reported that it occurred in childhood or adolescence (up to 18
years of age), and the remainder reported that it occurred when they
were older.

The mean PCL-5 score was 33.45 (SD 15.62). Based on a
PTSD score threshold of >32, 53.49% of patients suffered from
provisional PTSD. Small differences were observed when using
the Department of Veterans Affairs classification. According to
the latter classification, 51.2% of patients suffered from provisional
PTSD. Two patients with a PCL-5 score > 32 did not meet the
Departments criteria, and conversely, one patient with a score
< 32 did meet the criteria. Based on a threshold of >32, no
differences were found between men and women with respect to
PTSD symptoms status (x> = 0.48; p = 0.83) or PCL-5 scores
[H1, N=43 = 0.002, p = 0.97]. Mean scores on the PTSD sub-
scales were as follows: 9.17 (SD 5.85) for re-experiencing; 3.21 (SD
2.6) for avoiding; 10.39 (SD 6.74) for impairment of cognitive and
emotional affect; and 10.68 (SD 6.38) for increased arousal and
reactivity (Table 1).
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FIGURE 1
Box plot of mean ISI scores as a function of sex and PTSD status.

Associations between sex, trauma, and
PCL-5 and IS| scores

Correlation analyses found no statistically significant
association between ISI scores, PCL-5 scores, and the number of
self-reported traumatic events for men (—0.41 < r < 0.4;0.15 < p
< 0.49). However, a moderate to strong correlation was identified
for women (0.36 < r < 0.58; 0.001 < p < 0.058).

Kruskal-Wallis non-parametric analyses showed a significant
effect of PTSD status [H(;, y — 43) = 3.87 p = 0.05], atrend regarding
past experience of trauma [H(}, y_43) = 3.32, p = 0.07], and an
effect of sex [H(, y=43) = 3.88, p = 0.048] on the ISI score.
Patients with PTSD symptoms and female patients reported higher
ISI scores than those without PTSD symptoms, and patients with
experience of trauma tended to report higher ISI scores (Figure 1).

Impact of the age of the first trauma on
PTSD symptoms and ISI scores

No difference was found between the group that self-reported
trauma up to the age of 18, and the group that reported trauma after
the age of 18, with respect to PTSD symptoms status (y? = 0.48; p
= 0.83). Among those who had experienced trauma, no difference
was found with respect to the ISI score [H(;, y— 36) = 1.47, p = 0.22]
or the PCL-5 score [H), n— 35) = 0.06, p = 0.81].

Discussion

Our main finding is the high prevalence of historical traumatic
events in our sample: 83.7% of patients diagnosed with chronic
insomnia had experienced traumatic events, and over 50% suffered
from provisional PTSD. Although other studies have reported
similar results (Ashbaugh et al, 2016; Frewen et al, 2019),
worldwide prevalence (24 countries; n = 68,894) of traumatic
events has been assessed by the World Mental Health Survey
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(Kessler et al., 2017) as 70.4% over the course of a lifetime, with
an average exposure of 3.2 traumas per inhabitant. Another study
in the French population (Koenen et al., 2017), based on data from
the World Mental Health Survey (26 surveys; n = 71,083), found
a 72.2% rate of traumatic events, and a lifetime PTSD prevalence
of 3.9%. The latter results are in accordance with the risk of PTSD
associated with a history of ACEs (Frewen et al., 2019).

It has been suggested that traumatic insomnia could impede
full recovery following exposure to extreme stress, leading to PTSD
(Koffel et al,, 2016). Furthermore, altered sleep quality pre- and
post-trauma seems to be a mediating factor in PTSD (Saguin
et al, 2021). In practice, altered sleep is considered not only
as a predictive marker for PTSD onset, but also as a clinical
marker for maladaptive stress in trauma responses, and even as a
modifiable risk factor for PTSD relapse. The data suggest that a
significant number of patients who suffer from PTSD, and who have
been exposed to traumatic childhood events, initially present with
complaints related to sleep disturbances (Koffel et al., 2016), and
childhood trauma is considered to affect sleep health in adulthood
(Brindle et al., 2018). The latter observation is in line with the
growing body of evidence linking childhood trauma to adverse
health outcomes later in life.

Among soldiers, both the number of types of traumatic
stress and the number of traumatic events have been found to
significantly predict the likelihood of developing PTSD (Brownlow
et al., 2022). The latter finding highlights the important role of
diverse, cumulative stress in the relationship between trauma and
sleep disorders. However, to the best of our knowledge, there are
no reports of a high rate of PTSD symptoms among patients
suffering from chronic insomnia. In fact, the literature indicates
that although exposure to trauma is common, only a minority of
exposed individuals go on to develop PTSD (Hall Brown et al,
2015). Our results show that although PTSD scores were higher
for patients who had been exposed to trauma, age at first trauma
was not associated with a higher prevalence of PTSD or more
severe symptoms.

Furthermore, it has been established that most patients with
PTSD suffer from insomnia. In a recent meta-analysis of the
prevalence of insomnia combined with post-traumatic stress
symptoms (PTSS) (n = 573,665) the authors concluded that the
prevalence of insomnia in PTSD/PTSS was 63% (CI: 45-78%), and
was moderated by both the cause of the trauma and the score on
the PTSD/PTSS scale (Ahmadi et al., 2022). The latter study also
highlighted the importance of screening and managing insomnia
in PTSD patients. Other authors have explored the physiological
link between the severity of insomnia and the severity of PTSD
(Saguin et al,, 2021). Evidence supporting a reciprocal relationship
between insomnia and PTSD highlights that several mechanisms
could be involved (Ahmadi et al., 2022). The most relevant are
shared genetic factors, maladaptive functioning of the endocrine
system, hyperarousal, emotion dysregulation, and aberrant neural
circuits, as these mechanisms are found in both PTSD and stress
(Ahmadietal, 2022). However, other authors suggest that the cause
of the trauma may interfere with the history of PTSD (Hall Brown
etal,, 2015).

Whatever the mechanism, or the type and number of traumas,
it is obviously desirable to be able to treat sleep disorders
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and insomnia in the management of PTSD (Coventry et al,
2020; Saguin et al, 2021; Ahmadi et al, 2022). It should be
noted that if the analysis is expanded to life events that do
not meet the criteria for traumatic events as described in the
DSM-5 (American Psychiatric Association, 2013), the timing of
the exposure, specifically whether it occurred during childhood,
could be predictive of the risk of PTSD during the person’s life
(Frewen et al, 2019). These data provide support for the idea that
a combination of traumatic and non-traumatic stressors across
the lifespan, along with ACEs, have a particular impact on the
development of symptoms associated with trauma and stress-
related disorders (Frewen et al., 2019).

Our second finding is that none of our insomnia patients
had been diagnosed with PTSD, and none were being treated
for it. This suggests that it would be beneficial to educate
practitioners about trauma during their Behavioral Sleep Medicine
training. Furthermore, in the context of clinical care, our
study highlights the importance of embedding psychologists
and/or psychiatrists in sleep centers. Third, the use of cognitive
behavioral therapy for insomnia could be completed by therapeutic
approaches that address PTSD. The most scientifically robust
treatments for PTSD are trauma-focused psychotherapies,
including Prolonged Exposure, Cognitive Processing Therapy, Eye
Movement Desensitization and Reprocessing, and antidepressants
(NICE, 2018). With appropriate care, the remission rate is
~80% (NICE, 2018). Consequently, qualified sleep physicians
could add these treatments to their therapeutic arsenal when
treating patients suffering from chronic insomnia associated
with PTSD.

Our third finding is that sex could influence the relationship
between self-reported experience of trauma, PTSD symptoms, and
ISI. Positive correlations between the number of self-reported
traumas, PTSD symptoms, and ISI severity were only observed
in women. Moreover, sex had an impact on ISI scores, with
women reporting a higher subjective level of insomnia. However,
the current results should be regarded as exploratory ones and it
is important to recognize that the non-significance of correlation
coeflicients for men might be due to the smaller sample size of men
than of women.

This exploratory study has several limits, notably the small
sample size. Nevertheless, our results can be considered a proof
of concept for further studies. The second limitation concerns the
sociodemographic characteristics of the population, as men were
under-represented. The latter important point may explain the
observed differences in the significance of correlations between
sexes. Given known differences with respect to PTSD, there is a
need to evaluate in more detail the role of sex in the link between
insomnia and PTSD symptoms severity. Third, we evaluated self-
reported traumatic events with the THQ, as there is no validated
French version of the ACE scale—however, the THQ is inadequate
when evaluating the relationship between ACEs, PTSD, insomnia,
and sex. There is a clear need to better investigate the role of
ACE:s in insomnia, as recent research has concluded that childhood
adversity does not occur as a single entity but in clusters. Various
studies have questioned the interpretation of the results of previous
studies that consider a single childhood event as associated with a
single mental illness.
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Another limitation relates to the absence of comorbidity data,
as it has been established that both insomnia and PTSD are
frequently associated with comorbidities. Such associations may
have had an impact on our results. Further studies need to take
into account possible associations between insomnia, PTSD, and
trauma history. Furthermore, it is known that poor sleep tends to
be associated with certain sociodemographic and socioeconomic
factors. Income and employment status are key socioeconomic
determinants and are likely to explain the association between a
low level of education and poor sleep (Grandner et al, 2010).
Our population was highly educated, and hence unlikely to
be representative of the population of patients suffering from
insomnia. Finally, we used the ISI to evaluate insomnia. It would
be interesting to include the duration of insomnia, along with
other aspects of the person’s sleep disorder, such as Trauma-Related
Nightmares (TRNs) in further studies. Indeed, TRNs are the most
common symptom of PTSD and are closely associated with its
severity, treatment resistance, and chronicity (Nappi et al., 2012;
Germain, 2013).

Conclusion

Overall, our results highlight that women appear to be at higher
risk of insomnia due to PTSD symptoms. It would be interesting to
ask patients about how their insomnia began, whether it became
worse at certain times in their life, and how it may be related to
traumatic events. Our exploratory study highlights the importance
of PTSD symptom screening among patients seeking treatment for
insomnia, especially women, and this finding should be brought
to the attention of sleep physicians. Even if we cannot yet directly
claim that PTSD is the etiology of insomnia, it seems relevant to
explore whether treating a patient for PTSD symptoms could help
in the treatment of insomnia in cases where PTSD and insomnia
are associated, and vice-versa.
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II. DISCUSSION

Le but de cet article était de mettre en avant le prise en compte des traumatismes
lors du diagnostic des insomnies chroniques chez I’humain. Cette étude exploratoire met
en avant le lien complexe des altérations du sommeil, ici les insomnies, avec le
développement du TSPT.

Bien que les patients viennent en consultation pour des insomnies chroniques
invalidantes, plus de 83% d’entre eux avaient subi au moins un évenement traumatique
sans avoir consulté 1 psychiatre. Ceci rejoint les résultats du consortium de I'OMS
mettant en avant que 70% de la population générale subi au moins un évenement
traumatisant au cours de sa vie. Le chiffre dans notre étude est plus élevé car les deux
populations ne sont pas comparables aussi bien sur I'effectif que sur le type. En effet, le
consortium est basé sur des enquétes menés par téléphone aupres de 68 894

participants de 24 pays, tandis que notre étude se base sur 50 patients hospitaliers.

De maniere intéressante, le biais d’échantillonnage de notre population permet de
mettre en avant le lien complexe entre insomnies chroniques et TSPT. En effet, parmi les
patients ayant vécu un traumatisme, 53% dépassaient le seuil pathologique de 33 au
questionnaire de PCL5 et pourtant, leur TSPT n’étaient pas déclarés. Les insomnies
chroniques non traumatiques et traumatiques étant différentes aussi bien dans leur
mise en place que dans la réponse au traitement, ces résultats mettent en avant
I'importance pour les praticiens de lors de la prise en charge de patients insomniaques
de recueillir non seulement la durée la fréquence des insomnies, mais aussi I'histoire de

vie des patients afin de déceler d’éventuel(s) traumatisme(s).

Les différents questionnaires sur les événements traumatiques soulignent le lien
étroit entre les insomnies chroniques et le TSPT. En effet, les scores des ISI des patients
avec un TSPT provisoire (non déclaré au moment de I'étude), et particulierement ceux
des femmes, étaient plus élevés que ceux des patients avec un score de PCL-5 inférieur a
33. 11 a été montré que la sévérité des symptomes du TSPT étaient fortement corrélé
avec la sévérité des insomnies (Saguin et al. 2021). Nos résultats vont dans le sens des
données de la littérature et appuient une nouvelle fois sur la relation bidirectionnelle
des insomnies et du parcours du TSPT, et la notion de cercle vicieux auto-entretenu par

ces deux parametres pathologiques.
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Deuxiemement, il est intéressant de noter que tous les traumas reportés dans
notre étude étaient accompagnés d'une atteinte physique (agression sexuelle, crime et
catastrophe naturelle). Il a été montré que la sévérité de I'atteinte physique, ainsi que la
perception de la menace de mort était positivement corrélé au développement d’un
TSPT (Holbrook et al. 2001; Kilpatrick et al. 1989). Mais aussi que la sévérité des
insomnies était un facteur de risque de développement du TSPT (Kelly et al. 2023).
Cependant, la sévérité des symptomes et des peurs nocturnes contribue de maniere
différentielle dans les relations insomnie-traumatisme. Ceci suggérerait des circuits

sous-jacents multiples (Brown, Akeeb, and Mellman 2015).

La meilleure compréhension des mécanismes neuronaux sous-jacents semble

alors primordiale pour une meilleure prise en charge des patients, d’ou la nécessité

des études précliniques des insomnies chroniques induites par un stress de forte

intensité chez I'animal.

L’absence de déclaration de TSTP chez ces patients, malgré des traumatismes
séveres, met aussi en évidence 'importance de la demande de consultation du patient,
qui repose sur des facteurs culturels et sociaux. Dans cette étude, tous les patients se
présentant a I’hopital ont un niveau d’études élevé (au moins BAC+5 ou équivalents) et
plus de 50% d’entre eux avaient un emploi. Bien que le chdmage soit principalement
corrélé a un risque d'insomnie (Grandner et al. 2010; Patel et al. 2010), la culture
professionnelle des sociétés modernes a un fort impact sur la qualité du sommeil et sur
la santé. En effet, notre société repose sur une balance fragile entre vie professionnelle
et vie sociale. Bien que le sommeil soit considéré comme important pour le bien-étre
général de l'individu, le temps dédié au sommeil est souvent consciemment réduit au
profit du travail ou de la vie sociale. De plus, les problémes psychiatriques étant
stigmatisés, il est considéré que plus de 70% de personnes souffrant de maladie
psychiatrique ne consultent pas de personnels médicaux ni n’en parle a leur entourage
(C. Henderson, Evans-Lacko, and Thornicroft 2013). L’absence de
consultation/verbalisation des patients pour des problémes psychiatriques et leur
ignorance de leur qualité de sommeil pourraient étre la cause d’'une prise en charge des
insomnies chroniques idiopathiques et d’'un diagnostic de traumatisme sous-jacents

déficients. Ainsi, 'amélioration de la communication entre les personnels médicaux et
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les services (notamment centres de sommeil et centre psychiatriques) semble étre

indispensable.
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PARTIE 2 ~ DES PROFILS
COMPORTEMENTAUX DISTINCTS
CHEZ DES SOURIS EXPOSEES A UN

STRESS DE FORTE INTENSITE
REVELENT DES ALTERATIONS
HYPNIQUES SPECIFIQUES
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Les altérations du sommeil font partie intégrante de la symptomatologie du
trouble de stress post traumatique (TSPT). Les traitements du TSPT sont
majoritairement des traitements permettant I'amélioration des symptomes et non les
causes a l'origine de la maladie. De plus, aucun traitement des altérations de sommeil
prescrit a ce jour n’est efficace sur le long terme. En effet, les symptomes du TSPT sont
majoritairement accompagnés d'insomnies résiduelles, fortement corrélés a une rechute
qui est accompagnée d'une aggravation des autres symptomes du TSPT, a savoir
I'évitement, la reviviscence et les altérations négatives de I'humeur. L’absence de
traitement efficace est la conséquence d’'un manque de connaissances des circuits
neuronaux sous-jacents des insomnies post-traumatiques. Le diagnostic, et donc la prise
en charge, tend a se complexifier davantage car de nouveaux sous-types de TSPT ont été
mis en évidence (Campbell-Sills et al. 2022; Egerton, Radomski, and Read 2019; Haagen
et al. 2018; Jagger-Rickels et al. 2022; Jongedijk et al. 2019). Ces résultats mettent en
avant le besoin de raffiner les modéles animaux afin d’approfondir les connaissances sur
les circuits neuronaux sous-jacents des altérations de sommeil induites par un stress de
forte intensité.

Le but de cette derniere partie de these était de mettre en avant les effets sur le
long terme de I'exposition aux chocs électriques sur le sommeil dans un modele murin
de trouble de stress post-traumatique. Tres peu d’études montrent des différences
interindividuelles au sein des animaux stressés. Le raffinement de l'analyse des
phénotypes comportementaux des animaux permettrait de déceler des différences
interindividuelles plus subtiles de I'architecture du sommeil des animaux ayant recu des
chocs électriques. A plus long terme, ce travail pourrait mettre en évidence de potentiels
biomarqueurs de ces altérations du sommeil. In fine, cela ouvrirait de nouvelles pistes de
recherche sur les altérations de sommeil induites par un stress intense et ainsi rendre le
diagnostic et le traitement des patients plus personnalisé. Les travaux du premier
chapitre ont mis en évidence trois groupes d’animaux stressés grace a une analyse fine
du phénotype comportemental des animaux: des animaux résilients (FS-Res), des
animaux susceptibles présentant majoritairement un comportement de défense passif,
I'immobilité (freezers, FS-Frz) et des animaux susceptibles présentant majoritairement

un comportement de défense actif, la fuite (escapers, FS-Esc).
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Nos premieres hypothéses étaient que les souris susceptibles présenteraient une
détérioration de la qualité et/ou de la quantité du sommeil, avec des caractéristiques
distinctes entre les deux phénotypes susceptibles. Quant aux animaux résilients, leur
sommeil ne devrait pas étre impacté par le stress de forte intensité ou bien devrait
augmenter de maniere quantitative (augmentation du temps de sommeil et
principalement du temps de sommeil lent de stade 2 et/ou 3; SL 2 et SL 3) et/ou
qualitative (augmentation de l'amplitude des oscillations 6 en sommeil lent et des

oscillations 6 en sommeil paradoxal, SP).
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MATERIELS ET METHODES

La procédure expérimentale est représentée dans la Figure 21. Les tests
comportementaux, incluant la session d’exposition aux chocs électriques et I'analyses

des phénotypes comportementaux sont détaillé en Chapitre 2.

® 8 O &9

Analyses: Pourcentage — Nombres — Durée — Transition — Puissance spectrale

A

24H

)
oy RN

1 session unique S— -4}-—’
* Pré-FS: 2 min B | =y
* FS1:1,6 mA; 2 sec 3 ‘
* ITI: 15-30 sec

¢ FS2:1,6mA; 2 sec
* Post-FS: 2 min

Score composite = Clustering (Cf. Chapitre 2)

-
\.

Figure 22: Procédure expérimentale.

Etude comportementale longitudinale jusqu’a 28 jours aprés l'exposition aux choc
électriques (FS, footshocks) dans un contexte spécifique et unique (éponge, grille, alcool
camphré diluée, Jour 0, J0). Chaque cercle représente une journée, les gros cercles
représentent une journée avec test comportemental. Cercle vert : Tests
comportementaux ; |5 et ]7 : exposition au contexte partiel de JO ; J16 : test de néophobie
(contexte et objet) ; J18 : labyrinthe en croix surélevé ; J23 : test de réaction au sursaut a
un jet d’air et ] 28 : réexposition au contexte complet. Ces tests ont permis, grace a un
score composite, 'analyse des profils comportementaux des animaux (cf. Chapitre 1) et
donc l'obtention de groupes d’animaux. Cercle bleu : Enregistrements des états de
vigilances des animaux sur 24 heures, 7 jours avant (J-7), 7 jours apres (J7) et 14 jours
aprés (J14). A ]J7 et ]J14, 'enregistrement est précédé de l'exposition a un indice de
rappel (I'éponge et la grille, nettoyées a l'alcool camphré diluée, respectivement).
L’analyse du sommeil se fait par le pourcentage des temps passés (@), le nombre () et
le temps moyen ( & ) des épisodes de chaque épisode des états de sommeil ainsi que les
transitions («») et 'amplitude des oscillations (¥ ).
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A. Animaux et hébergement

Un total de 47 souris non consanguines males SWISS (Janvier Lab, 10-12 semaines
en début de protocole expérimental, 30-35 g) ont été utilisées pendant ce protocole. Les
souris ont été hébergées en cages collectives de 4 animaux en condition standard (cycle
de lumiére allumée/éteinte de 12 heures, allumées a 9H00, température de la salle
maintenue a 21 +- 1°C, nourriture et eau ad libitum). Plusieurs habituations ont été
faites: Apres deux semaines d’acclimatation a I'animalerie, les animaux ont été
manipulés deux fois par jours pendant cinq minutes sur une semaine : sur les trois
premiers jours a la prise en main, puis a une légere contention sur les deux derniers
jours afin d’habituer les animaux a étre connectés au systeme d’enregistrement EEG

filaire.

B. Chirurgie et implantation des électrodes EEG/EMG

Les animaux ont été anesthésiés par voie gazeuse (Isoflurane, 4% pendant 2
minutes pour l'induction de 'anesthésie, puis 1-2% pour le maintien durant toute la
chirurgie), puis les soins préopératoires ont été administrés : injections sous-cutanées
d’analgésique (buprénorphine, 0.05 mg/kg, 0.05 ml/10g) et d’anti-inflammatoire
(carproféne, 4 mg/kg, 0.05 ml/10g), puis rasage et nettoyage de la zone de chirurgie. Les
animaux sont ensuite fixés sur l'appareil stéréotaxique, toujours sous anesthésie
gazeuse. Cinqg électrodes ont été implantées : trois électrodes
électroencéphalographiques (EEG, micro-vis en acier inoxydable, diametre du pied de
vis : 520 pum, aurifié par un fil d’argent) et deux électrodes électromyographiques (EMG,
2 fils d’argent gainé Téflon®, 330 um de diametre).

Les électrodes EEG sont vissées sur le crane de l'animal aprés une légere
trépanation (sans toucher la dure-meére) en suivant les coordonnées stéréotaxiques
antéropostérieures (AP) et latérales (LAT) (d’apres Franklin et Paxinos (Franklin and
Paxinos 2019)) : une électrode frontale (AP: +2 mm; LAT: +1.5 mm), une électrode
pariétale (AP : -2 mm ; LAT : -1.5 mm) et une électrode de référence (AP : - 6mm; LAT:
+2 mm). Du ciment dentaire de type SuperBond® est appliqué sur les tétes de vis afin de
solidifier leur fixation. Apres désinfection et incisions du muscle du cou, les deux
électrodes EMG sont introduites en profondeurs dans le muscle, une de chaque cété de
la colonne vertébrale. Les cinq électrodes sont reliées au connecteurs (référence MS363

6-pin ; PlasticOne), le tout maintenu et solidifié sur le crane par une nouvelle application
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de ciment dentaire. Les animaux sont gardés en observation jusqu’'a leur réveil (avec
tapis chauffant et faible lumiere) dans une autre piéce. Les animaux retournent en cage
collective immédiatement aprés leur réveil car nous avons constaté que cela améliorait
la récupération des animaux. Les souris sont surveillées quotidiennement et récuperent

pendant quinze jours, avant le début du protocole expérimental.

