UNIVERSITE

\ PARIS \ PS¢
SWD O

Neurosciences Paris-Sud

UNIVERSITE PARIS-SUD

ECOLE DOCTORALE : ED 419 BioSigne
Laboratoire Centre de Neurosciences Paris-Sud (CNPS)
DISCIPLINE Neurosciences

THESE DE DOCTORAT

soutenue le
par

Jonathan Chabout

Réle(s) des motivations naturelles dans la prise
de décision: bases neurobiologiques et

Directeur de theése : Sylvie Granon Professeur (CNRS, UMR 8195, Univ. Paris Sud XI)

Composition du jury :

Président du jury : Jean Champagnat DR1 (CNRS, Inaf, Gif-sur-yvette)

Rapporteurs : Anne-Marie Mouly CR1 (CNRS, UMR 5292 - INSERM, U1028, Univ. Lyon1)
Etienne Coutureau CR1 (CNRS, UMR 5287, Univ. Bordeaux 1 & 2)

Examinateurs : Valérie Daugé DR (INRA, UMR 1319, Jouy-en-Josas)







« On a toujours le choix. On est méme la somme de ses
choix. »

Joseph O’Connor



Remerciements

En effectuant cette thése je me suis rendu compte de qui j’étais vraiment....

Merci a tous ceux qui ont participé a cet éveil. Je souhaite particulierement exprimer
ma gratitude a ma directrice de thése, Sylvie Granon, pour m’avoir accueilli, encadré,
supporté et pour tout le soutien qu’elle ma apporté. Toutes nos discussions, transportées par
les volutes de café fraichement préparé, m’ont fait grandir et ont permis d’arranger ma

pensée. Mais je n’aime toujours pas le café...

Merci aux Dr. Mouly Anne-Marie, et Dr. Coutureau Etienne, d’avoir accepté
d’évaluer mon travail de thése. Leurs conseils avisés et leurs remarques pertinentes ont
contribué a la construction de ce manuscrit. Merci également a tous les membres du jury

d’avoir accepté d’en faire partie.

Merci également au Dr. Serge Laroche de m’avoir accueilli, a la fois durant mon M2

et durant cette thése, dans son laboratoire.

Je tiens a remercier chaleureusement Anne Nosjean, pour nos prises de téte
concernant la salle d’histologie, pour nos franches discussions autour de sujets épineux, pour
le temps qu’elle a consacré a corriger mon manuscrit.... Merci a Alexis Faure pour tous tes
bons conseils (scientifiques ou pas), ses remarques toujours pertinentes sur mes travaux et sa

bonne humeur communicative.

Muito Obrigado Renata pra todos esse conselhos, seu sorriso e sua boa humor
comunicativa. Voce foi o raio de luz do laboratério. Bom coragem pra todas coisas que vao

seguir !

Un grand merci a Arnaud Cressant pour ces nombreuses heures passées a parler
d’autres choses que de science et qui m’ont permis de prendre du recul, merci pour les

sessions HADOPI, courage pour la suite, ¢a va le faire !

Je remercie particulierement mon compagnon de fortune, Pierre Serreau. Nos
discussions sérieuses et celles qui 1'étaient un peu moins, m’ont beaucoup éclairées. Merci

pour tous les bons moments distillés tout au long de ces 3 années.



Merci au personnel animalier, Calette, Nathalie, Noémie et Jo&l qui fournissent un
travail de I'ombre indispensable au bon fonctionnement de tous nos travaux de recherche.

Merci a vous pour votre courage et votre dévouement.

Je remercie vivement tous les étudiants, et post doc du CNPS, présents ou partis, avec
qui j’ai passé de tres bons moments, Alexandra (la petite), Alexandra (la grande), Florence,

Fabien, Sophie, Rémi, Quentin, Grégoire, Glenn.

Merci également a tous les étudiants de passage qui ont marqué le laboratoire, Ludo,
Aurélia, Zoubéida, Mandy, Jessica, Thiebault, Fabien, Elsa, Elodie, Sébastien et ceux que

j oublie.

Merci a Marie & Adrien, Manu & Alex, qui n’ont jamais rien compris a ce que je

faisais dans la vie, mais qui m’ont soutenu a leur maniere.