C. Enregistrements du sommeil (Baseline, J14)

Les enregistrements se font dans une salle dédiée et isolée de tout autre test
comportemental. Chaque animal est enregistré séparément (physiquement,
visuellement et phonétiquement) de ces congénéres dans une boite d’enregistrement
qui lui est dédié tout au long de la procédure. Chaque boite comprend une lumieére, une
cage de vie (avec croquette et eau ad libitum et des enrichissements de milieu) avec un
plafond comprenant un connecteur, permettant de connecter les électrodes de I'animal
au systeme d’enregistrement via un cable fin et souple. Les signaux sont amplifiés 1000
fois (amplificateur modele 3500 ; AM Systems, USA), filtrés (bande passante 0,3-200
Hz), digitalisés, enregistrés avec une fréquence d’échantillonnage de 1024 Hz (Micro

1401 Power3, CED, UK) et visualisés avec l'interface Spike2® (version7 ; CED).

Avant la chirurgie, les animaux sont habitués au transport de la salle
d’hébergement vers la salle d’enregistrement. Les animaux sont transportés sur des
chariots avec une couverture recouvrant les cages durant le transport. Une fois dans la
salle, les animaux y sont laissés pour habituation 30 minutes et dans leur cage de vie
posé sur le chariot, avant retour dans la salle d’hébergement. Apres la chirurgie et les
quinze jours de récupération, les animaux sont de nouveau habitués pendant deux jours
au transport et a la salle d’enregistrement (30 minutes). Afin d’éviter la perturbation du
sommeil par un agent chimique (Isoflurane), le branchement de I'animal au systéme
d’enregistrement se fait par contention manuelle. Les animaux sont habitués au systeme
d’enregistrement filaire progressivement : elles sont d’abord habituées a une contention
suivie de 30 minutes et étant placées dans les boites d’enregistrement sans connexion
(sans enregistrement) sur 2 jours, puis contention avec connexion et augmentation

progressive du temps d’enregistrement (1, 4, 6 puis 12 heures dans la boite
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d’enregistrement. Ces temps d’enregistrement « test » permettent de vérifier la qualité
des signaux physiologiques. Afin d’éviter de perturber les animaux le jour de
I'enregistrement et d’éviter les effets des manipulations sur la qualité du sommeil, les
animaux sont placés dans leur cage d’enregistrement la veille dans I'apres-midi. Les
états de vigilances des animaux ont été enregistrés deux fois pendant 24 heures : une
semaine avant I’exposition aux chocs électriques (Baseline, BSL) et 14 jours apres (J14).
Le jour de 'enregistrement de sommeil a J14, a I'allumage des lumiéres (ZT0), la grille,
préalablement nettoyée a I'alcool camphré dilué (10%) est présentée a I'animal dans la
cage d’enregistrement pendant 5 minutes. Le début de I'enregistrement commence au

retrait de la grille et dure au moins 24 heures. (Figure 22)

D. Analvses de sommeil

Les cinq états de vigilance (Eveil; Sommeil lent stade 1, SL 1 ; Sommeil lent stade
2, SL 2 ; Sommeil lent stade 3, SL 3 et sommeil paradoxal, SP) ont été objectivés par
I'analyse des enregistrements électroencéphalographiques (EEG) et
électromyographiques (EMG) sur des époques de 5 secondes et scorés a l'aide d'un
algorithme MATLAB (version r2019 MathWorks®) développé par Damien Claverie de
notre unité (Claverie et al. 2023) :les trois principaux états de vigilances (éveil, sommeil
lent et sommeil paradoxal) ont été identifiés par une analyse spectrale classique des
enregistrements de I'électrode frontale : Eveil (EMG : forte et trés fluctuante amplitude ;
EEG : faible amplitude avec des fréquences tres rapides et des oscillations 4-8 Hz
pendant l'exploration) ; sommeil lent (EMG de faible amplitude ; EEG: trés forte
amplitude avec prédominance d’oscillations lentes a 1-4 Hz et des spindles (10-14 Hz))
et sommeil paradoxal (EMG de tres faible amplitude ; EEG : de faible amplitude avec une
forte préedominance de l'oscillation théta (5-9 Hz). Les trois sous-états de sommeil lent
ont été obtenus grace a une répartition gaussienne sur la base des indices de
profondeurs du sommeil lent (puissance 6 relative, 0.5-4 Hz) et les indices d’activité
corticale (dimension fractale). Les animaux dont les signaux PSG étaient de trop
mauvaise qualité sur au moins un des deux enregistrements expérimentaux (BSL, J14)
ont été retirés de I'analyse. Chaque scorage a subi une vérification en deux étapes. 1)
vérification visuelle du scorage des trois principaux états (éveil, sommeil lent et sommeil

paradoxal) par un seul et méme expérimentateur ignorant le groupe expérimental de
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I'animal. 2) vérification du scorage des trois états de sommeil lent par la visualisation du
graphique représentant la dimension fractale en fonction de la puissance 6 relative de
chaque époque scoré SL. Sur 47 animaux, 32 animaux ont été retenus (soit 32 % de
pertes) dont 12 animaux contrdles non stressés (No-FS, 37,5%) ; 5 souris résilientes (FS-
Res, 15,6%) ; 9 susceptibles immobiles (FS-Frz, 28,1%) et 6 susceptibles fuyantes (FS-
Esc, 18,8%). Les états de vigilances sont analysés sur 24 heures par tranche de 6 heures :
deux en lumiere allumée (Light ON 1 et Light ON 2 ; L1 et L2) et deux en lumiére éteinte
(Dark 1 et Dark 2 ; D1 et D2). L’architecture du sommeil a été analysé en calculant le
pourcentage de temps passé, le nombre total et la durée moyenne (en minute) des
épisodes de chaque état de vigilance ainsi que la latence d’endormissement des animaux
Un épisode est un ensemble de x époques de 5 secondes dans le méme stade. Les

pourcentages de transition d'un état a un autre ont aussi été calculés.

De méme que l'analyse polysomnographique, l'analyse spectrale a été obtenue
automatiquement par l'algorithme par une transformée de Fourier avec une estimation
de Welch. Pour chaque animal et chaque état de vigilance, les bandes de fréquences ont
été divisées en 8 catégories : delta (§, 0.5-4 Hz), low et high theta (0'°w, 4-7 Hz and 6high,
7-10 Hz), alpha (a, 10-13 Hz), beta 1 et 2 (1, 13-18 Hz and (3%, 18-25 Hz). La puissance
relative de chaque bande de fréquences citée a été calculée a partir de I'aire sous la

courbe du spectre de I'EEG.

E. Analyses statistiques

D0 aux faibles effectifs des animaux résilients et fuyants (5 et 6, respectivement), tous
les tests statistiques réalisés sont des tests non parameétriques. Les comparaisons
intergroupes ont été menées par une analyse de variance de Kruskal-Wallis et test post
hoc (*, p-value < 0.05; ** p-value < 0.01 et t, p-value < 0.07). Les comparaison
intragroupes (comparaison avant/apres stress pour chaque individu) ont été
réalisées en comparant le ratio de la variable a J14 par rapport a la méme variable en
Baseline avec une valeur théorique de 1 ($, p-value <w 0.05 ; $$, p-value < 0.01 et t, p-

value < 0.07).
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II. RESULTATS

A. Analyses polysomnographiques

Dans un premier temps, nous voulions connaitre I'effet a long terme des chocs
électriques sur le sommeil des animaux. Nous avons dans un premier temps regardé
'effet global du stress sur le sommeil des souris exposées susceptibles et résilientes
(Figure 23A). La comparaison intra-groupe montre une diminution significative entre la
Baseline et J14 du temps de sommeil global pour les souris susceptibles (FS-Frz : Z=2.31,

p-val = 0.021 et FS-Esc : Z=2.20, p-val = 0.028) et résilientes (Z=2.03, p-val = 0.043).
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Figure 23: Effet du stress sur le sommeil sur les 24 heures
d'enregistrements.

A. Durée totale de sommeil sommeil lent, SL, + sommeil paradoxal, SP) sur
24 heures avant (baseline, BSL) puis 14 jours (J14) post-stress des trois
phénotypes, souris exposées résilientes ( ), exposées susceptibles
immobiles (FS-Frz) et souris exposées susceptibles fuyantes ( ). B.
Latences d’endormissement de sommeil lent et de sommeil paradoxal,
correspondant a l'apparition d'un épisode d’au moins 30 secondes.
Analyses : test post-hoc de Kruskal-Wallis intergroupes en BSL (symboles
clairs) et a J14 (symboles foncées) des souris exposées : *, p-val < 0.05 et **,
p-val < 0.01 ; test post-hoc de Wilcoxon intragroupes : $, p-val < 0.05 et t, p-
val <w 0.07. Les animaux controdles (No-FS) sont présentés a titre indicatif.
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De plus, l'analyse intergroupe des souris exposées indique des différences
significatives aussi bien avant qu’apres I'exposition aux chocs électriques. (H=11,58, p-
val = 0.0031 et H= 11,86, p-val = 0.0027). En effet, les souris résilientes dorment plus
longtemps que les souris susceptibles immobiles et fuyantes avant exposition (p-val =
0.037 et p-val = 0.003) et 14 jours apres (p-val = 0.026 et p-val = 0.0024,
respectivement). Nous avons observé des différences significatives entres les animaux
exposés avant l'exposition aux chocs électriques: En effet, les souris résilientes
présentent un temps de sommeil totale (moyenne: 17,7+0.9 heures) supérieurs aux
souris susceptibles immobiles (moyenne : 15.3+0.5 heures ; p-val = 0.048) et aux souris

susceptibles fuyantes (moyenne : 14.6+0.8 heures, p-val = 0.03)

Un autre indicateur d’une altération du sommeil chez 'animal est le décalage de
I’heure d’entrée (la latence) en sommeil lent et en sommeil paradoxal (Figure 23A). Les
souris susceptibles immobiles présentent une augmentation du temps d’entrée en
sommeil lent (T= 0, Z=2.52, p-val = 0.012). Les souris résilientes montrent une
diminution significative du temps d’entrées en sommeil paradoxal (Figure 23B;

MoyBSl=144.2+14 min ; Moy/14=28.4+8 min ; T=0, Z= 2.022, p-val = 0.043).

Nous avons ensuite fait une analyse plus détaillée et nous avons calculé les ratios
des temps passés (Figure 24), le nombre total d’épisodes (Figure 25) et le temps
moyen de chaque épisodes (Figure 26) des stades de sommeil (sommeil lent de stade 1
a3 (SL1,SL 2 et SL 3), de sommeil paradoxal (SP) ainsi que le temps de sommeil total) a
quatorze jours apres l'exposition aux chocs électriques (J14) sur les mémes parametres
une semaine avant ’exposition aux chocs électriques (Baseline). Ces ratios représentent
les changements de l'architecture du sommeil de J14 apreés l’exposition aux chocs
électriques, chaque animal étant son propre contréle. Les 24 heures d’enregistrement
sont subdivisées en temps d’analyses de 6 heures avec un début d’enregistrement au
moment ou les lumieres s’allument (ZTO0) : Light 1 (L1, ZT0-ZT6) et Light 2 (L2, ZT6-
ZT12), représentant la période ou les animaux dorment le plus ; et Dark 1 (D1, ZT13-
ZT18) et Dark 2 (D2, ZT18-ZT24), représentant les 12 heures ou les animaux dorment le

moins (lumieres éteintes).
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Pourcentage de temps passé en sommeil (Figure 24)

Sommeil total: le ratio du pourcentage de temps total de sommeil par temps
d’analyse de ]J14 par rapport a la baseline ne révele aucune différence significative
intergroupe. Si on analyse les comparaisons intragroupes, le ratio des souris fuyantes
(FS-Esc) est significativement supérieur a 1 en L1, donc le pourcentage de temps de
sommeil total est supérieur a J14 comparé a la Baseline (Figure 24 ; T=0, Z= 2.2, p-val =

0.028).
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Figure 24: Ratios des pourcentages de temps passé dans chaque stade de sommeil sur 24 heures a
J14 comparativement a la Baseline.

Par tranche de 6 heures : L1 (ZT0-ZT6), L2 (ZT6-ZT12), D1 (ZT12-ZT18) et D2 (ZT18-ZT24). Analyses :
comparaison intergroupe (test post-hoc de Kruskal-Wallis) : *, p-value < 0,05 ; **, p-value < 0,01 et t, p-
value < 0,07. Comparaison intra-groupe (effet des chocs électriques), test non-paramétrique a une valeur
théorique de 1 (symboles bleus) : $, p-value < 0,05 ; $$, p-value < 0,01 ; $$$, p-value < 0,001 et t, p-value <
0,07. Représentation en boite a moustaches avec percentile 5% (bas) et 95% (haut), la barre représente la
médiane et le + la moyenne. Total, temps de sommeil total ; SL 1/2/3, sommeil lent de stade 1/2/3, SP,
sommeil paradoxal ; @ No-FS, souris non exposées (contrdles), ® FS-Res, souris exposées résilientes ®FS-
Frz, souris exposées susceptibles immobiles ® FS-Esc, souris exposées susceptibles fuyantes. Les effectifs
sont les suivants : nNo-F$=12 n =5 ; nFS-Frz =9 et NFS-Esc =6,
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Le pourcentage de temps de sommeil total des souris résilientes tend a étre
inférieur a J14, durant la premiere partie de période d’inactivité (Figure 24 ; D1, T= 0,

7=2.02, p-val = 0.043).

Sommeil lent de stade 1: Il n’y a pas de différence significative intergroupe. Les
animaux susceptibles immobiles présentent des changements de pourcentages de SL 1
entre J14 et Baseline, avec un ratio significativement supérieur a 1 durant les 12 heures
de lumiere (Figure 23 ; L1:T=6,7Z=1,95, p-val = 0.051; L2 : T=1, =2.55, p-val = 0.011) et
tend vers ce résultat durant la deuxieme partie d’obscurité (Figure 24 ; D2: T=7,

7=1.84, p-val = 0.066).

Sommeil lent de stade 2 : Il n’y a pas de différence significative intergroupe. Les
souris contrdles présentent un ratio supérieur a 1 en seconde partie de lumiere (Figure
24 ; L2:T=8,Z=2.43, p-val = 0.015) et seconde partie d’obscurité (Figure 24 ; D2: T=
6, Z= 2.59, p-val = 0.009). Les animaux résilients (FS-Res) présentent significativement
un pourcentage de temps passé en SL 2 durant les 24 heures de sommeil inférieur a J14
comparativement a avant I'exposition au choc électrique (Figure 24 ; L1, L2, D1 et D2 :

T=0,Z=2.23, p-val = 0.043).

Sommeil lent de stade 3: Tres peu de résultats significatifs sur ce stade de

sommeil. Seules les souris contrdles (No-FS) présentent un ratio supérieur a 1 en

premiére partie de lumiére (Figure 24 ; L1: T= 10, = 2.27, p-val = 0.023).

Sommeil paradoxal : Les souris résilientes présentent des ratios significativement
supérieurs a 1 sur 24 heures (Figure 24 ; L1, L2, D1 et D2: T=0, Z=2.23, p-val = 0.043).
De plus ; ces ratios sont significativement différents des autres groupes (Figure 24 ; L1 :
H=10.78, p-val = 0.013 ; L2 : H=9.88, p-val = 0.02 ; D1 : H=10.21, p-val = 0.017 et D2 : H=
13.50, p-val = 0.004).: les ratios des pourcentages de sommeil paradoxal des souris
résilientes sont significativement différents de ceux des souris controles durant la phase
de lumiére (Figure 24 ; L1: p-val = 0.031 et L2 : p-val = 0.025), supérieurs au ratio des
souris immobiles sur les 24 heures (Figure 24 ; L1: p-val = 0.009 ; L2 : p-val = 0.069 ;
D1 =0.03 et D2 : p-val = 0.04) et des souris fuyantes sur les 18 derniéres heures (Figure
24 ; L2:0.03; D1:0.025 et D2: 0.003). Les souris contrdles non stressées présentent

des ratios de pourcentage de temps passés en sommeil paradoxal significativement
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supérieurs a 1 durant les 2 parties de phase d’obscurité (Figure 24 ; D1: T=9, Z= 2.35,
p-val =0.019; D2, T= 10, Z= 2.27, p-val = 0.023).

Sommeil total : L’analyse non paramétrique des ratios du nombre d’épisodes total
de sommeil sur des fenétres d’analyses de 6 heures montrent des différences
intergroupes sur les 12 heures de lumieres (Figure 25; L1: H=15.16, p-val = 0.002 et
L2 : H= 8.29, p-val = 0.04). Les tests a posteriori révelent que ces différences se font
entres les souris résilientes (FS-Res), qui présentent un ratio significativement
supérieur aux souris susceptibles immobiles et fuyantes (FS-Frz et FS-Esc
respectivement) en L1 (Figure 25; FS-Frz, p-val = 0.009 et FS-Esc, p-val = 0.015) et
entre les deux sous-groupes de souris susceptibles en L2 (Figure 25 ; L2 : p-val = 0.049).
Les analyses intragroupes montrent que les souris contrdles non stressées présentent
un ratio significativement supérieur a 1 durant toute la phase de lumiére (Figure 25 ;
Llet L2: T=12, Z= 2.12, p-val = 0.034) et seulement en seconde partie pour les souris
FS-Frz (Figure 25; L2 : T=0, Z= 2.67, p-val = 0.008). Les souris résilientes, quant a elles,
présentent ratio supérieur a 1 sur les 6 premieres heures et les 6 derniere heures

d’enregistrement (Figure 25 ; L1 et D2 : T=0, Z= 2.02, p-val = 0.043).

Somment lent de stade 1: Les comparaisons intergroupes de Kruskal-Wallis
révelent des différences significatives sur les 6 premieres heures d’enregistrement
uniquement (Figure 25; L1 : H=10.66, p-val = 0.014). Les tests apostérioris mettent en
évidences des tendances entre les souris fuyantes et les souris résilientes et les
contrdles non stressées (Figure 25 ; L1 : p-val = 0.057 et p-val = 0.069, respectivement).
Les analyses intragroupes de Wilcoxon révelent des ratios significativement supérieurs
chez les souris contrdles et les souris résilientes uniquement durant les 6 premieres
heures de lumieres (Figure 25 ; L1: T=3, = 2.82, p-val = 0.005 et T=0, Z= 2.023, p-val =
0.043, respectivement), et chez les souris susceptibles immobiles uniquement sur les
secondes parties de lumieres et d’obscurités (Figure 25 ; L1 : T=0, Z=2.67, p-val = 0.008
et D2 :T=7,7Z=1.83, p-val = 0.063).
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Figure 25: Ratio des nombres totaux des épisodes dans chaque stade de sommeil sur 24 heures J14
sur Baseline.

Par tranche de 6 heures : L1 (ZT0-ZT6), L2 (ZT6-ZT12), D1 (ZT12-ZT18) et D2 (ZT18-ZT24). Analyses : Test
post-hoc de Kruskal-Wallis : *, p-value < 0,05 ; **, p-value < 0,01 et t, p-value < 0,07. Test non-paramétrique
a une valeur théorique de 1 (symboles bleus) : $, p-value < 0,05 ; $$, p-value < 0,01 et t, p-value < 0,07. Total,
temps de sommeil total ; SL 1/2/3, sommeil lent de stade 1/2/3, SP, sommeil paradoxal ;© No-FS, souris
non exposées (controles) ; ® No-FS, souris non exposées (controles), = FS-Res, souris exposées résilientes
B FS-Frz, souris exposées susceptibles immobiles ™ FS-Esc, souris exposées susceptibles fuyantes. Les
effectifs sont les suivants : nVo-F$=12, n =5;nfSFrz =9 et N =6.
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Somment lent de stade 2 : Les analyses intergroupes ne révelent qu'une tendance
en L2 (Figure 25; H= 7.01, p-val = 0.07), qui montrent une tendance entre le ratio des
souris résilientes et le souris immobiles (Figure 25; L2 : p-val = 0.063). Les analyses
intragroupes en revanche mettent en évidence des ratios changement du nombre
d’épisodes en SL 2 entre J14 et BSL: exclusivement une diminution en J14 sur les 18
derniéres heures d’enregistrement pour les souris résilientes (Figure 25 ; L2, D1 et D2 :

T=0, Z= 2.023 et p-val = 0.043).

Sommeil lent de stade 3: Les analyses intergroupes ne montrent aucune

différence significative. Les analyses intra-groupes ne montrent qu’'un changement
significatif du nombre d’épisodes en sommeil lent 3 pour les souris controles non
stressées (No-FS) sur les 6 premieéres heures de lumieres (Figure 25; L1: T= 13, Z=

2.04, p-val = 0.041).

Sommeil paradoxal : Les analyses non paramétriques de Wilcoxon montrent des

différences significatives intergroupes pour chaque fenétre d’analyses de 6 heures
(Figure 25; L1: H=13.68, p-val = 0.003; L2 : H=10.01, p-val = 0.019 ; D1, H= 7.60, p-val
= 0.050 et D2 : H= 8.99, p-val = 0.03). Les tests a posteriori révelent que ces différences
de ratios sont entre les souris résilientes et les souris susceptibles immobiles sur les 6
premieres et dernieres heures d’enregistrement (Figure 25 ; L1 : p-val =0.003 et D2 : p-
val = 0.03) et sur les 18 premiéres heures entre les souris résilientes et les souris
susceptibles fuyantes (Figure 25; L1: p-val =0.02; L2: p-val = 0.03 et D1: p-val =
0.046). Les analyses intragroupes mettent exclusivement en évidences des ratios
significativement supérieurs a 1 pour les souris résilientes et ce sur les 24 heures

(Figure 25;L1,L2,D1etD2: T=0,Z=2.023, p-val = 0.043).

Pour ce parametre, tres peu de résultats significatifs sont révélés, si ce n’est les

analyses intragroupes en sommeil lent de stade 2 : les souris contrdlent et les souris

résilientes (FS-Res) présentent des ratios significativement inférieurs a 1 sur les 24
heures d’enregistrements (Figure 26 ; FS-Res; L1, D1 et D2 : T=0, H= 2.023, p-val =
0.043 et No-FS; L1: T=13, Z= 2.04, p-val = 0.041; L2 : T=5, Z= 2.68, p-val = 0.008 ; D1:
T=15,7Z=1.88; p-val =0.050 et D2 : T= 11, Z= 2.20, p-val = 0.03).
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Figure 26: Ratio des temps moyens des épisodes dans chaque stade de sommeil sur 24 heures J14
sur Baseline.

Par tranche de 6 heures : L1 (ZT0-ZT6), L2 (ZT6-2T12), D1 (ZT12-7ZT18) et D2 (ZT18-ZT24). Analyses :
Test post-hoc de Kruskal-Wallis : *, p-value < 0,05 ; ** p-value < 0,01 et t, p-value < 0,07. Test non-
paramétrique a un valeur théorique de 1 (symboles bleus) : $, p-value < 0,05 ; $$, p-value < 0,01; $$$, p-
value < 0,001 et t, p-value < 0,07. Total, temps de sommeil total ; SL 1/2/3, sommeil lent de stade 1/2/3,
SP, sommeil paradoxal; ®m No-FS, souris non exposées (contréles), = FS-Res, souris exposées résilientes
B FS-Frz, souris exposées susceptibles immobiles ®FS-Esc, souris exposées susceptibles fuyantes. Les
effectifs sont les suivants : nN°¥5=12, n =5; nFS-Frz =9 et NFS-Esc =6,
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En résumé, les analyses polysomnographiques mettent en évidence des différences
significatives entre les groupes, avec des effets différents des chocs électriques sur le
pourcentage de temps passés dans chaque stade de sommeil. Les

présentent des variations mineures, majoritairement une augmentation du temps de
sommeil SL 1 et SL 3 sur les six premiéres heures de lumieres, causée par une

augmentation du nombre d’épisodes en SL 1 et SL 3. Les souris résilientes montrent une

diminution du temps passé en sommeil lent de stade 2 (due a la fois a une diminution du
nombre et du temps moyen d’épisodes) au profit d'une augmentation du sommeil
paradoxal (conséquence d'une augmentation du nombre d’épisodes de sommeil
paradoxal et d'une latence d’entrée en sommeil paradoxal diminuée a J14). Les souris
susceptibles de phénotype comportemental d'immobilité (FS-Frz) ne présentent pas de
modifications majeures de I'architecture du sommeil, si ce n’est une augmentation du
temps passé en sommeil lent léger (stade 1, marquée par une augmentation du nombre
d’épisodes). Les (FS-Esc) ne
présentent qu'une légére augmentation du temps total de sommeil sur les 6 premieres
heures de lumieres, principalement di a une légere augmentation du temps de sommeil

paradoxal et de SL 2 (tendance).
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A.2.a. Pourcentages de transitions

La premiere intention était de voir la répartition des états de vigilances sur 24
heures. Pour aller plus loin dans I'analyse de I'architecture du sommeil, les transitions
en Baseline et en J14 ont été analysées (Figure 27). En effet, les transitions sont de bons
indices de stabilité des stades de sommeil. Les analyses ont été faites sur les quatre
fenétres de six heures. Les résultats étant semblables et pour plus de clarté, les résultats
des analyses intergroupes et intragroupes sont présentés ici sur une fenétre d’analyse
globale de 24 heures (Figure 27A). Les analyses intragroupes de Wilcoxon et les tests

post-hoc sont présentés sous formes de tableau croisés (Figure 27B).

Pourcentages de transitions depuis un état d’éveil : Aucune différence significative
entre les groupes d’animaux ni a J14 ni en Baseline n’a été observé. Cependant, les souris
résilientes montrent une augmentation des pourcentages de transitons de I'éveil vers le

sommeil paradoxal (Figure 27 ; T=0, Z= 2.23, p-val = 0.043).

Pourcentages de transition depuis un état de sommeil lent léger (stade 1):

L’analyse statistique non paramétrique révele des différences significatives intergroupes
entre la transition SL 1 vers le SL 3 en J14 et en BSL (Figure 27 ; SL 1-SL 3; ]J14, H=
9.84, p-val = 0.02 et BSL, H=7.91, p-val = 0.048, respectivement). Plus précisément, les
souris fuyantes font moins de transitions du SL 1-SP que les souris résilientes, aussi
bien en J14 qu’en Baseline (J14- Figure 27 ; p-val = 0.019 et BSL- Figure 27 ; p-val=
0.035, respectivement). De plus, 'analyse intragroupe révelent une augmentation des
transitions du SL 1 vers le sommeil paradoxal pour les souris résilientes (Figure 27 ;
T=0, Z= 2.23, p-val = 0.043) et une diminution de ces transitions pour les souris fuyantes

(Figure 27 ; T=0, Z= 2,20, p-val = 0.028).
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Figure 27: Les pourcentages de transition d’'un état de vigilance a I'autre de chaque phénotype
avant (baseline, BSL) et 14 jours apres les chocs électriques (J14)

chez les animaux controles (No-FS) et les animaux qui recevront les chocs électriques, subdivisés en 3
groupes : les résilients (FS-Res) et animaux qui auront un phénotype comportemental de type TSPT avec
comportement de défense passif (freezing, FS-Frz) et actif (escaping, FS-Esc). A. Représentation en boite a
moustache. Les encadrés bleus indiquent les analyses intragroupes significatives. Analyses : Intergroupe,
post-hoc de Kruskal-Wallis, *, p-val < 0,05 et **, p-val < 0,01 ; Intragroupe, post-hoc de Wilcoxon, #, p-val
< 0.05, ##, p-val <0.01 et t, p-val < 0.07. B. (page suivante) Tableaux récapitulatifs des analyses
intragroupes par groupe, données exprimées en moyenne * SD. Total, temps de sommeil total ; SL 1/2/3,
sommeil lent de stade 1/2/3, SP, sommeil paradoxal; ® No-FS, souris non exposées (contrdles), = FS-
Res, souris exposées résilientes M FS-Frz, souris exposées susceptibles immobiles ™ FS-Esc, souris
exposées susceptibles fuyantes. Les effectifs sont les suivants : nNo¥5=12, n =5 ; nFS-Frz =g et NFs-Esc =6,
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No-FS [ a... Eveil [ 4..5L1 4..5L2 4..5L3 4. 5P
Baseline Baseline | J14 \ p-value Baseline J14 p-value Baseline J14 p-value Baseline J14 p-value
B,11 2,59 | 7,56 % 265 s 414342 | 301232 n.s 246+1,22]3,16+197 n.s 0734057 | 0,61 0,38 ns
SL1a 6,25+ 225 | 576+ 2,62 n.s 797+ 3,04 | 939 +5,04 1.5 746+525| B1+417 n.s 1.69+137 | 237 +1,43 ns
SLZa. 4688+ 247 | 38318 n.s 7.39+243 | 795+ 379 13768 +506[(11209 +7 28 1.5 356156 | 362+18 ns
SL3a.. 2784147 | 32412 n.s 596 +456 | 7,21+ 398 ns 1512+52 |122+7.76 n.s 105+0981,23+072 1.5
SPa.. 1,512 094 | 1,74+ 0,86 n.s 1,69+£1,37 | 2,372 143 ns 237122 | 2,1x1,08 | 1.5 1,22+ 1,08 | 1,29+ 0,66
FS-Res a.. Eveil a..5L1 a..5L2 a..5L3 a..5P
Baseline 14 Baseline | J14 \ p-value Baseline J14 p-value Baseline ]14 p-value Baseline 14 p-value
B04+201 771161 ns 221228 12432209 n.s 296+144]434+165 ns 025+0,24 1,05 +0,69 ns
SL1a. 64+206 | 634+224 n.s 4,98 + 4 B2 | 555 +3,29 1.5 7,93+ 1,85 |1067 +4,79 n.s 049023 | 237+2 18| *0,0495
SLZa. 3,B2+405| 33+203 n.s 4BE+ 289 | 434+ 191 ns 18,53 +7,32{ 9,48 + 787 1.5 248+1,31|294+094 ns
SL3a.. 262106 | 41308 n.s 6,17+1.29] 10267 ns 20,69 +7,55[10,62+ 921 n.s 067061 ]1,75+0,93( *0,0499
SPa.. 0D6+014 171062 ) *0,0625 |0.66+0,22| 26+1.96 ns 187+1.6 | 1.51+ 09 | n.s 0.74+068|227+106( *0,0495
FS-Frz a... Eveil a.5L1 a.5L2 a..5L3 a.. 5P
Baseline 14 Baseline | J14 ‘ p-value Baseline J14 p-value Baseline J14 p-value Baseline J14 p-value
7,66+ 285|626+ 202 1.5 399+ 136 | 364+£243 n.s 3689+ 218|417+232 n.s 074063 |0,75+0,29 ns
SL1a. 5,68+ 266 | 49+ 185 n.s 9,09 +54 |10,96+ 689 1.5 550+200|602+274 n.s 102075 1,24 0,66 ns
SLZa. 468514 | 41179 1.5 7.56+x45 |9.689+634 ns 1477 x7,54(11,79 £+ 7,44 .5 3512074 | 3,37 0,81 ns
SL3a.. 4,13+194 14034173 | * 00078 |476+256 (534314 ns 15,6+ B.07 |12.87+ 749 n.s 0,88 + 0,83 | 0,B2 + 0,55 ns
5PA... 161 +0,6 | 1L73+ 0,48 n.s 1,38 +0,71 | 1,63 + 046 ns 203+0,64 | 169:0,68] ns 1,12+0,8 | 1,13+ 061
[ a... Eveil [ 4. 5L1 a..5L2 a..5L3 a..5P
LT Baseling Baseline | J14 ‘ p-value Baseling J14 p-value Baseline J14 p-value Baseling J14 p-value
Eveil 4. 583 +1,99 514+ 242 1S 506+2,29 5073 n.s 2,19+ 026 | 2652105 n.s 07903 | 0,76 £0,41 ns
SL1a. 453+2322 | 3894193 n.s 6,64+ 2,25 | 591 +243 1.5 383+076|363+163 n.s 066 +0,21 *0,0313
SL2aA. 5134 521%235 n.s 5092+237 |4B7% 1BB ns 1078 +2,80({2134 +1,41 434+132 A ns
S5L3a.. 2572047 | 27509 *0,0313 3,07+04 |3,05%133 ns 20,26 +3,32( 21,8+ 1,78 n.s 093 +0,54 1,13 0,37 1S
5Pa.. 1742062 | 17806 n.s 1.02+0,09 0,99+ 039 ns | 292+1.1 | 3 +0,57 | n.s 102+063]|1,11+032

Pourcentages de transition depuis un état de sommeil lent de stade 2: De la méme

analyse qu’en stade SL 1, les analyses inter-groupes mettent en évidence des différences
significatives pour les transitions SL 2->SL 3 en ]J14 et les transitions SL 2-+SP en BSL
(Figure 27 ; J14 H= 11, p-val = 0.02 et BSL, H=9.79, p-val = 0.015, respectivement). Les
tests a posteriori révelent que les souris fuyantes font plus de transitions SL 2=SL 3 que
les souris résilientes, immobiles et controles a J14 (Figure 26 ; J14 ; p-val = 0.02, p-val =
0.050 et p-val = 0.03, respectivement) et plus de SL 2=SP que les souris résilientes en
BSL (Figure 27 ; BSL ; p-val = 0.043). De plus, les analyses intergroupes mettent en
évidence que les souris résilientes font moins de transition du sommeil de stade 2 vers
le sommeil lent de stade 3 apres expositions aux chocs électriques (Figure 27 ; T=0, Z=

0.023, p-val = 0.043).

Pourcentages de transition depuis un état de sommeil lent de stade 3: Les

résultats en Baseline et J14 vont dans le méme sens: des différences intergroupes
significatives dans les transitions SL 3=SL 2 (Figure 27 ; J14, H= 9.59, p-val = 0.022) et
SL 3-SL 1 (J14, H= 8.88, p-val = 0.031 et BSL, H=8.34, p-val = 0.026 respectivement).
Plus précisément, les souris susceptibles fuyantes font moins de transitions SL 3-SL 1
que les souris résilientes a J14 (J14 ; p-val = 0.036) et en BSL (Figure 27 ; BSL; p-val =
0.026). Les animaux fuyants font en revanche plus de transition SL 3-SL 2 que les
souris résilientes et controles a J14 (Figure 27 ; J14; p-val = 0.049 et p-val = 0.039,

respectivement ). Les analyses intragroupes révelent que le sommeil des souris
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immobiles est composé de moins de transitions SL 3—=Eveil a J14 (Figure 27 ; T=1, Z=
2.56, p-val = 0.011). Les souris fuyantes font également moins de transitions SL 3-> Eveil
a J14 (Figure 27 ; T=0, Z= 2.20, p-val = .028). Les souris résilientes présentent plus de
transitions SL 3->SP a J14 (Figure 27 ; T=0, Z= 0.023, p-val = 0.043).

Pourcentages de transition depuis un état de sommeil paradoxal: Il n'y a pas de

résultat significatif a J14. En revanche, en Baseline, les analyses statistiques révelent des
différences intergroupes pour les transitions depuis le sommeil paradoxal vers I'éveil
(BSL- Figure 27 ; H= 10.15, p-val = 0.07): Les souris résilientes font moins de
transitions SP—Eveil que les souris susceptibles immobiles et fuyantes (BSL- Figure 27 ;
p-val = 0.035 et p-val = 0.022, respectivement). Les analyses intragroupes mettent en
lumiére une augmentation des transitions du SP->Eveil et du SP-SL 3 entre la baseline
et J14 pour les souris résilientes (Figure 27 ; T=0, Z= 2.023, p-val = 0.043 pour les deux

résultats).

Ce qu'il ressort majoritairement de ces analyses sont les différences intergroupes liées
aux transitions au sein du sommeil lent et des 3 stades (SL 1, SL 2 et SL 3). A J14, les
souris résilientes favorisent 'entretien du sommeil profond et particulierement avec les
passages du sommeil lent de stade 3 vers le sommeil paradoxal, ce qui est cohérent avec
une augmentation du nombre d’épisode en SP. Les souris susceptibles fuyantes

entretiennent majoritairement les transitions du sommeil lent de stade 2 vers le stade 3.

A.2.b. Analyses spectrales de I'enregistrement
électroencéphalographique des animaux: amplitudes des

oscillations

En plus de I'analyse polysomnographique, nous avons analysé 'amplitude des
oscillations dans chacun des états de vigilances. Tout comme I'analyse
polysomnographique quantitative, les données sont présentées sous forme de ratio des
amplitudes oscillatoires a J14 normalisées sur les données Baseline, chaque animal étant

son propre contréle (Figure 28).

Amplitudes oscillatoires en SL 1 : Les souris contrdles non stressées présentent

un ratio de d’amplitude d’oscillations inférieur a 1 (soit une diminution de I'amplitude
des oscillations en J14 comparativement a la Baseline) pour les oscillations low 6 sur les

12 heures de lumieres (Figure 28 ; L1 et L2 : p-val = 0.008) mais une augmentation des
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oscillations 31 et B2 sur les 18 derniéres heures d’enregistrement (Figure 28 ;1: L2:
p-val = 0.050, D1 : p-val =0.015 et D2 : p-val =0.015; 2: L2: p-val = 0.021, D1 : p-val
=0.011 et D2 : p-val =0.021). Les souris susceptibles immobiles ne présentent qu’une
légere diminution des oscillations low 6 en D1 (p-val = 0.046). Les souris susceptibles
fuyantes présentent majoritairement des changements sur les 12 heures de lumieres,
avec une diminution du high 6 en L1 (Figure 27 ; p-val = 0.028), une diminution de I'a et
du 1 en L2 (Figure 28 ; p-val= 0.028 tous les deux) et une diminution du 2 en L1 et L2
(Figure 28 ; p-val = 0.046 et p-val = 0.028). Le souris résilientes présentent le plus de
changement ici avec une diminution sur 'ensemble des 24 heures des oscillations low 0
(L1, L2, D1 et D2 : p-val = 0.043) et high 06 (Figure 28;L1, L2, D1 et D2 : p-val = 0.043),
accompagnées d’'une augmentation sur 24 heures en J14 des oscillations 31 (Figure

27 ;L1,L2,D1 et D2 : p-val = 0.043) et B2 (Figure 28 ;L1, L2, D1 et D2 : p-val = 0.043).

Amplitudes oscillatoires en SL 2 : Les souris immobiles ne présentent aucun
ratio significativement différent de 1, soit aucun changement de I’amplitude
d’oscillations de SL 2 sur 24 heures entre J14 et BSL. Les souris fuyantes présentent
légere augmentation de 'amplitude des oscillations o en L1 (Figure 28 ; p-val = 0.028),
des oscillations 1 en L2 et D1 (Figure 28 ; p-val = 0.028) ainsi que des oscillations (32
sur les 18 premieres heures d’enregistrements (Figure 28 ; L1, L2 et D1 : p-val = 0.028).
Les souris résilientes présentent une diminution de 'amplitude des oscillations lentes,
S, et low/high 6 sur les 18 premiéres heures (Figure 28; L1, L2 et D1, p-val = 0.043
pour toutes) accompagnée d’'une augmentation de 'amplitude des oscillations 1 et 32
sur les 24 heures enregistrées en J14 (Figure 28 ; toujours par rapport a I'amplitude en

Baseline ; L1-D2 : p-val = 0.043).

Amplitudes oscillatoires en SL._3 : Les analyses ne révélent que peu de résultats

significatifs entre J14 et BSL dans cet état de sommeil. En effet, les souris susceptibles
fuyantes ne montrent aucun changement significatif, les souris contrdles non stressées
ne montrent qu'une diminution de 'amplitude des oscillations low 0 en L1 (Figure 28 ;
p-val = 0.050) et des oscillations § en D1 (Figure 28; p-val = 0.038), et les souris
immobiles ne montrent qu’'une légére diminution de I'amplitude des oscillations § en
L1 aJ14 (Figure 28 ; p-val = 0.027). Les souris résilientes, quant a elles, présentent une
augmentation de 'amplitude des oscillations 32 durant la phase de lumiere (Figure 28 ;

L1 et L2: p-val = 0.043) et les 6 premieres heures dans 'obscurité (Figure 28 ; D1 : p-
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val = 0.043), ainsi qu’'une diminution de 'amplitude des oscillations low/high 8 durant la

phase d’obscurité (Figure 28 ; D1 et D2 : p-val = 0.043 pour les deux).
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Figure 28: Effets des chocs électriques sur les oscillations de l'enregistrement électro
encéphalique chez les animaux résilients et susceptibles, lors de la phase d’inactivité (Light 1 et
2) et d’activité (Dark 1 et 2) de I'animal.

Changements des amplitudes oscillatoires 14 jours apres l'exposition aux chocs électriques
comparativement a avant I’exposition (BSL) chez les animaux contréles (No-FS), les animaux résilients
(FS-Res) et les animaux avec un phénotype de type TSPT ayant principalement un comportement de
défense passif (immobilité, FS-Frz) ou majoritairement actif (fuite, FS-Esc). Chaque changement
d’amplitude oscillatoire est représenté au sein des quatre états de sommeil : sommeil lent de stade 1 a
3 (SL 1, SL 2 et SL 3) et sommeil paradoxal (SP) pour chaque fenétre de temps de 6 heures. A. Light 1 :
ZTO0-ZT6 ; Light 2: ZT6-ZT12; B. Dark 1: ZT12-ZT18 et Dark 2: ZT18-ZT24. Bandes de fréquence : delta
(0.5-4 Hz), low et high théta (6 low, 4-7 Hz and 6 high, 7-10 Hz), alpha (10-13 Hz), beta 1 et 2 ($1, 13-18
Hz and 2, 18-25 Hz). Comparaison a une valeur théorique de 1 : #, p-value < 0,05 ; ##, p-value < 0,01
et t, p-value< 0,07. Total, temps de sommeil total ; SL 1/2/3, sommeil lent de stade 1/2/3, SP, sommeil
paradoxal. Les effectifs sont les suivants : n¥o-¥$=12, n =5 ; nFS-Frz =9 gt NFS-Esc =6,
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Amplitudes oscillatoires en sommeil paradoxal : Encore une fois, les souris

fuyantes ne présentent aucun changement significatif de 'amplitude des oscillations
entre ]14 et BSL. Les animaux immobiles présentent uniquement une augmentation de
I'amplitudes des oscillations 6 et une diminution de I'amplitude du high 6 en J14
(comparativement a celles de la BSL) en deuxieme partie de la période de lumiere
(Figure 28; L2 : p-val = 0.046 et p-val = 0.028, respectivement). Les souris contréles
présentent principalement une augmentation de I'amplitude des oscillations 2 sur les
24 heures (Figure 28 ; L1 : p-val = 0.050, L2 : p-val = 0.038, D1 : p-val = 0.028 et D2 : p-
val = 0.028). On peut noter tout de méme une augmentation de I'amplitude des
oscillations & (Figure 28 ; p-val =0.021) et une diminution de celle des ondes high 6
(Figure 28 ; p-val = 0.038) en premiere partie d’obscurité (D1). Les souris résilientes
présentent les plus grands changements d’amplitudes sur 24 heure avec une
augmentation de celle des ondes 6, a, f1 et 32 (Figure 28; L1, L2 D1 et D2: p-val =
0.043 pour tous) et une diminution majeure de I'amplitudes des oscillations high 6

également sur 24 heures (Figure 28 ; L1-D2 : p-val = 0.043).

En résumé, tandis que les souris susceptibles immobiles ne présentent que des
changements minimes du spectre EEG, les souris susceptibles fuyantes présentent une
diminution des amplitudes oscillatoires high 6 et 32 majoritairement sur le sommeil
vent de stade 1 durant les 12 heures de lumiéres, ces changements disparaissent durant
la phase d’obscurité. Les souris résilientes sont les souris présentant les plus grands
changements, avec une augmentation des amplitudes des oscillations 3 sur 24 heures et
sous tous les états de sommeil. Il est a noter que 'amplitudes des oscillations lentes (6)
est diminuée a J14, comparativement a la baseline durant les états des de sommeil lent
profond (SL 2 et SL 3), ainsi qu'une diminution de I'amplitudes des oscillations 6
accompagnée d’'une augmentation d’amplitudes des ondes § et a durant le sommeil

paradoxal.

HETEROGENEITE DE LA REPONSE A UN STRESS DE FORTE INTENSITE EMMA LARDANT

186




B. Corrélations entre l'architecture du sommeil et

phénoty pes comportementaux

Apres avoir trouvé des différences de l'architecture du sommeil a J14 des trois
groupes d’animaux ayant regu des chocs électriques, aussi bien quantitativement que
qualitativement, nous avions l‘hypothese que le sommeil pourrait, avant et/ou apres
I'exposition aux chocs électriques, étre un indicateur prédictif des altérations
comportementales (environ 10 jours chez le rongeur ;Chauveau et al. 2012; Mitra et al.
2005). Ainsi nous cherchions a déterminer, chez les animaux ayant été exposés aux
chocs électriques (J0), le lien entre altérations de sommeil (J14) et les comportements de
défense lors de la présentation a un indice de rappel le jour de I'enregistrement de
sommeil (Figure 29) ainsi qu’avec la sévérité des altérations comportementales des

souris exposées (stressées) (Figure 30).

r=060 r=-051
A @p-val: 0.005 & B 0.5 @p-val =0.025
A s A
% de % de
SL1 SL 2
Sur ZT0-6 A Sur ZT0-6
L A
F'y
20 40 60 80 100 "o 20 40 60 80 100
% du temps d'immobilité durant % du temps d'immobilité durant
I'exposition a la grille (J14) I'exposition a la grille (J14)

Figure 29: Corrélation en le temps passés en stade de sommeil a J14 et le
comportement des animaux exposés.
Corrélations entre le temps passé en sommeil lent de stade 1 (SL 1, A) et sommeil lent
de stade 2 (SL 2, B) les 6 premieres heures d’enregistrement (ZT0-6) et le pourcentage
de freezing lors de la présentation de la grille associée aux chocs électriques juste avant
les enregistrements de sommeil a J14.  FS-Res, souris exposées résilientes; = FS-Frz,
souris exposées susceptibles immobiles; FS-Esc, souris exposées susceptibles
fuyantes.

Les pourcentages de temps passé en sommeil lent de stade 1 et de stade 2 sont,

corrélés positivement (Figure 29 ; r= 0.60, p-val = 0.005) et négativement (Figure 29 ;
r=-0.51, p-val = 0.025) au pourcentage du taux d’'immobilité (freezing) a J14 (I'indice
indice de rappel est la grille nettoyée a 1'alcool camphré diluée). De plus, nous avons vu
que les souris résilientes présentaient une augmentation du taux de sommeil paradoxal
post-stress. Nous avons alors regardé s’il y avait une possible corrélation pré/post

stress du temps de sommeil paradoxal et du score de sévérité des altérations
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comportementales du type anxiété généralisée. En effet, il a été montré chez ’humain, et
principalement chez les soldats, qu'une mauvaise qualité du sommeil était un facteur
majeur de prédisposition de développement du TSPT (Acheson et al. 2019; H. E. Wang et
al. 2019). Nous avons regardé le taux de sommeil paradoxal sur 24 heures avant et apres
exposition aux chocs électriques et le score composite de chaque animal (Figure 30). Il
existe des corrélations opposées entre ces deux variables: le temps de sommeil
paradoxal pré-stress est positivement corrélée a la future la sévérité des altérations
comportementale est positivement corrélée au temps de sommeil paradoxal avant
I'exposition au stress intense, mais est négativement corrélée au taux de sommeil
paradoxal apres exposition (Figure 30 ; spearman r = 0.60, p-val = 0.0106 et spearman r

=-0.60, p-val = 0.0051).

Baseline : Jour 14 @ No-FS
) B ZT0-2T24 " A FS-Res
20 @r=is 200 A A FSFrz
A FS-E
%de 151 % de 151 >
SP
104 SP 104
sur 24 sur 24
heures s heures 54
0 T T 1 0 T T 1
0 5 10 15 0 5 10 15
Index de sévérité de Index de sévérité de
'anxiété généralisée 'anxiété généralisée

Figure 30: Corrélation entre le temps de sommeil paradoxal sur 24 heures avant

et 14 jours apres l'exposition aux chocs électriques et la sévérité des altérations

comportementales des souris exposées.

Corrélations de Spearman, *, p-val < 0.05 et ** p-val < 0.01. SP, sommeil paradoxal ;
FS-Res, souris exposées résilientes B FS-Frz, souris exposées susceptibles immobiles

W FS-Esc, souris exposées susceptibles fuyantes
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1V.

RESUME DES PRINCIPAUX RESULTATS DE SOMMEIL (TABLEAU 2) :

L’analyse du temps total de sommeil sur 24 heures montre que I'exposition aux
chocs électriques induit une diminution du temps de sommeil chez tous les animaux
exposés. Les animaux résilients dorment plus que les animaux susceptibles avant et
apres exposition. Quand on regarde plus précisément les différents stades de sommeil
en fonction des phases circadiennes, les résultats montrent que 1) chez les animaux
résilients, I'exposition aux chocs électriques diminue le temps passé en sommeil lent de
stade 2 au profit du sommeil paradoxal qui est significativement augmenté apres le
stress intense. Quant a 'EEG, I'amplitude de l'oscillation 3 augmente au détriment de
I'oscillation 6. 2) Chez les animaux susceptibles avec un comportement de défense
passif, 'immobilité, il n'y a pas de grosse modification des stades sommeil, a part une
augmentation modérée du temps passé en sommeil lent de stade 1. Et enfin 3) Chez les
animaux susceptibles avec un comportement de fuite, il n'y a pas d'impact du stress sur

les différents stades de sommeil, mais une diminution des oscillations 3 est observée.

Susceptibles .
a 21 . ; Susceptibles
Phénotypes No-FS Résilientes (FS-Res) immobiles
fuyantes (FS-Esc)
(FS-Frz)
Baseline Temp.s total de grande variance Supérieur au FS-Frz et FS-Esc Inférieur au FS-Res Inférieur au FS-Res
A sommeil (24 | (Max: 20heures;
J14 heures) Min: 10h) Supérieur au FS-Frz et FS-Esc Inférieur au FS-Res Inférieur au FS-Res
Temps de sommeil
= N N N
total (24h)
Latence
= N 2 =
d'endormissement PS SL1/2/3
A A
% SL 1 (L1) ] (L1,12) ]
Nb Ep/Durée E - -
(Nb Ep/ P b Ep) (7 NbEp.)
dRati?s : %L 2 N (L2,D1,D2) N (24 heures)
onnées a a = =
(Nb Ep/Durée Ep) (NNbEp.;
N N é .
J14 sur NDurée Ep.) (NNb Ep.; NDurée Ep.)
B les
données A (L1
en %SL 3 Ly _ _ _
i Nb Ep/Durée E - - -
Baseline | ( p/Durée Ep) (7Nb Ep)
2 (D1,D2) 2 (24 heures)
%SP _ _
Nb Ep/Durée E B B
(NbEp/ Pl aNbEp) (ANbEp;~7 Durée Ep)
. N 9(SL2;24h)
Ampl N 0-S2;24h
pi (SL et SP; 24h)
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Tableau 2: Résumé des résultats de l'analyse du profil de sommeil des trois

phénotypes comportementaux. Les souris résilientes ( ) et les souris
susceptibles avec un comportement de défense de freezing (FS-Frz) et un comportement
de défense de fuite (escaping, ). A. Comparaison intragroupes des données de

sommeil 14 jours post-stress (J14) avec les données avant le stress (baseline). Les
données montrent des augmentations 7 ou diminutions N significatives en J14 par
rapport a la Baseline sur les 24 heures d’enregistrement (24h) ou spécifiquement a
certaines phases d’analyses (deux phases d’inactivité -L1 et L2- et les deux phases
d’activité - D1 et D2- de l'animal. B. Comparaisons intergroupes des souris exposées
(stressées) a chaque temps d’enregistrement, avant (baseline) et 14 jour post-stress
(J14). SL : sommeil lent et SP, sommeil paradoxal.
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V. DISCUSSION

Le but de cette derniére partie de these était de mettre en avant les effets sur le
long terme de l'exposition aux chocs électriques sur le sommeil dans un modele
murin de trouble de stress post-traumatique grace a une optimisation du
phénotypage comportemental des animaux exposés. Cela a déja été mis en évidence
par plusieurs chercheurs entre animaux controle et animaux stressés. Mais tres peu
d’études mettent en avant des différences interindividuelles au sein des animaux
stressés (résilients/susceptibles) sur le long terme. Le second objectif était de valider
notre analyse de profil comportemental (Chapitre 1) qui a permis de subdiviser les
animaux stressés en trois groupes : des animaux résilients et des animaux susceptibles
subdivisé en 2 groupes, suivant leur comportement de défense (actif, fuite ou passif,
immobilité). Les principaux résultats de ce chapitre (Tableau 2) mettent effectivement

en évidence des effets des chocs électriques sur le sommeil qui different en fonction des

trois groupes d’animaux.

A. Le sommelil des souris controles (No-FS).

Bien que les souris controles non stressées ne regoivent aucun choc électrique, ces
animaux suivent tout de méme toute la procédure expérimentale comprenant une
chirurgie, un total 10 jours de tests comportementaux et 3 séances d’enregistrement de
sommeil de 40 heures (Baseline, J7, J14; branchement la veille de l'enregistrement
expérimental + 24 heures d’enregistrement), le tout restant en cage individuelle
pendant plus de 4 semaines. Ces animaux ne peuvent étre considérés comme « non
stressées ». Elles permettent de mettre en avant, s’ils existent, les effets spécifiques des
chocs électriques sur le sommeil des animaux exposés. De plus, I'analyse par rapport a la
Baseline permet un contréle intra individu : chaque animal étant son propre contréle,
nous pouvons suivre I’évolution individuelle du sommeil de chaque animal. L’analyse du
sommeil des animaux contréles reste importante pour contrdler et analyser I'effet
cumulatif de I'isolement social et de la procédure expérimentale (répétition des tests

comportementaux).

Dans un premier temps, si on observe la durée totale de sommeil des animaux
controles, que ce soit en Baseline ou a J14, il faut mettre en avant la grande dispersion
intragroupe. Tandis que la souris la plus « petite dormeuse » ne dort que 40% sur 24

heures (environ 10 heures), la plus « grande dormeuse » peut dormir jusqu’a 80% de
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son temps (20 heures sur 24). Cette grande dispersion peut étre due aux effets souche et
aux effets de la procédure. Les souris SWISS sont des animaux non consanguins, la
variabilité interindividuelle est donc augmentée. L'isolement social peut avoir un double
effet: soit cela agit comme un agent stressant pour l'animal, qui dormira moins, soit
I'isolement sensoriel (diminution des stimuli externes) des caissons entrainent une

augmentation de l'inactivité de I'animal, augmentant la probabilité de dormir.

Malgré cela, Les présentent des variations mineures du sommeil
entre la Baseline et J14. Bien que le temps consacré a dormir ne varie pas entre BSL et
J14, les souris contrdles présentent tout de méme une légere augmentation du temps de
sommeil sur les 6 premieres heures de lumieres qui est allouée a une augmentation du
nombre d’épisodes en SL 1 et SL 3. Cette augmentation sur les 6 premiéres heures de
sommeil a J14 peut étre due au test mené le matin méme sur I'animal. Pour rappel, les
animaux sont exposés a la grille associée aux chocs électriques. Pour ce groupe
d’animauy, le test n’est pas aversif, comme en témoigne 'absence de comportement de
défense des animaux lors de la réexposition (cf. chapitre 1, Figure 12). Mais l'agitation
dans la salle et le réveil de 'animal peuvent étre associés a une -tres- 1égere privation de
sommeil (la plupart des souris dorment a 'ouverture des caissons). Cette augmentation
de sommeil lent peut étre le reflet d'un léger rebond de sommeil a a suite de la
perturbation du sommeil de I'animal. Une autre hypothese est que la répétition des tests
comportementaux agit comme un agent de stress modéré qui est connu pour provoquer

des rebonds de sommeil lent et sommeil paradoxal (Cespuglio et al. 1995).

B. Sommeil des souris résilientes

Le sommeil des souris résilientes est différent de notre hypothese de départ.

En effet, a J14, les souris résilientes montrent une diminution du temps passés en

sommeil lent de stade 2 (due a la fois a une diminution du nombre et du temps moyen
d’épisodes) au profit d'une augmentation du sommeil paradoxal (par augmentation du
nombre d’épisodes de sommeil paradoxal et d'une latence d’entrée en sommeil
paradoxal diminuée). L’augmentation du nombre de transitions mutuelles entre le SL 3
et le SP indiquent que les souris résilientes augmentent de maniére significative leur

temps de sommeil profond.
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A ma connaissance, la plupart des données de la littérature ne compare, que les
animaux controles et les animaux stressés. Cependant, 'augmentation du sommeil
paradoxal 14 jours apres le trauma est en accordance avec les résultats du modele
murin de défaite sociale de Henderson et collegues (F. Henderson et al. 2017) qui
montre une augmentation du sommeil paradoxal chez les souris résilientes la nuit de la
dixieme session de défaite sociale et apres 5 jours de repos post-stress.

De plus, I été monté que l'augmentation du sommeil paradoxal est
principalement observée apres I'exposition a de chocs électriques évitables (synonyme
de controlabilité du stress), tandis qu'une diminution du sommeil paradoxal est associée
aux expositions traumatiques sans possibilité de fuite (incontrolables; (Sanford et al.
2010). Malgré l'impossibilité d’échapper aux stimuli aversifs dans notre procédure
expérimentale a JO, les souris résilientes présentent un taux de sommeil paradoxal
augmenté a J14. Ce résultat rappelle I'augmentation du sommeil paradoxal observé
apres l'exposition a un stress de contention (Marinesco, Bonnet, and Cespuglio 1999). Ce

résultat suggere que la situation est jugée contrdlable par la souris résiliente. On peut

mettre ces résultats en parallele de notre procédure a J14. En effet, il est important de
rappeler que les enregistrements de sommeil ce jour-ci sont immédiatement précédés
de la réexposition des animaux a la grille associée aux chocs électriques pendant 5
minutes. Le haut taux d’'immobilité des souris résilientes démontre bien qu’elles ont
intégré et associé I'objet aux chocs électriques. Malgré un rappel mnésique de l'objet
associé aux chocs électriques, le sommeil des souris résilientes présente une
augmentation du temps de sommeil paradoxal. Ce résultat peut étre mis en parallele
avec 'augmentation de sommeil paradoxal trouvé chez les souris apres I'exposition a un
contexte neutre (Pawlyk et al. 2008). Il est alors possible que I'augmentation du
sommeil paradoxal chez les animaux résilients, aprés réexposition a un indice de
rappel dans un environnement neutre refletent un processus d’inhibition du
conditionnement aversif original et/ou un processus d’apprentissage de
consolidation grille-nouveau contexte sir.

Le choix de réexposer les animaux directement en début de la phase de lumiere
(ZT0), donc début la phase d’inactivité de I'animal, a été choisi pour accentuer les
éventuels effets de cette exposition (modélisant les reviviscences, un des symptomes
majeurs du TSPT) sur le sommeil. Le sommeil paradoxal est connu pour avoir une

fonction de régulation émotionnelle et avoir un réle important et dans la consolidation
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de la mémoire aversive, tandis que le sommeil lent aurait une fonction majeure dans la
consolidation de la mémoire contextuelle (M. P. Walker and van der Helm 2009). Les
souris résilientes présentent une réorganisation du sommeil apreés les chocs électriques.
Ce résultat rejoint celui de Bush et collegues (Bush et al. 2022) mais est en contradiction
avec l'état de sommeil déterminant la résilience. En effet, Bush et ses collegues
démontrent une augmentation du sommeil lent 12 jours aprés une défaite sociale
chronique uniquement chez les animaux résilients. Cette différence peut s’expliquer par

le choix du modele. En effet, notre procédure est un stress aigu, tandis que celle de Bush

est un modeéle de stress chronique. Tout de méme, nos résultats suggerent un role

adaptatif de la réorganisation du sommeil des souris résilientes : 'augmentation du

sommeil paradoxal apres réexposition a un indice de rappel permettrait a I'animal de
diminuer la valence émotionnelle associée a l'indice de rappel (la grille dans notre
étude) dans un environnement neutre/sain et siir et ainsi améliorer la discrimination
des stimuli menagant et neutre. La diminution du SL 2 pourrait entrainer un déficit de
consolidation mnésique de l'objet indicé avec le contexte neutre du caisson
d’enregistrement et ainsi éviter la généralisation comme observée chez les animaux

susceptibles.

De plus, les souris résilientes sont les souris présentant les plus grands
changements d’amplitude oscillatoire, avec une augmentation des amplitudes des
oscillations 3 sur 24 heures et durant tous les états de sommeil. En effet, ces résultats
sont en adéquation avec le modele de défaite sociale chez la souris d’Henderson.
Cependant, 'augmentation des amplitudes des oscillations 3 est principalement associée
a une dégradation des symptomes TSPT chez les patients et est considéré comme un
marqueur d'un hyperéveil cortical et d'un sommeil perturbé. Mais il est a noté que ces
résultats, obtenue chez ’humain sont souvent I'analyse de la comparaison de patients
TSPT avec des patients sains, et non un suivi de patient. D’autre recherches ont comparé
les amplitudes des oscillations 8 entre patients TSPT et patient traumatisés résilients et
n’ont trouvé aucune différence significative entre les deux groupes. Une autre recherche,
prenant des échantillons vastes de patients TSPT a trouvé une association positive entre
I'amplitude des oscillations 3 et des symptomes moins séveéres, une hyper vigilance
subjective et une régulation émotionnelle améliorée. De plus, 'augmentation des
oscillations  durant le sommeil lent, corrélée a une réduction des symptémes a été

démontré chez des patients insomniaques suivant une thérapie de méditation pleine
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conscience. La littérature sur les oscillations 3 pendant le sommeil est pauvre et semble
contradictoire. En revanche, davantage de données sur les oscillations lentes sont
disponibles.

L’amplitudes des oscillations lentes (8) est diminuée a J14, comparativement a la
BSL durant les états de sommeil lent profond (SL 2 et SL 3) ainsi qu'une diminution de
I'amplitude 6 accompagnée d’'une augmentation de celles de 6 et a durant le sommeil
paradoxal. Ces diminutions d’amplitudes des oscillations 6 en sommeil lent et des
oscillations 6 en sommeil paradoxal sont souvent retrouvées chez des patients avec des
troubles panics et des patients TSPT. Nos données faites chez I'animal semblent alors
incohérentes avec la littérature clinique. Cependant, nos données sont encore une fois en
adéquation avec le modele de défaite social d’Henderson. De ces résultats une
hypothese : I'augmentation des oscillations [3 est associée a une diminution des
oscillations 6 en sommeil lent et des oscillations 6 en sommeil paradoxal. Cette
augmentation n’est retrouvée que chez les animaux résilients. Cela pourrait refléter
I'activation de réseaux neuronaux distinct entre les trois phénotypes FS.
L’augmentation de I'amplitude des oscillations 3 aurait alors un role protecteur

dans I'’émergence des altérations comportementales de type TSTP.

C. Sommeil des souris susceptibles immobiles et fuyantes

Le sommeil des souris susceptibles immobiles est a l'opposé des résultats

attendus. En effet, les souris susceptibles de phénotype comportemental immobile (FS-

Frz) ne présentent pas de modifications majeures de I'architecture du sommeil, si ce
n’est une augmentation du temps passé en sommeil lent l1éger (stade 1, marquée par une
augmentation du nombre d’épisodes) a J14 et semblent favoriser 'entrée en SL 2,
comme le montrent les pourcentages de transitions. Les

(FS-Esc) ne présentent qu'une légere augmentation
du temps total de sommeil sur les 6 premieres heures de lumieres, comme les souris
controles No-FS, mais ceci est principalement dii a une augmentation du temps de
sommeil paradoxal. Tout comme les souris susceptibles immobiles, les souris
susceptibles fuyantes entretiennent majoritairement les transitions SL 2 < SL 3.

L’analyse spectrale des souris exposées susceptibles fuyantes révelent une diminution
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des amplitudes oscillatoires high 6 et 2 majoritairement sur SL 1 durant les 12 heures

de lumieres, qui disparaissent durant la phase d’obscurité.

Les souris susceptibles semblent privilégier, méme faiblement, le sommeil lent au
sommeil paradoxal. En effet, il faut ajouter aux résultats des pourcentages de transition,
les corrélations positives et négatives entre le pourcentage d’immobilité (freezing)
pendant l'exposition au chocs électriques et le temps passés en SL 1 et en SL 2
respectivement en L1 : les souris, majoritairement les souris susceptibles immobiles
passent plus de temps en SL 1 apres la réexposition et mettent plus de temps a
s’endormir, signe d’'une difficulté d’entrée en sommeil plus profond. Ceci est
probablement dii a une forte réactivité émotionnelle face a I'objet associé aux chocs
électriques. La diminution du temps passé en sommeil profond les 6 premieres heures
n’'est pas compensée par la suite par un rebond de sommeil. Les enregistrements de
sommeil des souris immobiles ne présentent pas de changement d’amplitude
oscillatoire a J14. Le sommeil des animaux susceptibles immobiles semblent rigide,
avec une incapacité de réorganisation de son architecture. Cela pourrait étre le
signe d'un déficit antérieur aux chocs électriques, latent, « asymptomatiques » qui ne se
révele qu’apres l'exposition a un stress intense. Ou alors, les animaux ont déja subi un
premier stress qui a fragilisé le systeme ; les souris vulnérables aux chocs électriques
auraient ainsi un sommeil dysfonctionnel n’étant plus capable de jouer son role cognitif
a savoir consolider I'information que I'indice (grille) dans un contexte siir ne prédit pas

I'occurrence des chocs électriques.

De plus, les souris susceptibles fuyantes se distinguent par une augmentation de
temps de sommeil sur les 6 heures suivant I'exposition a la grille, marquée par une
augmentation du sommeil paradoxal (et une tendance a 'augmentation du sommeil
lent). Les animaux ont fortement réagi a la réexposition. Cette augmentation de sommeil
pourrait se traduire par un rebond de sommeil faisant suite au stress engendré par la
présentation de l'objet indicé. Mais, on peut remarquer que, bien que ne passant pas
toujours la significativité, 'amplitude des oscillations 3 est majoritairement réduite a 14

durant la période d’inactivité et ceux sur tous les stades de sommeil.
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D. Role du sommeil dans I'émergence des altérations

comportementales apres I'’exposition a un stress intense

D.1.a. Effet global du stress sur le sommeil

De maniere générale, les chocs électriques ont un effet sur le temps de sommeil
des animaux exposés. Le raffinement de I'analyse par profil comportemental des
animaux a permis de mettre en avant des modifications de l'architecture du
sommeil spécifique de leur phénotype. De plus, les souris résilientes dorment
toujours plus que les souris susceptibles (immobiles et fuyantes), que ce soit avant ou
apres l'exposition aux chocs électriques. Nous pouvons en conclure que le sommeil
joue en role majeur dans I'émergence des altérations comportementales de type

TSPT.

D.1.b. R6le du sommeil paradoxal dans I'émergence des altérations

comportementales du type TSPT

Le sommeil paradoxal semble jouer un réle primordial dans la résilience aux chocs
électriques dans notre étude (Suchecki, Tiba, and Machado 2012). Ceci est mis en avant
avec la corrélation positive entre le temps de sommeil paradoxal sur 24 heures en J14 et
le score composite d’anxiété généralisée des souris exposées, qui devient négative apres
'exposition aux chocs électriques.

Mais si on regarde le sommeil paradoxal en Baseline, on remarque que I'ensemble
des souris susceptibles (immobiles et fuyantes) présentent un taux significativement
plus haut de sommeil paradoxal que les souris résilientes et ce sur les 24 heures. Deux
hypotheses: 1) le haut pourcentage de sommeil paradoxal des souris susceptible et
signes d’'une précédente fragilisation antérieure du systeme, a causes d’expériences
aversives antérieures aux chocs électriques Ou 2) le faible taux de sommeil paradoxal
(ou le haut taux de sommeil lent) des souris résilientes les protége du trauma en
permettant un bonne intégration mnésique contextuelle et en évitant une

surreprésentation de la mémoire aversive.

Pour résumer, I'analyse du sommeil des animaux selon leur phénotype
comportemental suggere que le sommeil paradoxal joue un réle essentiel dans la
réponse a un stress intense. Mais son role serait dual, avec un effet néfaste avant

le stress intense, il serait dans ce cas un marqueur de vulnérabilité et il aurait un
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role protecteur apres l'exposition aux chocs électriques et il serait alors un
marqueur de résilience. Le tegmentum latéro-dorsal et le tegmentum pédonculo-
pontin du tronc cérébral sont des structures clés d’'induction et de maintien du sommeil
paradoxal et partagent des connections, directes ou non, avec des structures clés de la
régulation émotionnelle et de la mémoire aversive et des comportements de défense : le
locus ceeruleus, I'amygdale, la substance grise périaqueducale notamment. La prochaine
étape sera donc de corréler le sommeil des animaux avec 'activation cellulaire dans ces

structures clés.
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RAPPELS DES PRINCIPAUX RESULTATS SOUS FORME GRAPHIQUE

Le trouble de stress post-traumatique est une pathologie dont la mise en place et
I’évolution sont complexes. Le nombre important de patients non répondants aux
traitements actuels (de 30 a 90% selon les traitements pharmacologiques ou les
thérapies comportementales employés) pourrait étre causé par l'existence d’au moins
trois sous-types de TSPT, révélés grace a des analyses de profils latents basées sur la
sévérité d’expression des symptémes. Afin de rendre les traitements plus personnalisés,
la recherche préclinique aide a mieux comprendre les mécanismes neuronaux sous-
jacents. A ce jour, tres peu de modeles animaux du trouble de stress post-traumatique a
mis en évidence I'hétérogénéité des réponses comportementales, cellulaires et
hypniques face a un stress de forte intensité.

Le but original de cette these était de mettre en évidence l'existence de phénotypes
comportementaux distincts chez 47 souris SWISS exposées a un stress de forte intensité.
Le phénotypage des animaux stressés en deux étapes a permis de distinguer 3
phénotypes. La premiere étape était basée sur un score composite de la sévérité de la
généralisation des comportements de type-anxiété. Quatre tests comportementaux ont
été choisi car ils permettaient I'observation de comportements spontanés et non
associés aux chocs électriques. Les deux variables dont la dispersion était la plus
importante ont été sélectionnées pour chaque test. Un score de 0 a 3 a été attribué a
chaque variable, avec des seuils calculés sur la médiane et les 25%, 75% et 95%
percentiles des valeurs des souris contréles. La somme de ces 8 scores a permis de
calculer un score de sévérité pour chaque animal, pouvant aller de 0 a 24. Plus le score
est élevé, plus les altérations de comportements sont considérées comme séveres. Cette
premiere étape a permis de distinguer des animaux dont le score composite était
supérieur a ceux des animaux contréles : les animaux susceptibles. Certains animaux
avaient des scores composites équivalents a ceux des animaux contrdles : ces animaux
ont été qualifiés de résilients. La seconde étape du phénotypage consistait a distinguer
des sous-types au sein des animaux susceptibles d’apreés leurs comportements de
défense lors de I'exposition a des indices rappelant les chocs électriques. Deux groupes
d’animaux ont été détectés. Des animaux présentaient exclusivement des
comportements d'immobilité (freezing) et des animaux dont I'immobilité était plus
faible et qui présentaient au moins un essai de fuite. Ces animaux ont été nommés

respectivement de phénotype immobile et de phénotype fuyant.
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Figure 31: Résumé graphique de la these.

A. Synthese des principaux résultats des travaux de cette these. AMG, Amygdale; PAG,
substance grise périaqueducale; SL 2, sommeil lent de stade 2; SP, sommeil paradoxal ;
Base, niveau de base, avant le stress; J14, 14 jours post-stress. B. Représentation en étoile
des moyennes pour chaque phénotype des scores de sévérité d’altérations
comportementales (deux variables par test) et des caractéristiques du sommeil paradoxal :
les altérations de type-anxiété (le pourcentage de temps passé et la vitesse moyenne de
déplacement dans les bras ouverts), les altérations de type néophobie (généralisation des
comportements de défense lors de I'exposition a un contexte ou a un objet nouveaux et
neutres), la sévérité de I'hypervigilance (ratio des amplitudes de réponse maximale et ratio
des latences de réponse lors d'un jet d’air), la sévérité des altérations intrusives/
d’évitement (pourcentages des comportements de défenses, immobilité et fuite, lors de la
présentation des indices de rappel) et les modifications de sommeil paradoxal (pourcentage
de temps passé en sommeil paradoxal et ratio des amplitudes des oscillations 3 durant le
sommeil paradoxal sur 24 heures a 14 jours post-stress). Un score de 0 a 3 est attribué a
chaque variable de chaque critere pour chaque animal. Les seuils de ces scores ont été
calculé a la médiane, et les 25%, et 75% percentiles des animaux controles non stressés.
Pour chaque critere, le score peut aller de 0 a 6.

En se reposant sur ces phénotypes, des analyses immunohistologiques du marqueur
d’activité cellulaire, la protéine cFOS, ont été faites deux structures clés dans la
régulation émotionnelle et la régulation des comportements de défense : au sein des
quatre noyaux anatomo-fonctionnels de I'amygdale (latéral, basoantérieur, central
latéral et central médial) et au sein des quatres colonnes anatomiques de la substance
grise périaqueducale (PAG dorsale, latérales et ventrale). Les souris susceptibles se
distinguent des souris résilientes par un nombre de cellules FOS+ supérieur dans
I'amygdale latérale et I'amygdale centrale. De plus, les nombres de cellules FOS+ dans
I'amygdale centrale et dans I'amygdale latérale sont corrélés positivement avec I'index
de sévérité des altérations comportementales des animaux exposés. Les souris
susceptibles immobiles présentent un nombre de cellules FOS+ supérieur dans la PAG
dorsale postérieure tandis que les souris susceptibles fuyantes ont un nombre de
cellules FOS+ supérieur dans la PAG dorsale antérieure. Le nombre de cellules FOS+
dans la PAG ventrale n’est pas différent entre les trois phénotypes exposés.

Les altérations de sommeil font parties intégrantes de la symptomatologie du trouble
de stress post-traumatiques. Le sommeil des animaux a été analysé grace a des
enregistrements polysomnographiques de 24 heures avant puis 14 jours post-stress. Les
analyses qualitatives et quantitatives de ces enregistrements a permis de mettre en
avant des profils de sommeil différents chez les animaux exposés. Les souris résilientes
montraient une augmentation significative du temps passé en sommeil paradoxal 14

jours post-stress et apres une réexposition a un indice de rappel (la grille), ainsi qu’'une
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augmentation des amplitudes des oscillations § durant le sommeil paradoxal sur 24
heures. Le temps de sommeil paradoxal étant corrélé a la sévérité des altérations
comportementales, ce dernier pourrait jouer un rdle essentiel dans I'émergence des
altérations comportementales de type TSPT.

Ainsi, ces trois profils se distinguent sur leurs comportements mais aussi sur leurs
activités cellulaires au sein de 'amygdale et de la substance grise périaqueducal ainsi
que sur leur sommeil. Ceci met en évidence la présence d'une hétérogénéité de la
réponse de stress intense chez les souris. Le raffinement des méthodes d’analyses de ce
type devrait renforcer la validité translationnelle du modéle de TSPT, ouvrant ainsi de

nouvelles perspectives pour des traitements plus personnalisés.

II. HETEROGENEITES COMPORTEMENTALES ET NEUROBIOLOGIQUES DES

SOURIS EXPOSEES A UN STRESS DE FORTE INTENSITE

A. Expressions comportementales distinctes chez les souris

exposées : mise en évidence d’animaux susceptibles et

résilients

Nous voulions un agent stressant qui entraine chez la souris des altérations
comportementales chroniques semblables a celle de patients atteints de Trouble de
Stress Post-Traumatique (TSPT) mais aussi des altérations de I'architecture du sommeil.
[Is existent plusieurs protocoles permettant de modéliser le TSPT chez I'animal et qui
remplissent ces critéres (pour revue, voir (Deslauriers et al. 2019)). Les plus utilisés
sont le protocole de stress prolongé, I'immersion sous I’eau, I'exposition a 'odeur de
prédateurs, la défaite sociale et I'exposition aux chocs électriques. Notre choix s’est
porté sur I'exposition aux chocs électriques. Comme tout modele, les chocs électriques

sur les pattes présentent des avantages et des inconvénients a prendre en considération.

A.1l.a. Les criteres de validité de I'exposition a des chocs électriques

Toute validation d’'un modele préclinique passe par le respect de plusieurs
criteres de validité: 1) Validité apparente, le modeéle induit-il des altérations

comportementales semblables aux symptémes associés a la pathologie chez 'humain ?
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2) Validité de construction - le modele permet-il de mesurer les bons parametres et
variables ? 3) Validité prédictive - le modele peut-il prédire les résultats d’'une éventuelle
molécule en tant que traitement ? (4) Validité discriminante - le modele permet-il de
différencier les animaux susceptibles des animaux résilients (développement ou non des
altérations comportementales de type-TSPT) ? (Belzung and Lemoine 2011; Goswami et
al. 2013; Siegmund and Wotjak 2007). La combinaison de ces critéres permet de savoir

si le modele choisi est adapté a notre contexte de recherche.

A l'inverse du protocole de stress prolongé ou du stress de contention qui sont
standardisés entre les différents laboratoires, les protocoles de chocs électriques varient
en nombre d’applications (de 1 a 100 chocs), durée des expositions (de 0,5 a 10
secondes) ou bien dans leur intensité (0,2 a 2 mA). Le but original de cette these étant
I'analyse des altérations de sommeil induites par un stress intense chez la souris, nous
nous sommes basés sur un protocole déja établi de chocs électriques, qui induisaient a la
fois des altérations comportementales de type TSPT de longues durées mais également
des altérations de I'architecture du sommeil (Deslauriers et al. 2019; Philbert et al. 2011;
Polta et al. 2013; Verbitsky, Dopfel, and Zhang 2020). L’intensité de 'agent stressant est
déterminée par le temps d’exposition et l'intensité des chocs électriques. L'intensité
devait d’étre entre 1 et 2 mA avec un temps d’exposition court (2 secondes) pour éviter
toute lésion cutanée. Ainsi le protocole de Siegmund et Wotjak (Siegmund and Wotjak
2007), utilisé ensuite par Philbert (Philbert et al. 2011), a été sélectionné : deux chocs

électriques de 1,5 mA de 2 secondes chacun.

D’apres le critére A, I'atteinte traumatique peut étre de nature psychologique
et/ou physique, avec toujours une importance accordée a I'intensité de I'agent stressant.
Bien que l'absence de lésion ait été prise en compte, I'activation des récepteurs
nociceptifs provoquée par les chocs électriques entrainent la mise en jeu de structures
cérébrales impliquées également dans la réponse émotionnelle notamment I'amygdale,
I'hippocampe et le cortex cingulaire (Ressler et al. 2022; Timmers et al. 2019; Tovote,
Fadok, and Liithi 2015). Cependant l'atteinte physique est un fort indicateur de
développement d'un TSPT chez I'humain, comme l'atteste les plus hauts taux de
prévalence dans les événements traumatiques comme les viols, les accidents de la route

ou les missions en opération extérieur pour le miliaire (Yehuda et al. 2015)
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La validation d'un modele, ici le modele d’'une pathologie neuropsychiatrique,
nécessite plusieurs criteres de validité (Belzung and Lemoine 2011; Fernando and
Robbins 2011; Sartori, Landgraf, and Singewald 2011). Le critere de validité étiologique
est essentiel pour améliorer la valeur translationnelle d’'un modele préclinique: le
modele animal de laboratoire doit se rapprocher d'un agent stressant de
I'environnement de l'animal a I'état sauvage. Ainsi, la défaite sociale, le protocole
d’exposition (in)directe a une odeur de prédateur ou encore I'immersion sous l’eau
remplissent parfaitement ce critere. Cependant, peut-on considérer qu'un attentat ou un
viol soit plus « naturel » qu'une catastrophe climatique ou un accident de la route ? Le
développement d'un TSPT, comme plusieurs pathologies psychiatriques (addiction,
dépression, anxiété généralisée...) est causé par des facteurs de nature différente. La

diversité de modele permet ainsi de mieux comprendre le facteur étiologique du TSPT.

Le choc électrique est un modele tres employé et dont les bases neuronales sont
bien connues. En effet, I'exposition aux chocs électriques est basée sur un
conditionnement pavlovien et des associations stimulus-réponse émotionnelle
(Bergstrom et al. 2013; Bergstrom, McDonald, and Johnson 2011; Fanselow 1980; Schafe
et al. 2001; VanElzakker et al. 2014). Or le TSPT est une pathologie de la mémoire
émotionnelle, définit par une hypermnésie sensorielle et émotionnelle des stimuli
rappellant I'’événement traumatique accompagnée d'un déficit de rappel mnésique de
certains détails épisodiques contextuels de I'’événement(Al Abed et al. 2020; American
Psychiatric Association 2013; Brewin and Holmes 2003; Desmedt, Marighetto, and
Piazza 2015; Hopper, Osterman, and Van Der Kolk 1998). Les changements physiques et
neuronaux engendrés par les chocs électriques chez 'animal (tels une hypervigilance
accrue, un déficit d’extinction de la mémoire contextuelle et émotionnelle, augmentation
de l'activité cellulaire de I'amygdale...) sont concordants avec les symptomes observés
dans plusieurs pathologies psychiatriques dont le trouble de stress post-traumatique : le
critére de validité apparente (homologies des altérations chez ’humain et ’animal, face
validity) est rempli avec les chocs électriques (Bali and Jaggi 2015a; Daskalakis, Yehuda,
and Diamond 2013; Deslauriers et al. 2019; Dorofeikova et al. 2023; Hassien et al. 2020;
Philbert et al. 2011; Polta et al. 2013; Gal Richter-Levin, Stork, and Schmidt 2019;
Siegmund and Wotjak 2007).
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Le TSPT est une pathologie de la mémoire ou la mémoire aversive est résistante a
'extinction et 'association des indices rappelant le stress dans un nouveau contexte siir
est altéré. Le dispositif d’administration des chocs électriques permet l'ajout d’objet
(visuel, tactile et sensoriel). Ces objets pourront ensuite étre utilisés comme indices de
rappel et ainsi permettre de vérifier la réponse comportementale des animaux en

présence de ces objets dans les semaines suivant I’expositions au stress intense.

D’apres le DSM-V, le facteur A correspond a la nature de I'agent stressant. Ce dernier
doit étre considéré comme 1) imprévisible et 2) inévitable. Pour répondre au
qualificatif d’'imprévisibilité, le lieu de I'exposition se passe dans un espace inconnu et
neutre pour l'animal. La salle d’exposition et la boite de conditionnement sont
présentées pour la premiere fois a 'animal le jour de I'exposition électrique et aucun
stimulus ne prédit avec certitude l'occurrence des chocs électriques (cas des
conditionnements classiques au son). Afin de rendre inévitables les chocs électriques, les
parois de la boite ne devaient pas étre trop basses pour éviter toute réussite de fuite de
I'animal et la grille délivrant les chocs électriques recouvrait toute la surface au sol de la

boite.

Une notion intéressante a aborder est la convergence des symptomes malgré la
diversité de la nature des agents stressants. Chez I’'Humain, il existe une grande variété
d’évenements traumatiques (35 répertoriés d’apres le DSM-V) qui conduiront tous au
développement de la méme pathologie, ici le TSPT. De la méme maniere chez I'animal,
différents types de stress intense (modeéles) entrainent tous des altérations
comportementales communes de type TSPT, observables grace a l'exposition des
animaux a des tests comportementaux permettant de révéler des comportements
semblables aux symptomes diagnostiqués chez I'’humain. Le principal objectif de ma
these était de raffiner la méthode d’analyse comportementale afin de distinguer les
animaux résilients et susceptibles a I'exposition des chocs électriques, mais aussi de
mettre en avant si possible des sous-phénotypes de TSPT chez I’animal. Chez 'humain, la
prise en compte de la variabilité d’expression des symptdmes, aussi bien dans leur
forme que leur sévérité, tend vers 'émergence de 3 a 5 sous-types de TSPT (Byrne et al.
2019; Campbell et al. 2020; Horn et al. 2016; Jongedijk et al. 2019; Pietrzak et al. 2014).
Par exemple, I'étude de Campbell et collaborateurs montrent chez 2365 patients

souffrant de TSPT la présence de quatre catégories de patients: les dysphoriques
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(23,8%), les réactifs a la menace (26,1 %), ceux dont I’expression de tous les symptomes

est élevée (33,7%) et ceux dont I'expression de tous les symptomes sont faibles (16,3%).

La nature de l'agent stressant peut étre a I'origine de la variabilité d’expression
des symptomes (Gal Richter-Levin, Stork, and Schmidt 2019; ]. Y. Stein, Wilmot, and
Solomon 2016). Il serait intéressant de reproduire nos analyses avec d’autres modeles
de stress induisant des comportements de type TSPT et voir si nous pourrions les

mémes sous-phénotypes de TSPT que ceux observés avec les chocs électriques.

La contrélabilité de 'exposition d l'agent stressant

L’exposition est possible grace a 'administration des chocs électriques via une
grille se trouvant sous les pattes de I'animal. Le dispositif est un modele commercialisé
et permet le contrdle du courant envoyé a 0,02 mA pres (dispositif de conditionnement
de peur de iMETRONIC®). Nous pouvons ainsi a la fois obtenir une réponse de stress
intense de l'animal avec des altérations cognitives, comportementales et cellulaires
perdurant sur le long terme, sans lésion. Les animaux contréles sont mis dans un
contexte visuel, olfactif et sonore identique a celui des animaux recevant les chocs
électriques, Pour le SPS, les animaux contréles sont généralement laissés dans leur cage
de vie, soit dans aucune condition nouvelle. Les protocoles d'immersion sous I'eau, les
animaux controles sont souvent placés dans une nouvelle cage sans eau ni nourriture
pendant 2 heures, impliquant une autre forme de stress modéré (Yasugaki et al. 2019).
La session est un programme défini par 'expérimentateur sur le logiciel IMETRONIC®.
Le temps total de la session, les intervalles entre les deux chocs électriques ainsi que la
durée des chocs électriques sont toujours identiques. Ces parameétres sont ainsi
controlés, ce qui accrue la reproductibilité du modele.

De plus, I'application des chocs électriques se fait par un logiciel se trouvant sur
un ordinateur dans une salle différente de la salle de tests, par un expérimentateur
différent de celui qui s’occupe des tests comportementaux et des enregistrements de
sommeil. Il n’y a donc aucune intervention de l'’expérimentateur tout au long de
I'exposition au stress intense. Ce qui n’est pas le cas du stress prolongé intense, durant
lequel I'expérimentateur intervient au moins quatre fois pendant l'exposition pour
changer I'animal de tests. Ainsi, dans le SPS, il pourrait y avoir une contamination des

tests comportementaux si c’est le méme expérimentateur qui fait les sessions de stress
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et les expériences de comportement par la suite. L’association négative de
I'expérimentateur a l'exposition aux chocs électriques est évitée ainsi que la
contamination éventuelle d’'un stress induit par I'’expérimentateur pendant les
tests comportementaux.

Le choix des souris mdles de souches non consanguines

Voulant a la fois augmenter la variabilité interindividuelle, obtenir un ratio
important de souris avec des altérations comportementales et de sommeil de type TSPT,
tout en réduisant le nombre d’animaux utilisés, le choix a été fait sur la souche Swiss

non-consanguine.

Chez I’humain, trois femmes développeront une TSPT pour un homme apres un
évenement traumatique. Avec ce ratio, il serait alors préférable de choisir d’étudier des
femelles (Bali and Jaggi 2015a; Olff 2017). Les premiers modeles animaux étaient menés
exclusivement sur des animaux males car les changements intrinseques propres aux
femelles (cycle hormonal) rendaient les comparaisons avec des conditions Baseline plus
compliquées et plus lourdes et suggéraient une augmentation significative de la
variabilité de données. Mais depuis le début des années 2000, plusieurs études
comparatives entre rongeurs males et femelles ont montrées que la variabilité du cycle
hormonal de la femelle était peu déterminante dans les réponses nociceptives et les
réponses aux tests de comportement de type anxiété (Lovick and Zangrossi 2021). Le
nombre de recherches sur les femelles est exponentiel depuis quelques années et
permet une meilleure compréhension de l'influence du cycle hormonal sur des systemes
sensibles a la réponse de stress, les émotions et le sommeil. Des différences
males/femelles ont été mises en évidence dans les altérations comportementales et
neurologiques induites par des chocs électriques. Les males présentent un
comportement de peur et d’anxiété plus spontané et passif que les femelles, avec plus de
comportement de freezing (Russo and Parsons 2021). Le clustering des femelles en
résilientes/susceptibles est plus compliqué car elles présentent d’autres mécanismes de
défense que le freezing, comme le darting. Le darting se caractérise par un mouvement
rapide de I'animal a travers une chambre de conditionnement a la peur et se produit
chez 40% des rats femelles contre 10% des rats males (Mitchell et al. 2022). De plus, les
femelles entrent plus rapidement dans la chambre de conditionnement et y restent plus
longtemps que les animaux males mais ces derniers montrent un temps d’apprentissage

de peur conditionnée et de conditionnement contextuel plus rapide que les femelles (10-
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15 jours chez les males pour 21 jours chez les femelles (Dalla et al. 2008; Woodburn,
Bollinger, and Wohleb 2021). Sur le plan neurobiologique, il existe des disparités entre
males et femelles (Debra A Bangasser and Cuarenta 2021; Hodes and Kropp 2023).
Notamment, 'amygdale médiale et le noyau du lit de la strie terminale des males
présentent de plus gros volumes que ceux des femelles (Debbie A. Bangasser and Shors
2008; Cooke and Woolley 2005). Dans I'hippocampe, le stress induit une perte de
densité synaptique chez les femelles et une augmentation chez le male (Dalla et al.
2009). Contrairement a ce qui est observé chez I'humain, il a été montré que les
rongeurs males étaient plus vulnérables dans des conditions aversives que les femelles

(Sillivan et al. 2017).

Chez 'humain et le rongeur, les taux d’cestrogeéne et de progestérone ont un
impact sur le conditionnement de peur, aussi bien sur son acquisition, son rappel et son
extinction. Il a été montré que les souris femelles ne répondaient au stress de la méme
maniére selon la période du cycle hormonal. En effet, des rates ayant subi un
conditionnement pavlovien en diestrus (taux de progestérone faible) puis réexposées en
proestrus (taux élevé de progestérone) ont montré des performances de rappel
contextuel inférieures de celles des femelles conditionnées et testées dans la méme
phase du cycle cestral (diestrus ou proestrus) (R. S. Blair et al. 2022). Dans le méme sens,
une autre étude a montré que les rats femelles en diestrus étaient plus sensibles aux
déficits de mémoire contextuelle induits par un stress prolongé (do Nascimento et al.
2019). Il serait alors intéressant d’utiliser notre modele préclinique et analyses
comportementales avec des souris femelles SWISS et comparer le taux d’animaux
résilients/susceptibles et le taux de souris susceptibles immobiles/fuyants selon la
période du cycle cestral lors de I'exposition aux chocs électriques. Les résultats des
travaux sur l'effet du cycle cestral sur l'impact du stress semblent indiquer une
protection de l'organisme lorsque la femelle est en phase proestrus. Nous pouvons
émettre '’hypothése que le taux d’animaux résilients sera plus élevé si la femelle est
exposée durant le proestrus que durant le diestrus. Ces résultats pourraient apporter de
nouvelles informations sur l'effet des hormones sexuelles et apporter de nouvelles

pistes de recherche pharmacologique ciblant le genre féminin.
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Le choix de la période d’exposition aux chocs électriques

De par l'influence des rythmes circadiens sur les performances mnésiques et les
réponses des stress, le choix de la période d’exposition au stress est crucial. La
régulation de l'’endormissement et de I'éveil sont régulées par deux processus, un
processus homéostasique (accumulation de molécules hypnogenes durant la journée,
entrainant une pression de sommeil grandissante jusqu'a atteindre le seuil de
d’enclenchement de lI'’endormissement) et un processus circadien, influencé par la
luminosité naturelle de I'environnement. L’horloge circadienne est certes un processus
commun a tout étre vivant capable de dormir, mais cette chronicité est soumise a des
variations interindividuelles (Wicht et al. 2014). De plus, une des difficultés dans
I'exécution des tests comportementaux est la différence de période d’activité entre
I'humain (journée) et I'animal (nuit). La plupart des tests comportementaux sont
menées en journée, bien que 'animal soit alors soumis a une privation de sommeil ce
qui ajoute un parametre influencgant les performances mnésiques de I'animal. Il a tout de
méme été démontré chez le rongeur que les performances dans la piscine de Morris (le
test le plus utilisé pour évaluer les performances d’apprentissage et de mémoire
spatiale) ne sont pas différentes en phase active ou inactive (Tsao, Flint, and Huang
2022; Valentinuzzi, Menna-Barreto, and Xavier 2004; P. Verma et al. 2010). Les
performances lors des conditionnements aversifs sont plus disparates. En effet,
certaines données suggerent une meilleure performance de rappel mnésique contextuel
des souris la nuit (Tsao, Flint, and Huang 2022) mais d’autre montrent une acquisition
plus rapide du conditionnement la journée (Chaudhury and Colwell 2002). Pour
maximiser nos chances de voir des effets du stress sur le sommeil, nous avons fait le
choix de stresser les animaux et de commencer les enregistrements de sommeil apres
rappel de la mémoire aversive a ZTO, c’est-a-dire au moment ou la pression circadienne

de sommeil est la plus élevée.

A.1.b. Nécessité de I'isolement social des rongeurs
L’humain et la souris sont des animaux sociaux, leur bien-étre et donc leur santé
dépend de la présence de congénere. Chez 'humain, 'isolement volontaire de courte
durée peut étre bénéfique pour la santé physique et mental. Cependant, le repli social
des patients TSPT pourrait étre un facteur aggravant a la pathologie. La plupart des

patients atteints de TSPT, de par 'émergence progressive des symptomes d’évitement et
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des altérations négatives de 'humeur (agressivité, honte, culpabilité...) présentent un
isolement social pathologique, reconnu comme un facteur aggravant et précipitant de la
pathologie (Ahmed, Cerda, and Maloof 2023; Dagan and Yager 2019; Vlachos,
Papageorgiou, and Margariti 2020).

Les animaux ont été isolés le jour des chocs électriques car il a été montré cela
aggravait les altérations comportementales; Par exemple, l'isolement de la souris
pendant 3-4 semaines augmente le conditionnement contextuel et son extinction (Pibiri
et al. 2008). L'isolement social et I'exposition a une de stress de forte intensité ont un
effet synergique, entrainant tous deux une aggravation des altérations neurobiologiques
(Vlachos, Papageorgiou, and Margariti 2020).

Cependant, I'isolement social nécessaire pour le développement des altérations
comportementales de types TSPT chez I'animal représente un biais de procédure. En
effet, tous les animaux, y compris les animaux contréles, sont isolés apres avoir été
présenté a la boite de conditionnement avec ou sans recevoir de choc électrique. Or
'isolement social de I'animal supérieur a 12 jours entrainent des comportements de
type dépressif chez la souris, qui s’aggravent avec un isolement de plus de trois
semaines (Takatsu-Coleman, Patti, Zanin, Zager, et al. 2013; Weiss et al. 2004). Afin
d’amoindrir cet isolement néfaste pour les souris controles (non stressées, No-FS) sans
pour autant alléger son caractere aggravant pour les souris recevant les chocs
électriques, les animaux sont positionnés dans des cages sur des racks avec grille
ouverte et les deux groupes d’animaux sont hébergés dans des pieces séparées afin

d’éviter toute contamination des animaux exposés sur les animaux contréles.

A.1.c. Choix des tests comportementaux : caractérisation de chaque
critere symptomatologique selon le DSM-V

L’objectif de ce deuxiéme article est de raffiner I'analyse comportementale grace a

la prise en compte de la sévérité et 'hétérogénéité d’expression des quatre symptomes
du TSPT : reviviscences/évitements, altérations négative de '’humeur et de la cognition
et altérations des états de vigilances. Les objectifs étaient de 1) distinguer les animaux
résilients des animaux susceptibles et d’établir un score de sévérité des
comportements ; 2) mettre en évidence des sous-phénotypes TSPT. Pour cela, chaque
test devra permettre I'observation d'un des quatre facteurs symptomatologiques décrits

dans le DSM-V. La reviviscence faisant majoritairement appel a la verbalisation du
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patient, il ne pouvait étre mise avant chez I'animal. Pour les autres critéres, un a deux

tests ont été choisi :

- Evitements: expositions aux indices de rappels sensoriels et contextuels
associés au stress de forte intensité, cinq tests.

- Altérations de I'humeur et de la cognition : majoritairement mis en avant par
des tests d’exploration spontanée non conditionnés, trois tests, et des tests de
néophobie pour mettre en évidence la généralisation des comportements de
défense, deux tests.

- Altérations des états de vigilances: les troubles du sommeil étant la cible
finale de ces trois années de these, nous avons ajouté un autre test mettant en
avant I'hyper vigilance observé chez les patients TSPT, mais aussi mis en
avant chez les rongeurs ayant des altérations comportementales décrit
comme de type TSPT. Cela a été testé grace a la réponse de sursaut aux jets

d’air, un test.

Cela représente un total de onze jours de tests comportementaux, sans compter le
test avant I'exposition et le jour de I'exposition au stress intense sur une période totale
d’'un mois. Le nombre peut sembler excessif et on ne peut contester la possible
contamination entre les tests (Saré, Lemons, and Smith 2021) mais I'attention a été
particulierement apportée a I'agenda des tests comportementaux et a I'habituation des
animaux aux déplacements entre la salle d’hébergement et les salles de tests avant le
début de I'expérimentation. En effet, chaque test a été espacé d’au moins 48 heures, se
référant aux recommandations faites pour les tests comportementaux menés en batterie
(Blanchard et al. 1998; Griebel et al. 1996). Ces protocoles sont majoritairement mis en
place pour I'analyse phénotypique de souris transgéniques. Faire plus de tests sur un
méme animal tout en respectant les regles éthiques permet de réduire le nombre
d’animaux utilisés et de mettre en évidence un gradient d’altérations comportementales
chez une méme souris. De plus, réaliser plusieurs tests a permis d’ établir plusieurs
phénotypes comportementaux, ce qui n’aurait pas été possible avec un ou deux tests.
Ainsi, nous avons pu mettre en avant plusieurs phénotypes comportementaux avec un

nombre minimal d’animaux.
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A.2.a. Etape 1: distinction des animaux susceptibles et résilients

par un score Composite

En voyant notre analyse, nous pourrions nous demander pourquoi donner un
score a chaque animal, si les animaux sont ensuite distribués dans des groupes ?
Pourquoi ne pas tout faire par une analyse en continuum ?

L’analyse en continuum est I'une des méthodes les plus appropriées pour
I'observation des différences interindividuelles sans faire de groupement des animaux.
L’équipe de Forkosh a mis au point une méthode computationnelle qui permet de mettre
en avant des traits d’identité chez les animaux, sur la base de leur répertoire
comportemental (Forkosh et al. 2019). Leur résultat met en avant la présence chez
I'animal de trait d’identité comparable aux traits de personnalité chez I'humain. Les
traits de personnalité sont fortement impliqués dans la variabilité des réponses
cognitives, émotionnelles et comportementales chez I'humain et sont reconnus comme
étant un facteur explicatif du développement de la maladie et I'’émergence de sous-type
de TSPT (Jaksi¢ et al. 2012; M W Miller 2003). Ceci met en avant le besoin d’accéder a
ces traits d’identité chez I'animal afin de déceler des sous-phénotypes pathologiques
dans les modeéles précliniques et se rapprocher encore de la pathologie humaine. Les
méthode d’analyse de I'’équipe de Forkosh ne se basent pas sur un référentiel. En effet
pour savoir si un animal présente des altérations comportementales de type TSPT, nous
ne pouvons que comparer les données individuelles de chaque animal a un référentiel,
qui est dans note étude le groupe de souris placées dans le méme contexte mais ne
recevant aucun choc électrique (contréles, No-FS). Voulant rendre les traitements plus
personnalisés, il serait intéressant d’augmenter les effectifs des animaux recevant les
chocs électriques. En effet, notre étude a permis d’obtenir des valeurs seuils a partir
desquelles le comportement de I'animal est considéré comme altéré. Avec des effectifs
plus importants, au moins 15 animaux par phénotype et en se basant sur ces valeurs,

nous pourrions alors faire des analyses en continuum qui permettrait d’augmenter
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encore la valeur translationnelle du modeéle et peut étre trouver des endophénotypes
grace a des études de séquencage génétique avec des marqueurs spécifiques ou graduel
selon le phénotype comportemental. Ceci pourrait également améliorer Ia
compréhension des phénomenes de comorbidité associés au trouble de stress post-
traumatique. En effet, 30 a 50% des patients atteints de TSPT souffrent également
d’autres pathologies psychiatriques, telles que la dépression ou I'addiction (Brady et al.
2000; Koffel et al. 2013; McCauley et al. 2012; Simmons and Suarez 2016). Plusieurs
théories tentent d’expliquer ce phénomeéne. Pour 'addiction, la premiere hypothese
repose sur un essai des patients de soulager les symptomes mnésiques (« boire pour
oublier ») mais aussi la douleur de certains symptémes, comme l'anxiété généralisée et
I’hypervigilance. Dans un second temps, les pathologies psychiatriques possedent des
symptémes qui leur sont propres mais partagent certaines avec les autres pathologies.
Par exemple, les troubles du sommeil et les sentiments de culpabilité et de honte ainsi
que la perte de concentration sont commun au TSPT et a la dépression (American
Psychiatric Association 2013). Le continuum pourrait mettre en avant le développement
graduel des comorbidités et ainsi pouvoir, peut-étre, anticiper I'apparition de ces
comorbidités. D’apres les premiers phénotypes observés dans ces travaux, nous
pouvons émettre des hypotheses sur les souris susceptibles. En allongeant la procédure
jusqu’a 2 mois post-stress nous pourrions observer 'apparition d’autres altérations
comportementales. Bien que la présence d’anhédonie n’ait pu étre observée 28 jours
post-stress, les souris avec un profil immobile présentent une anxiété accrue dans le
labyrinthe en croix surélevé et une augmentation, légere, du temps de sommeil de stade
1 sur les six premieres heures 14 jours post-stress. En revanche, les souris de profils
fuyant présentent une hypervigilance et peu d’altérations de sommeil. Les premiers
animaux auraient un profil avec une tendance a développer des altérations
comportementales de type dépression tandis que les seconds auraient tendance a
développer des comportements addictifs. Il a effet été montré que les rats hyperactifs
étaient plus susceptibles de développer des comportements addictifs a 'amphétamine
(Piazza et al. 1989). Pour tester cette hypothése, nous pourrions faire des tests
comportementaux spécifiques entre J33 et J60 : (1) des tests de préférences au sucrose,
des observations du toilettage et de I'aspect du nid ainsi que le test de polsolt qui
permettraient d’analyser I'apparition de comportements de type anhédonies,

spécifiques des comportements de type dépressifs (Harro 2019; Kremer et al. 2021) et
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) des tests d’auto administration avec diminution de la dose de la substance addictive
et des tests de préférence de place permettrait de mettre en évidence des
comportements de type addiction chez nos animaux fuyants (Kuhn, Kalivas, and

Bobadilla 2019; Spanagel 2017).

Les symptomes du TSPT peuvent étre catégorisés en deux types : les symptomes
associatifs, liés directement aux traumatismes (reviviscence, évitement principalement)
et les symptomes non associatifs, non induits par des stimuli rappelant I'’évenement
traumatique, a savoir la généralisation de la peur et de I'anxiété a des stimuli/contextes
neutres (Friedman et al. 2011; Hassien et al. 2020). La premiére catégorie semble au
premier abord assez simple a observer dans notre modele : un animal réexposé a un
indice de rappel sensoriel ou contextuel présentera des comportements de défense
passif (freezing) et actif (fight or flight)(LeDoux 2003; Tovote, Fadok, and Liithi 2015).
Cependant la deuxieme catégorie de tests, se basant sur des comportements
spontanés de l'animal est soumise a une haute variabilité d’expression
comportementale, qui est dans notre modele augmentée par le choix de la souche non
consanguine (souris SWISS). Un animal placé dans un labyrinthe en croix surélevé est
libre de tout mouvement. Son absence de déplacement ou son nombre d’entré réduit
dans les bras ouverts peut étre a la fois un signe de réaction de type anxiété ou une
absence d’intérét pour l'exploration. A contrario, I'exploration excessive dans les bras
ouverts peut étre considéré comme une augmentation de la prise de risque, I'animal
étant au-dessus du vide et exposé a d’éventuels prédateurs venant du dessus. Ainsi, pour
le labyrinthe, la diminution et I'augmentation de I’exploration des bras ouverts ont
augmenté la valeur du score de sévérité. Nous voulions un score composite permettant
de prendre en compte la variabilité d’expression comportementale spontanée.
Nous avons donc choisi de faire une analyse comportementale a I'aide d'un score
composite ou les données individuelles de chaque animal dans les différents tests
comportementaux sélectionnés sont additionnées. Ce score cumulé d’anxiété
généralisée devait donc nous permettre d’obtenir un index de sévérité d’altérations
comportementales et, par un seuil défini par rapport aux valeurs des animaux non

stressés, de distinguer les animaux résilients et les animaux susceptibles.
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Pour créer le score composite, nous voulions garder les tests comportementaux
les plus discriminants. Nous nous attendions a ce que tous les animaux susceptibles
présentent des comportements de défense lors des tests associés aux chocs électriques
(réexpositions aux indices de rappels et au contexte de stress). Les symptomes non
associés au traumatisme nous semblaient étre les plus discriminants dans I'analyse
comportementale. De par leur nature spontané, les comportements engendrés par ces
tests non associatifs engendrent une grande variance d’expression entre chaque animal
d’'un méme phénotype. Cette variance d’expression est dépendante a la fois de I'état
émotionnel de I'animal le jour J et de la contamination inter-test due a notre
protocole. La notion d’état émotionnel chez 'animal autre que '’humain a été mise en
avant il y a deux décennie et reste débattue aujourd’hui dii a un manque de définition
commune (LeDoux 2000, 2012; Nematipour, Braci¢, and Krohs 2022; Paul and Mendl
2018). Nous pouvons tout de méme affirmer que les comportements spontanés
observés et analysés dans les tests refletent l'intégration de l'environnement par
I'organisme et I'activation de circuits fonctionnels cérébraux impliquées directement ou
indirectement dans les émotions. L’état émotionnel a un instant ¢ ne peut étre considéré
comme un phénotype comportemental que s’il se répete dans des tests différents
menées a des jours différents. Le score composite permet de prendre en compte
variabilité d’expression comportementale tout en prenant en compte les biais de
procédures incontrolables : une souris qui va plus/moins dans les bras ouverts que les
souris controles un Jour ] n’est pas un signe d’anxiété. En revanche, si une souris
présente des comportements significativement différents des souris contrdles sur
plusieurs jours tests, menés sur des jours distincts, le phénotype de I'animal peut étre
considéré comme susceptible/de type anxiété généralisée.

Dans le but d’observer des phénotypes comportementaux distincts et de
s’affranchir de possibles résultats extrémes (animal controles n’entrant jamais dans les
bras ouverts du labyrinthe en croix ou a I'inverse ayant un comportement avec une prise
de risque) lors d'un test comportemental unique, nous avons choisi de rassembler les
résultats de plusieurs tests comportementaux en un score composite. La variance
comportementale devient alors un atout dans notre méthode d’analyse et nous a
permis de distinguer trois phénotypes comportementaux sur la base des tests non
associatifs : des animaux controles avec un score d’anxiété généralisée inférieur a 7 (un

score de 0-1 pour les 8 variables choisies, score considérée comme le référentiel), des
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souris recevant les chocs électriques avec un score supérieur a 7 considérées comme
susceptible (taux de 64.5%) et des souris recevant les chocs électriques avec un score

équivalent aux souris controles, nommées résilientes (taux de 35.5%).

D’autres recherches visent également a trouver de nouvelles méthodes
permettant d’augmenter la valeur translationnelle des modeles du TSPT et de dissocier
les animaux susceptibles et résilients sur la base des données individuelles (H. Cohen et
al. 2004; Colucci et al. 2020; Olson et al. 2011; Sillivan et al. 2017; Torrisi et al. 2021).
Toutes ces recherches ayant des modeéles et des analyses différents apportent des
résultats différents.

Cohen et ses collegues ont comparé les taux de rats présentant des
comportements « inadaptés » dans deux modeles de TSPT, I'exposition a un prédateur et
I'immersion sous I'eau (H. Cohen et al. 2004). La qualification du phénotype de 'animal
se faisant sur I'analyse des changements comportementaux dans un labyrinthe en croix
surélevé suivi d’'un test de réactivité au son (acoustic startle response, ASR) avant le
stress intense puis 1, 5, 7, 14 et 30 jours post-stress. Tout comme notre méthode, ils se
sont basés sur des tests non associatifs induisant des comportements innés pouvant
mettre en avant I’état émotionnel de 'animal. Leurs résultats mettent en avant un effet
aigu du stress intense avec plus de 90% des animaux présentant un comportement non
adapté sur les trois premiers post-stress puis révélant une stabilisation de la prévalence
a 25 % deés 7 jours et jusqu’a 30 jours. La stabilisation a 7 jours est en adéquation avec
I'apparition des autres altérations comportementales observées chez le rongeur entre 7
et 10 jours post-exposition (Chauveau et al. 2012; Mitra et al. 2005). Leur analyse de la
prévalence est importante car elle met en avant I'évolution des altérations
comportementales apres I'exposition mais aussi la variance comportementale
interindividuelle. Cette variance est également observable chez les animaux contrdles
non stressés. En effet, il existe aussi une prévalence d’animaux contréles inadaptés,
apparaissant aussi 7 jours post-exposition, appuyant la prise en compte de la variabilité
interindividuelle, aussi bien chez les animaux contréles que les animaux exposés, dans
notre propre analyse. Cependant, les recherches de Cohen et ses collegues ne prennent
en compte que les animaux extrémes: les animaux doivent remplir le critére de
comportement inadapté pour les deux tests consécutifs. Cela peut expliquer en majeure
partie la plus haute prévalence d’animaux susceptibles avec notre analyse (65,5% pour

25%).
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Les analyses de Torrisi et ses collegues (Torrisi et al. 2021) fonctionnent sur les
mémes analyses que Cohen et son équipe. Elles sont basées sur le changement de
comportement lors de sessions d’ASR avant et 15 ou 29 jours post- stress de contention
de 24 heures, en ajoutant un score de normalisation (arousal-based individual screening,
AIS). Nos analyses sont basées sur la méme logique de référentiel que Torrisi, avec un
seuillage de catégorisation des animaux stressés sur la base du comportement des
animaux controles, ce qui appuie la catégorisation des animaux résilients. Bien qu’ils ne
se basent exclusivement que sur un test comportemental unique, leur classification
permet de dissocier des animaux susceptibles présentant un comportement d’évitement
accru et une déficience de la mémoire sociale (deux criteres symptomatiques du DSM-V)
et des animaux résilients ayant un comportement similaire a celui du groupe controéle.
La force de leur analyse repose dans I’évaluation d'un score « PTSD-like » sur des tests
comportementaux menées entre 1 mois et 3 mois post-stress, prenant ainsi en compte la
sévérité des altérations comportementales. Cependant et a I'inverse de notre modéele, il
n’y pas de comportement montrant une généralisation de la peur a des objets/contextes
nouveaux, symptémes clés dans le TSPT. Cela peut s’expliquer par les différences de
choix de modele. Tandis que la réponse de stress induit par une contention de 24 heures
est concomitante avec un stress de privation de nourriture et d’eau, la session
d’exposition a deux chocs électriques de notre modele ne dure que 5 minutes mais la
réponse de stress engendre aussi une réponse nociceptive, peut-étre plus intensive que
la contention. Le choix du test d’ASR afin de dissocier les animaux porte a discussion.
Leur modele de TSPT est induit par une contention, tout comme les sessions d’ASR.
L’ASR implique généralement une contention de I'animal pour mesurer les sursauts par
un systeme piezzo-électrique. Le fait d’utiliser la contention comme facteur d’induction
et de phenotypage peut provoquer une habituation de I'animal ou une
impuissance/détresse acquise (learned helplessness). Ce choix de protocole peut
expliquer la grande variance entre leur prévalence élevée d’animaux résilient (65-75%)

et celle de notre étude (35,5%).

Olson et collegues (Olson et al. 2011) ont également regardé le changement de
comportement avant et 25 jours apres un stress intense (chocs électriques de 2 mA
pendant 10 secondes) lors de session d’ASR. Leur modele est intéressant car le choc
électrique est suivi d’'une réexposition au contexte pendant 1 minute tous les 4 jours. La

prévalence des animaux susceptibles (67.5%) et résilients (32.5%) est similaire aux
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notres (64.5 et 35.5%). Cependant, ils ont exclu les animaux présentant des
changements de réponses comportementales intermédiaires ainsi que les animaux
présentant des comportements « extrémes » avant stress. Ils décident ainsi de minimiser
la variabilité interindividuelle. Ils valident tout de méme le modele avec des animaux
susceptibles présentant une absence d’extinction de la réponse de peur lors de
I'expositions répétées au contexte de stress intense et une altération sociale, exprimée
par une augmentation du nombre d’agression physique et une diminution de
l'interaction sociale avec leur congénere. Dans notre étude, nous avons testé en vain les
interactions sociales, expériences abandonnées précocement a cause de l'agressivité

excessive des souris Swiss.

Les équipes de Colluci et Sillivan (Colucci et al. 2020; Sillivan et al. 2017) ont
également fait une analyse comportementale approfondie chez l'animal. L’équipe de
Colluci se base sur I'activité locomotrice des rats 5 jours apres une exposition a 5 chocs
électriques de 0.8 mA de 2 secondes chacun. Bien qu’ils prennent en compte la
variabilité interindividuelle des animaux en classifiant les animaux selon la valeur de la
distance parcourue totale dans 'open-field (25¢me et 75¢me percentile), ils ne considérent
pas les animaux ayant une réponse « normale » comme résilient. Les animaux sont
dissociés en haut, normal et bas répondeur dans l'open-field. 1ls ne donnent pas de
prévalence et n’ont pour groupe controle que les animaux répondant normalement. Le
référentiel est le groupe exposé et non le groupe contrdle non stressé comme pour les
autres recherches citées précédemment et notre étude. L’étude prédictive de Sillivan et
ses collegues se base sur une analyse en cluster non supervisé (k-mean) des animaux,
effectuée sur le pourcentage de freezing dans le test d’extinction aprés un apprentissage
aversif potentialisé par le stress (stress-enhanced fear learning, SEFL). Les animaux
présentant un haut taux de freezing lors du dernier test d’extinction (5 jours post stress)
sont considérés comme susceptible, avec une prévalence de 62.5%, équivalente a celle

de notre étude.

Le taux variable de susceptible/résilience entre toutes ces recherches peut étre
expliqué par trois facteurs: un facteur éthologique (les souches d’animaux sont
différentes), un facteur modélisation (les modeles de TSPT choisi) et un facteur
protocole. Le dernier facteur est important car il reflete un manque d’homogénéisation

dans le protocole de détermination des animaux résilients et susceptibles,
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principalement sur les choix du référentiel. Cela implique la notion de résilience des
animaux de laboratoire qui est largement dépendante des protocoles. C’est dans ce but
que le choix comme référentiel I'’hétérogénéité des réponses comportementales
des animaux controles me semblait nécessaire pour dissocier les animaux exposés
résilients et susceptibles. Notre méthode d’analyse est également en adéquation avec la
majorité des études qui dissocient les animaux sur des tests non associatifs. Un point
majeur de notre analyse est la possibilité, grace au score composite, d’obtenir un

index robuste de sévérité des altérations comportementales.

A.2.b.Etape 2: distinction de deux phénotypes chez les souris

susceptibles par leur comportement de défense

La grande majorité des études se concentre sur un seul comportement de
défense, le freezing. Cependant nous avons observé dans le chapitre 1 que les animaux
susceptibles présentaient toutes des taux variables de freezing mais aussi que certaines
souris présentaient un autre comportement de défense, proactif, la fuite (escaping).
Tandis que le freezing est observable des le jour de I'exposition aux chocs électriques, la
fuite n’apparait qu’apres cette exposition. Le freezing et la fuite sont deux mécanismes
de défense de I'animal impliquant les mémes grandes voies neuronales (entre autres :
hypothalamus, amygdale, hippocampe, substance grise périaqueducale et le locus
ceeruleus) mais avec des divergences dans les sous-populations neuronales activées
(Carli and Farabollini 2022; Headley et al. 2019; LeDoux 2003, 2012).

Nous avons regroupé dans la catégorie « fuite », les comportements allant de
I'essai d’escalader les parois des tests au saut réussi de I'animal. Si on reprend les
travaux d’observations comportementales de Blanchard et Blanchard des années 1990
(Blanchard et al. 1998; Griebel et al. 1996), cette catégorie de comportement n’apparait
chez la souris SWISS de laboratoire qu’'une fois exposées a un agent stressant et est
absente en condition neutre. Comparativement, les souris de souche sauvage
(habituées préalablement aux conditions de laboratoire) présentent ces comportements
aussi en condition neutre. De maniere intéressante lors d’'une exposition directe a un
prédateur, le rat, un fort effet de la domestication des souris est observé. En effet, ces
tests purement éthologiques ont permis de mettre en évidence une latence
d’échappement de la souris de laboratoire retardée par rapport a la souris sauvage, mais

avec un éloignement de la souris domestiquée de son prédateur naturel plus grande que
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la souris sauvage. Ces résultats montrent que, bien que ce comportement de fuite soit
trés peu observable en condition neutre (sans stress), il est induit lors d’un stress de
forte intensité chez I'animal. Dans notre étude, son absence lors de I'exposition aux
chocs électriques et son apparition les jours suivant 'exposition suggerent fortement
que ce comportement est mis en place a la suite de I'’exposition au stress intense
inévitable. Le jour du stress, ce comportement est absent car le choc électrique est un
stimulus particulier. En effet, la fuite et le freezing sont aussi observables lors de
confrontation a un congéneére ou a un prédateur visible (test d’interaction sociale ou le
looming test, reproduisant 'ombre produit par un prédateur volant). Ici, le choc
électrique est une agression physique non visible pour I'animal. Il est bien per¢u comme
une agression, comme le montre les battements de queues (tail rattling) observables
pour la plus grande partie des animaux exposés aux chocs électriques, aussi bien
susceptibles que résilients. Le comportement de battement de queue est spécifiquement
observable chez la souris apres un choc électrique (Dennis and John 1978; Haber and
Simmel 1976). L’ambiguité de la nature de I'agresseur et I'impossibilité d’échappement
favorise également le comportement de freezing. La situation est nouvelle pour 'animal
qui est en exploration de ce nouvel environnement et la stimulation nociceptive se fait
au niveau des pattes, donc lors d’'un mouvement. On peut émettre I'hypothese que
I'absence de mouvement peut refléter une stratégie d’évitement de I'animal et donc d'un

évitement de la stimulation nociceptive.

Nous voulions pouvoir différencier les animaux susceptibles sur la base de
comportements de défense stables dans le temps, pouvant étre ainsi apparenté a un
phénotype particulier. Pour cela, le comportement devait (1) étre absent avant
'exposition au stress et n’apparaitre que le jour du stress ou postérieurement et (2) étre
observable plusieurs fois et dans différents tests comportementaux menés a des jours
distincts. Nous avons alors observé les comportements de défense des animaux
susceptibles lors de la réexposition au contexte complet du stress a J28 (pour
corrélation avec les données neurobiologiques obtenue ce méme jour), et vérifier que la
fuite (et le freezing) était présente. Ces deux comportements de défense étaient bien
observables lors des réexpositions au contexte a |5 et J17 chez les souris exposées
susceptibles. C'est pourquoi nous pouvions parler de profil comportemental pour les

phénotypes immobiles et fuyant.
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Comme nous nous y attendions, toutes les souris exposées résilientes et
susceptibles présentent des comportements de défense lors de la présentation au
contexte complet associé aux chocs électriques. La plupart des études se concentre sur
I'analyse du freezing, et s’en sert souvent pour dissocier des animaux haut
répondeur/freezer (susceptible) et bas répondeur/freezer (résilient) (Jeong et al. 2020;
Sillivan et al. 2017). Une partie de nos résultats est concordante avec la littérature. Les
animaux susceptibles immobiles présentent bien un haut taux de freezing
comparativement au groupe contrdle non stressé. Les animaux susceptibles fuyants
présentent un taux de freezing négligeable (équivalent a celui des souris contrdles) mais
présentent un autre comportement de défense proactif ici, la fuite. Ces comportements
sont retrouvés également avec des indices partiels, que ce soit 'éponge imbibée d’alcool
camphré (]7), la grille (J14) ou le contexte partiel (J5 et J17).

En revanche, les souris résilientes présentent un haut taux de freezing le jour de
la réexposition aux contexte complet des chocs électriques, sans présenter de
comportements de fuite. Mais de maniere intéressante, les souris résilientes présentent
un taux de freezing, certes plus élevé que les souris contrdles, mais significativement
plus faible que les souris de phénotypes immobiles lors de la présentation du contexte
partiel. De plus les souris résilientes présentent un comportement de fuite lors de la
seconde présentation du contexte. Ces animaux semblent donc avoir un comportement
de défense plus flexible que les souris susceptibles passant du freezing a la fuite, en

fonction du niveau de prédiction de l'indice.

Si on regarde de plus pres lors de la présentation des objets associés aux chocs
électriques, les souris résilientes ont des taux de réponse comportementales plus élevé
avec la grille (J14), tandis que les souris susceptibles réagissent plus lors de la
présentation de '’éponge imbibée d’alcool camphré (J7). A J28, lors de la présentation du
contexte complet -boite, grille et éponge- on pourrait s’attendre a un effet cumulatif des
deux objets et une réponse comportementale supérieure. Or les comportements de
défense (freezing pour les résilientes et les animaux susceptibles immobiles et fuite pour
les susceptibles fuyants) a J28 sont identiques a la réponse maximale observée les jours
de présentation des objets dans un environnement sain et siir. Sachant que la grille est
liée directement a la sensation de douleur et de stress et que l'objet y est associé de

maniére conditionnée, les souris résilientes seraient alors meilleur dans la
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discrimination entre les objets associés (grille et éponge) aux chocs électriques et

leur niveau de prédiction.

Ainsi, toutes les souris exposées aux chocs électriques présentent des
comportements de défense lors de l'exposition a des stimuli associés aux chocs
électriques. Cependant, tandis que les souris susceptibles présentent un unique
comportement de défense et identique entre un stimulus partiel ou complet, les souris
résilientes présentent les deux comportements de défense et sont moins réactives dans
le contexte partiel. Les souris résilientes, bien que présentant un évitement pour
les stimuli conditionnés, semblent présenter des mécanismes de défense plus
flexibles que les souris susceptibles. En perspectives, il serait intéressant de tester
I'extinction de la mémoire aversive. En effet, il a été montré qu'apres plus de 8
expositions aux indices de rappels, des rats exposés a un stress intense présentaient une
extinction de la mémoire aversive associée a ces indices (Le Dorze and Gisquet-Verrier
2016). Nous pourrions présenter la grille ou I'éponge aux animaux, avec une exposition
par jour sur plus de 8 jours et observer le temps d’extinction de la mémoire aversive.
Nous supposons que les souris résilientes auront un temps d’extinction plus court que

les souris susceptibles.

L’intégration des informations sensorielles seraient différentes entre les souris
résilientes et susceptibles. Les souris résilientes pourraient présenter un contréle
cognitif du cortex préfrontal sur l'amygdale ce qui expliquerait l'absence de
suractivation dans 'amygdale contrairement aux souris susceptibles. Cette hypothése
devra étre testée en perspectives par 'analyse histochimique notamment dans le cortex
préfrontal dont on sait qu’il est capable d’inhiber I'activité de l'amygdale. Si notre
hypothese est bonne, les souris résilientes devraient présenter un taux de cellules FOS
positives supérieures dans le cortex préfrontal, et principalement dans le cortex
infralimbique qui projettent vers I'amygdale le tronc cérébral, dont le substance grise
périaqueducale, et I'’hippocampe (tandis que le cortex prélimbique projette
majoritairement vers le thalamus le cortex insulaire et les noyaux accumbens).
Cependant, les souris résilientes et susceptibles immobiles présentent toutes deux des
taux de freezing équivalent a ]J28: cela pourrait-il refléter I'implication de circuits

cérébraux différents ?
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Bien que nous ayons obtenu un score composite sur la base des tests non associés
aux chocs électriques, nous avons par la suite analysé chaque test indépendamment :
labyrinthe en croix surélevé (comportement de type anxiété), startle (hyper vigilance) et
néophobie. Les résultats mettent en évidence des différences comportementales au sein
des animaux susceptibles. Les souris résilientes, ne présentant aucun comportement de
défense dans un nouveau contexte ou face a la présentation d'un nouvel objet, ont le
méme profil comportemental que les souris controles dans le labyrinthe et présentent
une habituation dans le startle : aucune généralisation d'un état comportement de type
anxieux chez ces souris. En revanche, les souris susceptibles, immobiles et fuyants,
présentent des profils en adéquations avec les tests associatifs. Les souris immobiles
réagissent de manieére passive dans le test de néophobie et présentent un comportement
de type anxieux dans le labyrinthe en croix surélevé. De maniere intéressante, elles
présentent une diminution de I'amplitude de réponse dans le startle, tandis que leur
latence de réponses diminue. Nous ne pouvons observer les animaux dans le caisson de
contention du startle mais nous pouvons émettre I'hypothese qu’il n’y a pas
d’habituation des souris immobiles mais que la contention induit un mécanisme de
défense de type passif des la présentation d'un jet d’air qui pourrait s’apparenter a des
comportements d’'impuissance apprise observée lors de trés longues sessions de chocs
électriques (une heure ; learned helpnessless (Bali and Jaggi 2015a). Les souris fuyantes
quant a elle ne présentent pas de comportement de type anxieux dans le labyrinthe mais
généralisent les mécanismes de défense de fuite et ne montrent aucune habituation a la
fin de la session de startle. Les souris immobiles présentent plutét un profil de
comportement de type anxieux et passifs tandis que les souris fuyantes présentent une
absence d’habituation de la réponse de sursaut suggérant une hyper vigilance accrue et
des comportements proactifs de fuite. Pour conclure, la pertinence des analyses de
profilage des souris exposées susceptibles par les tests conditionnés est ainsi confirmée

par les tests non conditionnés.
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B. Mise en évidence de profils d’activation cellulaire distincts
entre phénotypes

Le locus coeruleus (LC) et le noyau paraventriculaire de I'hypothalamus (NPV)
sont deux structures cérébrales clés dans la réponse physiologique de stress. Notre
hypothése était que ces deux structures présenteraient un taux d’activation cellulaire
supérieur chez tous les animaux stressés. En effet, comme vu précédemment, toutes les
souris ayant recu les chocs électriques présentent des comportements de défense
(freezing et/ou fuite), signe d’'une réaction face a un stimulus considéré aversif pour

I’animal.

Les résultats d'immunohistologie par fluorescence dirigée contre la protéine FOS
révelent que seuls les animaux exposés susceptibles (immobiles et fuyants) ont une
augmentation de l'activation du NPV apres réexposition au contexte des chocs
électriques. Ce résultat est en adéquation avec les données de la littérature mettant en
avant l'activation du NPV apres une exposition a un agent stressant et ce quel que soit sa
nature (Flzesi et al. 2016; X. Lin et al. 2018). Concernant les animaux résilients,
I'augmentation du nombre de cellules FOS positives dans le NPV n’est pas significative
sans toutefois avoir une explication a ce jour. De maniére surprenante, nous n’avons
trouvé aucune différence entre les souris exposées et les souris controle sur I'activation
du LC. I a pourtant été démontré que tout comme le NPV, le LC présente une
augmentation de la décharge neuronale et une augmentation du nombre de cellules
cFOS positive une heure post-stress (George et al. 2013; McDevitt et al. 2009). Il est
aussi reconnu que les patients atteints de TSPT présentaient une hypernoradrenergie
soutenue (Fenster et al. 2018; Kelmendi et al. 2016; Southwick et al. 1993). Nos résultats
ne semblent donc pas cohérents avec la littérature. Cela peut s’expliquer de maniere
pratique : par une cinétique d’activation cellulaire différente entre le NPV et le LC. Ce
noyau noradrénergique est connecté aux récepteurs sensoriels par l'intermédiaire du
systéme autonome sympathique et présente une activité en phase avec les stimuli
sensoriels. La décharge neuronale du LC serait alors plus rapide que celle des neurones
du NPV. Le cerveau des animaux a été prélevé 90 minutes post-réexposition, la fenétre
de décharge aurait dont été dépassée. De plus, la décharge des neurones
noradrénergiques pourrait étre concentrée uniquement sur l'exposition au contexte

aversif puis rapidement revenir a une activité basale apres les cinq minutes d’exposition.
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Les neurones du NPV pourraient quant a eux avoir une activité plus longue apreés la fin
d’exposition au contexte aversif afin d’orchestrer la réponse hormonale de stress
aboutissant a la décharge de corticostérone. Nous ne serions donc pas dans la fenétre
d’activation optimale de la protéine FOS dans le LC. L’hypothése scientifique de la
discordance de nos résultats avec la littérature est double. Les souris controles ont subi
plus de 10 tests comportementaux. Etant une souche particuliérement sensible au
stress, les souris contrdles non stressées peuvent avoir un niveau de stress augmenté
apres 1 mois de procédure expérimentale, ne permettant pas une discrimination
suffisante avec les souris exposées aux chocs électriques. Deuxiéme hypothése : nous
regardons ici 'activation cellulaire aprés une réexposition au contexte de stress, sans
aucune exposition électrique. La réponse de stress ici est donc conditionnée et non
spontanée (a I'inverse du jour du stress). De plus, il a été montré que les efférences du
LC sur 'amygdale et le cortex préfrontal avaient des effets opposés sur le comportement
anxieux: les afférences amygdaliennes entrainent une augmentation des
comportements de type stress tandis que les afférences du cortex préfrontal
promeuvent l'activité exploratoire chez le rongeur (Borodovitsyna et al. 2020). Le LC
serait alors activé aussi bien chez les souris contréle que les souris exposées lors de la
réexposition au contexte de stress, mais engendrerait des comportements différents. En
effet, les souris exposées présentent une augmentation du nombre de cellules FOS+ dans
I'amygdale et une augmentation des mécanismes de défense chez les souris exposées
tandis que les souris contrdles non stressées ne présentes pas de comportements de
défenses mais plutot et un comportement exploratoire. Il serait intéressant d’analyser le
nombre de cellules FOS+ dans le NPV et le LC ainsi que le cortex préfrontal le jour du
stress et de comparer les valeurs avec ]28 pour identifier s’il y a une absence
d’augmentation de I'activité cellulaire dans ces noyaux chez les souris exposées ou une

augmentation du taux d’activation (effet de la procédure) chez les souris controles.

Voulant mettre en avant des différences phénotypiques, nous nous sommes
concentrés sur les structures impliquées a la fois dans la régulation des comportements
de défense et la régulation émotionnelle chez le rongeur. Le circuit majeur commun de
ces deux fonctions est le circuit cerveau limbique-tronc cérébral, et particulierement le
circuit amygdale-substance grise périaqueducal (AMG-PAG) (Venkatraman, Edlow, and
Immordino-Yang 2017). Ces deux structures sont fortement impliquées dans les

conditionnements aversifs et il a été montré que les efférences amygdaliennes sur la
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PAG étaient organisées topographiquement en fonction des colonnes de la PAG (cf.
chapitre I-A.3.d). Cependant les afférences et efférences de la PAG le long de I'axe
antéropostérieur restent mal connues. C’est pourquoi nous avons regardé les taux
d’activation cellulaire de la PAG le long de 'axe antéropostérieur, espacée d’environ

400 pm.

L’amygdale droite permet de dissocier les animaux résilients des animaux
susceptibles, comme le montre 'augmentation de I'activation cellulaire de I'amygdale
latéral et central latéral chez les souris susceptibles immobiles et fuyants et non chez les
souris résilientes. Les résultats obtenus chez les souris susceptibles sont cohérents avec
la littérature qui a montré aussi une augmentation du taux de cellule FOS+ dans
I'amygdale centrale apres un stress de contention ou de défaite sociale. Les données
pour le noyau latéral sont plus contrastées car selon les recherches, la dissociation du
noyau latéral et du basoantérieur (formant le complexe basolatéral) de 'amygdale est
absente. Pourtant cette dissociation est nécessaire car le role des quatre noyaux
principaux de l'amygdale dans l'acquisition, la consolidation et l'expression de la
mémoire aversive est différente. Tandis que le noyau latéral, projetant sur les autres
noyaux amygdaliens est la voie d’entrée des informations sensorielles, le noyau
basoantérieur, via ses projections sur I'hippocampe et la PAG, est nécessaire dans la
consolidation mnésique. L’amygdale centrale (constituée du noyau central latéral et
central médial) joue un role clé dans la réponse comportementale d’'un agent stressant,
via ces efférences sur la substance grise périaqueducale (PAG).

A ]28, lors de I'exposition des animaux au contexte complet de stress, les souris
résilientes présentent un comportement de freezing de maniére équivalente a celui des
souris susceptibles immobiles. Pourtant, 'activation du noyau central latéral n’est
observable uniquement pour les souris susceptibles immobiles. De plus, on observe une
activation cellulaire de la PAG différente entre ces deux phénotypes. En effet, les souris
résilientes ne présentent une activation cellulaire augmentée que pour la PAG ventrale
postérieure, tandis que les souris susceptibles immobiles présentent une augmentation
de l'activité cellulaire de la PAG ventrale postérieure et une diminution de I'activité de la
PAG dorsale antérieure. Or les neurones de 'amygdale centrale sont exclusivement
GABAergiques et ont des efférences inhibitrices sur la PAG. L’activation du noyau central
latérale chez les souris immobiles, présentant majoritairement un comportement de

freezing, seraient a I'origine de la diminution du nombre de cellules activées dans la PAG
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dorsale antérieure. Ceci est cohérent car la PAG dorsal au freezing inné non associatif
tandis que la PAG ventrale est associée au comportement de défense de type freezing
conditionnée (Gozzi et al. 2010; E. ]. Kim et al. 2013; Koutsikou et al. 2014; Shang et al.
2018; D. M. Vianna et al. 2001; D M L Vianna and Brandao 2003). Les souris résilientes et
immobiles présenteraient alors toutes un freezing conditionnée reflété par 'activation
de la PAG ventral postérieure. Cependant l'activation de la PAG ventrale antérieur
semblent étre négativement corrélée au pourcentage de freezing a J28 uniquement entre
souris exposées susceptibles. En effet la corrélation des deux variables montre deux
nuages de points dissociant les souris susceptibles immobiles et résilientes. La PAG est
considérée comme le dernier nceud central avant I'exécution motrice des réponses de
défense (Carli and Farabollini 2022). Cependant le manque de données convergentes
entre les études lésionnelles ou de stimulations laisse supposer d’'une implication plus
complexe de la PAG et de I'existence de voies neuronales secondaires nécessaire a

I'expression différenciée des mécanismes de défense.

Pour faire un résumé, les souris résilientes, présentant un comportement
majoritairement passif (immobilité ou freezing), montrent une augmentation
uniquement de la PAG ventrale, aussi bien en antérieure que postérieure sans présenter
d’inhibition des autres structures de la PAG. Ce qui semble cohérent avec I'absence
d’activation des neurones inhibiteurs du noyau central de l'amygdale. Les souris
susceptibles immobiles quant a elles présentent aussi un comportement exclusivement
de freezing et I'activation du noyau central de 'amygdale est associée a une inhibition de
la PAG dorsale antérieure tandis que les souris susceptibles fuyantes présentant des
comportements de défense proactif (fuites) montrent une association entre I'activation

cellulaire et I'inhibition de la PAG dorsale postérieure.

La PAG et I'amygdale jouent un réle majeur dans l'expression de la mémoire
aversive. Le raffinement de I'analyse phénotypique des animaux exposés a permis de
mettre en lumiere un marqueur de résilience au sein de '’AMG et des profils d’activation
de la PAG différents entre les trois phénotypes. L'observation d'un freezing malgré une
absence d’activation du noyau central de 'amygdale et 'activation de la PAG ventrale
antérieure et postérieure chez les résilientes appuie '’hypothése de la présence d’'une
voie secondaire impliquée dans I'expression des comportements de défense chez les

souris résilientes, ainsi que la possibilité d'un mécanisme de freezing différent des souris
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immobiles (Marcus L Brandao et al. 2008; Roelofs 2017). Cette voie secondaire pourrait
expliquer la bonne discrimination des souris entre les stimuli neutres de ceux
représentant une menace. Des expériences complémentaires de stimulations
optogénétiques de chaque voie neuronale permettraient de tester cette hypothése. Nous
avons émis I'hypothese plutot que le cortex infralimbique pourrait étre un facteur de
dissociation des souris résilientes et susceptibles dans I'émergence de comportements
de freezing distincts entre les souris résilientes et les souris immobiles. Il serait alors
intéressant d’activer/inhiber les neurones du cortex infralimbique projetant vers
I'amygdale lors des réexpositions aux indices de rappels post-stress et d’observer les
comportements spontanés de défense et I'activation cellulaires de 'amygdale et de la
PAG a ]28 lors de la réexposition au contexte. Les souris dont le cortex préfrontal a été
stimulé devraient majoritairement étre de phénotypes résilients tandis que les souris
dont le cortex a été inhibé entre I'exposition et la réexposition au contexte devraient étre

de phénotypes susceptibles.

De plus, il a été montré que le cortex infralimbique activait le complexe
basoantérieur de 'amygdale, tandis que le cortex prélimbique inhibait les neurones de
I'amygdale centrale (Alexandra Kredlow et al. 2022; Felix-Ortiz et al. 2023; Guadagno et
al. 2021). Cette action divergente des noyaux du cortex préfrontal est importante dans
I'émergence des comportements addictifs. En effet, I'activation du cortex infralimbique
stimule les comportements de peur et de recherche (seeking) tandis que l’action
inhibitrice du cortex prélimbique sur I'amygdale empéche I’émergence de ces
comportements (Lasseter et al. 2010; Moorman and Aston-Jones 2023; West et al.
2014). Or le noyau basoantérieur a des projections excitatrices vers les noyaux centraux,
ajoutant un niveau de complexité. Les noyaux centraux sont constitués de noyaux
promoteurs des comportements de peur et des noyaux inhibiteurs de ces
comportements (Janak and Tye 2015). Il serait intéressant de mener des doubles
marquages immunohistochimiques dirigées contre la protéine cFOS et les biomarqueurs
de ces neurones (somatostatine et PKCdelta) afin de dissocier les deux types de
neurones GABAergiques du noyau central et voir s’il y a des différences d’activation
entre les souris résilientes et susceptibles, mais aussi au sein des susceptibles, entres les
animaux immobiles et les animaux fuyants. Les souris résilientes devraient avoir un taux
faible de cellules FOS+ dans le cortex infralimbique et un taux élevé de neurones

inhibiteurs (PKCdelta positifs) des comportements de peur élevés dans le noyau central.
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Les souris susceptibles immobiles devraient avoir un taux également bas de cellules
FOS+ dans le cortex infralimbique et un taux élevé de neurones promoteurs
(somatostatine positif) des comportements de peur activés dans 'amygdale centrale.
Les souris fuyantes devraient avoir un taux de cellules cFOS+ élevé dans le cortex
infralimbique et un taux de cellules inhibitrices/inhibitrice des comportements de peur
plus élevé. Les neurones du noyau central permettent 'émergence des comportements
de freezing. Mais ses projections vers la PAG entrainent 'émergence de comportement
de freezing mais aussi de fuite. Pour mieux comprendre les schémas d’activation du
freezing ou de la fuite selon la situation chez 'animal, il faudrait faire des stimulations
optogénétiques d’activation/inhibition (1) le long de 'axe antéro-postérieur dans la PAG
ventral et dorsal et (2) des projections spécifiques des neurones de 'amygdale centrale
vers la PAG ventrale et dorsale chez le rongeur pour voir quelle action entraine la

manipulation optogénétique.

C. Des profils de sommeil distincts en fonction des

phénotypes

Le role du sommeil dans le développement de la pathologie reste peu connu et
I’émergence de la notion de sous-types de TSPT augmente le besoin de modéliser la
pathologie en recherche préclinique de maniere la plus translationnelle afin d’accéder a

des soins plus personnalisés.

Les premieres analyses portent la majeure partie du temps sur les différents
stades de sommeil sur des tranches horaires variable entre 1 et 12 heures, afin de
dissocier phase active et inactive. Dans notre étude, les changements majeurs de
sommeil sur des tranches horaires de 6 heures, entre une semaine avant (baseline) et 14
jours post-stress, ont été observés pour les animaux résilients. Les souris susceptibles
présentent de légeres modifications, qui semblent plus subtiles, avec tout de méme des
variations différentes et significatives entres les souris susceptibles immobiles et
fuyantes. Ces données sont surprenantes par rapport aux données obtenues chez
I’humain car nous nous attendions a un plus grand effet du stress sur I'architecture du

sommeil des souris susceptibles sur le long terme.
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C.1.a. Le sommeil diminue apres un stress de forte intensité

Si on revient a une analyse plus basique de comparaison du temps total de
sommeil sur 24 heures d’enregistrements avant le stress et 14 jours apres, on peut voir
que les souris exposées susceptibles présentent une diminution du temps total de
sommeil, avec une plus grande perte de sommeil chez les souris exposées susceptibles
(Res, -1H9min ; Frz, -1H22min et Esc, -1H25min en moyenne). Ce qui n’est pas le cas des
souris controles non stressées qui ne présentent qu'une diminution moyenne de 5
minutes. Cette diminution du temps de sommeil est en adéquation avec les résultats
obtenus avec le méme modele chez Philbert et ses collegues (Philbert et al. 2011; Polta
et al. 2013; Siegmund and Wotjak 2007). Cependant, quant a eux, ils observent cette
diminution sur les 6 heures suivant I'exposition a I'objet associé aux chocs électriques.
Méme si les protocoles employés sont identiques le jour du stress (2 chocs électriques
de 1.6 mA, 2 sec, a ZTO0) et le jour de I'enregistrement (exposition a un objet associé au
stress pendant 5 min a ZTO0) il existe un parameétre dans notre modeéle qui pourrait
expliquer cette différence. L’objet choisi par Philbert a J14 est un prisme en plastique qui
était présent le jour du stress. Cet objet est présenté a I'animal a ]7, J14 J21 puis ]28,
juste avant les enregistrements de sommeil. Chaque temps d’intérét est représenté par
un groupe de souris différents. Ils justifient ce choix pour éviter toute habituation de
I'animal. Or il a été montré que la réexposition entre 2 et 8 fois au méme objet associé
aux stress accentuait les altérations de comportement de type anxiété et I'hyper
vigilance (Le Dorze and Gisquet-Verrier 2016; Inda, Muravieva, and Alberini 2011;
Korem and Akirav 2014; Olson et al. 2011; Pynoos et al. 1996). De plus, chaque groupe
est représenté par entre 2 et 5 animaux. Notre modeéle est basé sur une cinétique avec
chaque animal (entre 5 et 11 animaux par groupes) présent tout au long de la
procédure, donc avec plusieurs présentations des objets (éponge, et grille 4 fois chacune
sur 28 jours). Nous pensions que la grille, par laquelle les chocs électriques étaient
délivrés, était plus aversive que I'éponge. C’est pourquoi nous avions choisi de faire la
réexposition avec I'éponge en premier (J7) puis la grille (J14). Cependant, quand on
regarde les taux de comportement de freezing et de fuites des souris susceptibles, on
s’'apercoit que la plus grande majorité des animaux réagissent plus a 'éponge qu’a la
grille. Cela pourrait ainsi expliquer la subtilité des changements de sommeil observés

chez les animaux susceptibles (augmentation du sommeil lent de stade 1 (SL 1) chez les
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animaux immobiles et une augmentation des transitions mutuelles entre SL 2 et SL 3 a
J14) et des souris résilientes.

Polta et ses collegues eux aussi observe le sommeil des souris d’apres le méme
modele de Wotjak (2x1.5 mA, 2 sec; (Philbert et al. 2011; Polta et al. 2013; Siegmund
and Wotjak 2007) mais sans présence d’'indice de rappels et sans distinction d’animaux
résilient ni susceptibles chez les animaux stressés. Leur analyse se fait 55 jours post-
stress sur des périodes de 6 heures. IIs observent que les souris exposées présentent
une augmentation du temps passé en sommeil paradoxal durant les dernieres 6 heures
d’enregistrement. Il faut noter une particularité, cette étude. Les animaux sont en cycle
inversé : la session de stress est faite sur les 3 premieéres heures de phase active de
I’animal alors qu’elle a été réalisée au début de la phase inactive dans notre étude. Il est
donc plus compliqué de faire de comparaison avec notre protocole. Cependant il est
intéressant de noter qu’il semble y avoir un impact du cycle nycthéméral sur la réponse
de stress et sur 'effet du stress sur le sommeil a long terme. L’équipe de Polta ne fait pas
de distinction résilient/susceptible mais la grande variabilité interindividuelle de
sommeil, et la prévalence non nulle de résilience obtenue dans les modeles précliniques
de TSPT tendent a supposer qu'’ils existent dans leur modeéle des animaux résilients qui

pourraient influencer les résultats de sommeil.

C.1.b. Les souris susceptibles immobiles: un profil de sommeil
prédictif d'un phénotype de type dépressifs ?

Bien que l'effet du stress sur le sommeil des animaux susceptibles ne sont pas
aussi drastiques de ceux observés chez I’humain, nos données polysomnographiques
chez les animaux susceptibles immobiles sont en adéquation avec certaines données de
la littérature. En effet les souris immobiles présentent une diminution du temps total de
sommeil 14 jours post-stress comparativement a la Baseline mais surtout elles montrent
une augmentation du pourcentage de temps passé en SL 1, principalement influencée
par une augmentation du nombre d’épisode. Ces résultats sont identiques a ceux
obtenus 30 jours post-stress chez le rat, en utilisant le méme algorithme de scorage
(Claverie et al. 2023). Dans ce modele de défaite sociale, 'augmentation du temps passé
en SL 1 (avec une augmentation du nombre d’épisode) sur 24 heures d’enregistrement
est un facteur tardif de vulnérabilité... a la dépression. Cette homologie est un argument

supplémentaire suggérant un potentiel phénotype dépressif a long terme chez les
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animaux immobiles. Normalement l'augmentation du temps passé en sommeil
paradoxal est caractéristique d’un état dépressif, aussi bien chez I'animal que ’humain.
Cependant cette augmentation de ce stade sommeil est observable quand le phénotype
comportemental caractéristique de I'état de type dépressif est pleinement exprimé
(Steiger and Kimura 2010). Bien que nous n’ayant pas testé toutes les caractéristiques
comportementales de type dépressif, aucune des souris testées ne présentaient de
dégradation de la qualité de leur nid ou de signe de mauvaise toilette (splash test;
données non montrées). D’apres leur comportement passif et anxieux, l'isolement de
souris et le profil de leur sommeil, nous pouvons émettre I’hypothese que nos animaux
présentent toutes les caractéristiques comportementales de type TSPT mais qu’elles
pourraient exprimer un second phénotype comportemental de type dépressif
ultérieurement a 28 jours post-stress. Chez '’humain, 40 a 55% des patients atteintes de
TSPT présentent des symptomes dépressifs. Les symptomes du TSPT pourraient étre

des facteurs précipitant de I'émergence des symptomes dépressifs.

C.1.c. Le profil de sommeil des souris résilientes reflete une

adaptation du sommeil induite par le stress intense.

Comme mentionné précédemment, les symptomes de type dépressif sont
concomitants avec une augmentation du temps de sommeil paradoxal (Cheeta et al.
1997; Grgnli et al. 2004). Dans notre étude, ce sont les souris résilientes qui montrent
une augmentation du sommeil paradoxal. Ces données sont contraires aux résultats
obtenus pour des souris 15 jours apres une défaite sociale ou un stress de contention,
dont les souris susceptibles présentent alors dans ces cas une augmentation du temps de
sommeil paradoxal (F. Henderson et al. 2017; Peter Meerlo et al. 2001; Polta et al. 2013;
Wells et al. 2017). Nos souris ne présentent pas de symptomes de type dépressif, ni de
symptomes de généralisation de l'anxiété (score composite équivalent a celui des souris
controles). En revanche, Bush et ses collegues ont montré que les souris résilientes a la
défaite sociale présentaient une augmentation du temps de sommeil lent sur 24 heures,
mais aussi une augmentation du temps de sommeil paradoxal (Bush et al. 2022). Douze
jours apres la session de défaite sociale Il conclue que le sommeil lent est déterminant
dans la résilience apreés un stress de défaite social. Dans notre modele, les souris

résilientes présentent une augmentation du sommeil paradoxal sur les 24 heures
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d’enregistrement de sommeil 14 jours post stress, qui est couplé a une réduction du
temps de sommeil lent de phase 2 (SL 2).

Cependant, il a été montré que le sommeil paradoxal était nécessaire a la
consolidation de la mémoire aversive, a son extinction, mais aussi a la consolidation de
I'apprentissage sain et siir (M. M. Menz et al. 2013; Mareike M. Menz, Rihm, and Bciiche
2016; Rasch and Born 2013; V. I. Spoormaker et al. 2014). De plus, le sommeil paradoxal
joue aussi un role important dans la régulation émotionnelle (Goldstein and Walker
2014; Murkar and De Koninck 2018; Vandekerckhove and Wang 2018). Dans notre
protocole, les souris sont exposées en début de phase inactive a la grille. Bien que
I'extinction de la mémoire aversive du contexte n’ait pas été testée, nous pouvons
émettre l'hypothése que l'augmentation du sommeil paradoxal pourrait faciliter
I'apprentissage de la nouvelle association grille-contexte sain et sir de la cage
d’enregistrement (les animaux sont tous calmes avant l’exposition, données non
montrées) tout en réduisant la réactivité émotionnelle face a cet objet lors des
prochaines réexpositions. Cela pourrait aussi expliquer pourquoi les souris résilientes
ne présentent pas de comportement de défense face a un stimuli nouveau et neutre, qu'il
soit sensoriel ou contextuel. Les souris exposées discriminent correctement les éléments
neutres aux éléments associés aux chocs électriques. De fagon pertinente pour expliquer
nos données, il a été montré chez le rat, que I'augmentation de sommeil paradoxal apres
une session d’extinction de peur contextuelle faciliterait la consolidation de la mémoire
d’extinction (Datta and O’Malley 2013) et que I'augmentation du temps de sommeil en
sommeil paradoxal en seconde partie de nuit promeut la discrimination entre les stimuli

neutre et aversifs chez ’humain (Mareike M. Menz, Rihm, and Bcliche 2016).

Les données neurobiologiques ont montré qu’apres la réexposition au contexte
de peur, les souris résilientes montraient un haut taux de comportement de défense
passif élevé mais ne présentaient pas d’augmentation de I'activité du noyau central de
droite. Ce noyau est activé par le noyaux basoantérieur (Janak and Tye 2015; LeDoux
2000). Il a été montré que l'inhibition des neurones glutamatergiques de ce dernier
(empéchant ainsi I'activation du noyau central) entrainait une augmentation du temps
passé en sommeil paradoxal (Machida et al. 2017). Ce qui est d’autant plus intéressant,
est que cette inhibition n’altere pas le freezing induit par le stimulus stressant. Ce qui

expliquerait, en partie pourquoi les souris résilientes présentent un comportement de
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défense en présence de l'objet conditionné, méme sans activation du noyau central et

une augmentation du sommeil paradoxal.

Les données polysomnographiques de sommeil des souris résilientes sont
similaires a celles obtenues chez les souris recevant un choc électrique en condition
évitable (Machida et al. 2013; Sanford et al. 2010). La réponse de stress est complexe car
elle se compose de réponses cognitives, émotionnelles et neurobiologiques intriquées,
augmentant la variabilité interindividuelle de la réponse comportementale finale, méme
pour un méme type d’agent stressant (Kalmbach, Anderson, and Drake 2018; Selye
1950, 1985; Shanks and Anisman 1988). La perception de la composante aversive et
néfaste étant unique a chacun, nous pouvons nous demander si les souris résilientes ne
se distinguent pas des souris susceptibles par leur perception de I'agent stressant ou du
moins possedent un seuil de résistance plus élevé. Les seuils de nociception aux chocs
électriques ont été réalisés avant I'exposition aux chocs de forte intensité et n’ont pas

mis en évidence de différences entre animaux (données non montrées).

C.1.d. Cas des animaux susceptibles fuyants
Malgré une forte réponse de défense durant la réexposition a la grille et une
diminution du temps de sommeil entre la Baseline et 14 jours post-stress, les souris
fuyantes, ne présentent aucune modification de I'architecture macroscopique du
sommeil. Cependant, la force de notre analyse réside dans I'obtention des données de
transitions et spectrales des animaux, permettant ainsi de regarder la qualité du

sommeil apportant ainsi des données complémentaires aux modeles de Wotjak et Polta.
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C.2.a. Les transitions, marqueurs spécifiques de la qualité du

sommeil des souris fuyantes ?

Les données des transitions de stades de vigilances sont données en
pourcentages de l'’ensemble des transitions. Les souris controles, résilientes et
susceptibles immobiles ne présentent pas de changement significatif de transition. En
revanche, les données de transitions des souris susceptibles fuyantes montrent que la
grande majorité des transitions, soit plus de 42% de la totalité des transitions, sont
allouées aux transitons entre le SL 2 e le SL 3 (contre environ 20% pour les autres
phénotypes). Bien qu’aucune significativité dans les données polysomnographiques ne
soit observée, cela pourrait suggérer une instabilité des états de sommeil lent et/ou un

maintien en sommeil lent profond.

C.2.b. L’analyse spectrale et hypotheses neurobiologiques

Les analyses des fréquences des oscillations spécifiques des états de vigilances
révelent un changement majoritaire pour les souris résilientes. En effet les souris
résilientes présentent une augmentation de la fréquence des oscillations (3 sur 24 heures
et ce dans tous les états de sommeil. Ces données semblent dans un premier temps
contradictoire avec la littérature chez I'homme, affirmant que I'amplitude des
oscillations 3 est associée un déficit de rappel apres une extinction de la mémoire
aversive (Denis et al. 2023). De plus, la présence d’oscillations 3 pendant le sommeil est
un marqueur d'un hyperéveil cortical et d'un sommeil perturbé (Denis et al. 2023). Chez
les patients atteins de TSPT, il a été observé une augmentation de la puissance des
oscillations 3 (Boer et al. 2020). Cependant la plupart des données chez ’humain
compare des patients TSPT a des individus sains, n’ayant pas vécu d’événement
traumatique. Des recherches comparatives plus récentes entre des individus TSPT et des
individus ayant subi un traumatisme mais ne présentant aucun symptome de la
pathologie, n'ont mis en évidence aucune différence significative sur la puissance des
oscillations B. De facon intéressant par rapport a nos résultats, une étude sur un large
panel de patient a montré une corrélation négative entre la puissance des oscillations 3

et la sévérité des symptomes du TSPT (Popescu et al. 2020).
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Chez l'animal, I'augmentation de la puissance [ dans le sommeil lent est
cohérente avec les analyses spectrales du sommeil des souris susceptibles apres une
défaite sociale (F. Henderson et al. 2017) ou apres une exposition a une odeur de
prédateur (R. Sharma, Sahota, and Thakkar 2018) mais aucune différence spectrale
durant le sommeil n’a été trouvé entre les rats vulnérables et non vulnérables aprés une
défaite sociale (Claverie et al. 2023). Cependant, 'augmentation des oscillations 3 est un
marqueur de résilience chez les souris de notre étude, celle-ci est aussi retrouvé chez les
souris susceptibles a la défaite sociale. Dans ce modele, le critere de résilience est
d’ailleurs attribué a une augmentation des oscillations 0 et a dans le sommeil lent (F.
Henderson et al. 2017).

La question se pose alors du role des oscillations 3 dans la pathologie. 1l faut aller
regarder les oscillations B dans les états de vigilances de maniere indépendante de
maniere globale avec les données des autres amplitudes oscillatoires. Les oscillations 3
dans le sommeil lent sont associées avec le retraitement des informations mnésiques
(Boer et al. 2020), avec notamment une interaction fonctionnelle au sein du cortex chez
le singe (Van Quyen et al. 2016). Plusieurs études supplémentaires ont suggéré de
maniere théorique et expérimentale que les oscillations [ sont générées par des
processus inhibiteurs (Van Quyen et al. 2016). Le cortex et particulierement le cortex
préfrontal et le cortex cingulaire antérieur sont impliquées dans la détection des erreurs
et la régulation émotionnelle (Orr and Hester 2012; Rolls 2019; Shen et al. 2015; D.
Swick and Turken 2002). Il a été montré chez 'humain que des oscillations 3 étaient
présentent dans ces deux structures pendant le sommeil paradoxal(Vijayan et al. 2017).
Nos électrodes ne permettent pas de préciser les sources cérébrales des oscillations
mais nous pouvons émettre des hypotheses. En effet la présence d’onde 8 durant le
sommeil paradoxal des souris, apres exposition a un indice de rappel, et au sein du
cortex préfrontal et du cortex cingulaire antérieur pourraient fortement expliquer la
bonne discrimination de la valence des stimuli des souris résilientes. De plus le cortex
préfrontal exerce un controle négatif sur I'amygdale et I'’hippocampe, tous deux
impliqués dans l'acquisition et la consolidation de la mémoire émotionnelle et
contextuelle (respectivement). Nous pensions plus tét qu'il existait un autre circuit qui
pourrait expliquer la présence de freezing mais sans l'activation du noyau central de
I'amygdale. Il a été montré qu’un rat pouvait montrer un comportement de freezing en

observant un congénéere soumis a des chocs électriques grace a I'activation du thalamus
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médiodorsal par le cortex cingulaire (Zheng et al. 2020). Nous pouvons nous demander
si le freezing des souris résilientes étaient induit par ce réseau. Pour le tester, des
inhibitions des projections du cortex cingulaire antérieur vers le thalamus médiodorsal
ou des lésions du thalamus médiodorsal permettrait de voir si le freezing est absent chez
les souris résilientes le jours de la réexposition au contexte.

De plus, I'activité noradrénergique est différente durant les stades de sommeil,
avec une décharge noradrénergique durant I’éveil et le sommeil lent mais une absence
totale de décharge durant le sommeil paradoxal. En se basant sur I'’hypothese de
rééquilibration du sommeil paradoxal de Goldstein et Walker (Goldstein and Walker
2014), la diminution de la décharge de noradrénaline durant le sommeil paradoxal
entrainent l'activation des récepteurs al adrénergiques des neurones du CPF qui vient
alors exercer son contréle négatif sur 'amygdale, permettant ainsi une réduction de
réponse émotionnelle durant I'éveil. Cette théorie accentue I'hypotheése du réle
protecteur du sommeil paradoxal chez les souris résilientes contre I'’émergence d’une
généralisation de la peur, caractérisée par un déficit d’extinction de la peur conditionnée

et du nouvel apprentissage dans un contexte sain et sir.

Les résultats de la these sont principalement des résultats de corrélation entre les
altérations comportementales de type TSPT et les altérations de sommeil. Afin de mettre
en évidence le réle causal du sommeil paradoxal dans la résilience au développement du
TSPT, des manipulations optogénétiques des neurones promoteurs du sommeil
paradoxal du tegmentum latérodorsal et pontin avant I'exposition aux chocs électriques
et pendant les 15 jours post-stress permettraient de répondre a cette hypothése. En
effet, si notre hypothese est la bonne, 'augmentation du sommeil paradoxal avant
I'exposition augmenterait la vulnérabilité de développement des altérations
comportementales, tandis que 'augmentation du sommeil paradoxal apres I'exposition
aux chocs électriques protégerait les animaux et la proportion de souris résilientes
devrait augmenter. Une fois ceci validé, nous pourrions passer a une méthode plus
éthologique avec une stimulation rythmique du systeme vestibulaire par le balancement
des animaux a une certaine fréquence/vitesse qui permet d’augmenter le temps de
sommeil paradoxal (Kompotis et al. 2019). Ceci pourrait ensuite étre transposé a
I'homme comme traitement préventif contre l'apparition des autres symptémes du

trouble de stress post-traumatique apres un traumatisme.
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Le stress intense a un effet sur le sommeil de toutes les souris exposées. Tandis que les
souris susceptibles immobiles présentent des altérations de la macroarchitecture
(quantitatif) du sommeil, avec une augmentation du temps de sommeil lent de stade 1,
les souris fuyantes présentent une altération qualitative du sommeil marqué par une
augmentation des transitions réciproques entre le SL 2 et le SL 3 qui ne peut étre
corrélée aux données polysomnographiques. Les résultats les plus remarquables sont
sur les changements opérées chez les souris résilientes qui présentent une
réorganisation adaptative de la macroarchitecture et la microarchitecture du sommeil
centrée sur le sommeil paradoxal et les oscillations . Le réle du sommeil paradoxal
semble dépendant du temps, avec un effet protecteur apres I'éveénement traumatique
mais un role délétere s’il est élevé avant I'exposition a un stress de forte intensité. Les
différents profils de sommeil refletent des traitements de l'information post-
réexposition a un indice de rappel différents entre les 3 phénotypes exposés. Les profiles
hypnogénes et comportementaux des souris résilientes suggérent une potentialisation a
long terme de la trace mnésique avec une diminution de la composante émotionnelle
grace au rebond de sommeil paradoxal. Les profils des souris susceptibles, présentant
une forte activité amygdalienne 28 jours post-stress et des altérations mineures du
sommeil, suggérent une potentialisation de trace mnésique sans diminution de la
composante émotionnelle a cause de 'absence de rebond de sommeil paradoxal. Ces
hypotheses devront étre testées en manipulant le sommeil paradoxal et voire si on

modifie 'index de sévérité des comportements de type TSPT des animaux.
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Résumé : Le trouble de stress post-
traumatique (TSPT) est un trouble mental qui
affecte certaines personnes exposées a un
stress de forte intensité. L'hétérogénéité
d'expression  des  différents symptOmes
pourraient expliquer l'absence de traitement
efficace et/ou la rechute des patients. Ces
sous-types de symptomes sont associés a des
activités cérébrales spécifiques, leur meilleure
compréhension semble alors cruciale pour la
recherche de traitement plus personnalisé et
donc plus efficace. Dans ce contexte, le
comportement de souris non consanguines a
été évalué par plusieurs tests pendant 28 jours
aprés avoir recu deux chocs électriques de
forte intensité.

Une analyse des profils comportementaux
en deux étapes a permis de révéler trois
phénotypes chez les animaux exposés au stress
de forte intensité. La premiere étape, basée sur
un score composite des comportements de
type anxiété généralisée, a permis de dissocier
les animaux résilients et susceptibles et
d'établir un score de sévérité des altérations
comportementales. La seconde étape, axée sur
les comportements de défense persistants lors
de différentes réexpositions a des stimuli
associés aux chocs électriques, a permis
d'identifier deux phénotypes

comportementaux chez les animaux
susceptibles : Les immobiles et les fuyants.

L'analyse de I'expression cellulaire de la
protéine Fos a mis en évidence des activations
cellulaires distinctes au niveau de I'amygdale
(AMG) et de la substance grise périaqueducale
(PAG). Plus précisément, la sévérité des
altérations comportementales de type TSPT est
corrélée positivement a l'activation de I'AMG
droite et les phénotypes susceptibles sont
associés a des activations différentes le long de
I'axe antéropostérieur de la PAG. Les analyses
de sommeil mettent également en évidence
des différences entre les trois phénotypes
d'animaux. En particulier, le sommeil paradoxal
semble étre un marqueur de résilience post-
exposition mais également un indicateur de
susceptibilitt au développement de |Ia
pathologie avant exposition.

En conclusion, en montrant des activations
cérébrales distinctes et des effets différentiels
sur le sommeil dans les trois phénotypes
d'animaux, cette étude montre l'importance
d'analyser les profils comportementaux chez
la souris. Le raffinement des méthodes
d'analyses de ce type devrait renforcer la
validité translationnelle du modeéle de TSPT,
ouvrant ainsi de nouvelles perspectives pour
des traitements plus personnalisés.
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Abstract : Post-Traumatic Stress Disorder (PTSD)
is a mental disorder that affects some individuals
exposed to  high-intensity  stress.  The
heterogeneity in the expression of various
symptoms could explain the lack of effective
treatment and/or patient relapse. These subtypes
of symptoms are associated with specific brain
activities; their better understanding appears
crucial for the pursuit of more personalized and
thus more effective treatment. In this context, the
behavior of outbred mice was evaluated through
various tests for 28 days after receiving two high-
intensity electric shocks.

An analysis of behavioral profiles in two steps
revealed three phenotypes in animals exposed to
high-intensity stress. The first step, based on a
composite score of generalized anxiety-like
behaviors, allowed for the differentiation of
resilient and susceptible animals and the
establishment of a severity score for behavioral
alterations. The second step, focused on
persistent defensive behaviors during different
re-exposures to stimuli associated with electric
shocks, identified two behavioral phenotypes in
susceptible animals: immobile and fleeing.

Analysis of the cellular expression of the Fos
protein highlighted distinct cellular activations in
the amygdala (AMG) and the periaqueductal gray
matter (PAG). Specifically, the severity of PTSD-
like behavioral alterations is positively correlated
with right AMG activation, and susceptible
phenotypes are associated with different
activations along the anteroposterior axis of the
PAG. Sleep analysis also revealed differences
among the three animal phenotypes. In
particular, rapid eye movement (REM) sleep
appears to be a marker of post-exposure
resilience but also an indicator of susceptibility to
pathology development before exposure.

In conclusion, by demonstrating distinct brain
activations and differential effects on sleep in the
three animal phenotypes, this study highlights
the importance of analyzing behavioral profiles in
mice. Refinement of analysis methods of this kind
should enhance the translational validity of the
PTSD model, thus opening new perspectives for
more personalized treatments.
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