Merci a mes « BRO » : Antoine et Jrej toujours partants pour me faire décrocher de

mes articles, et de mes manips. Sans vous je ne serais pas le méme, soyez en strs !

Je remercie évidemment ma famille, grands parents, parents, freres et sceur qui ont
toujours cru en moi et ont accepté les sacrifices que j'ai fait pour continuer ma voie et mes
études....je vous aime. J'ai également une pensée particuliere pour mes grands parents, les

seuls que j’ai, et le mal qui les ronge... Merci, tout simplement.

Merci également a ma belle-famille, les Gauthier, de m’avoir toujours soutenu et
encouragé dans tout ce que j'ai entrepris......y compris cette these. Mais surtout merci de

m’avoir confié votre fille.

Enfin, merci a ma moitié, Myriam, sans qui j’aurais stirement eu beaucoup plus de
mal a tenir le cap de ces trois années de travail intense. La page de la these se tourne, une

page de post-doc commence, d’autres viendront, mais malgré tout : elle reste mon marque-

page.

Pour moi, ma thése c’est un ensemble de choses qui m’ont permis de me construire
en tant que scientifique mais aussi en tant qu’homme. Merci a ceux que j'oublie et qui ont

pris part a ce chapitre de ma vie.



Table des matieres

Liste des abréviations

Liste des publications & communications
Avant - propos

Introduction générale

1.

2.

9

11
13
19

Les motivations naturelles chez les animaux : cas particulier de la motivation sociale. __ 19
1.1. Définition(s) de la motivation 19
1.1.1.  Pyramide des besoins 19
1.1.2.  Motivations primaires/Secondaires 21
1.1.3.  L’interaction entre apprentissage, motivation & émotion. 23
1.1.4.  L’interaction sociale : une vraie motivation ? 25
1.2. Evaluation des motivations et choix : bases neurales 28
1.2.1. La découverte du systeme limbique 29
1.2.2. Classement des motivations : réle de la dopamine. 32
1.2.2.1. La dopamine 32
1.2.2.2. Les récepteurs a la dopamine 33
1.2.2.3. Les voies dopaminergiques 36
1.2.3. Systéme Dopaminergique et prise de décision 37
1.3. Interface motivation, systéeme cholinergique et cortex préfrontal. 41
1.3.1.  Systéme cholinergique 41
1.3.2.  Les récepteurs cholinergiques 43
1.3.3.  Réle modulateur des récepteurs nicotiniques, nAChRs. 44
Prise de décision, flexibilité comportementale et choix de motivation 46
2.1. Les concepts de prise de décision et flexibilité comportementale 46
2.1.1.  Définitions 46
2.1.2. Les différentes étapes du processus 48
2.1.3.  Evolution des études sur la prise de décision 52
2.1.4.  Mesures expérimentales 53
2.1.4.1. Mesures expérimentales chez ’Homme 54

a. L'lowa Gambling Task 54

b. Le Wisconsin Card Sorting Test. 55

2.1.4.2. Mesures expérimentales chez I'animal 57

a. Rodent Gambling Task (RGT) adapté de I'IGT. 57

b.  WSCT, Reversal, autres taches de flexibilité (changement de stratégie, habituation...etc.) 59

C. Tache d’interaction sociale (SIT, « Social interaction task ») 63

2.2 Substrats neurobiologiques impliqués dans la prise de décision 65
2.2.1. Le cortex préfrontal 65
2.2.1.1. Organisation corticale 65
2.2.1.2. Caractéristiques cytoarchitectoniques 66
2.2.1.3. Fonctions des sous-parties du CPF 69
2.2.1.4. Connections cortico-corticales 74
2.2.1.5. Circuit fronto-sous corticaux 74

2.3. Flexibilité comportementale, prise de décision et pathologies 78

4



3. Modéle animal de déficit de flexibilité pendant I’interaction sociale 79

3.1. L’utilisation de modéles animaux 79
3.1.1. Avantage de l'utilisation de modéles animaux 79

3.1.2. Validité expérimentale du modéle souris 79

3.1.3.  Modéle de flexibilité comportementale : I'interaction sociale des 82KO 81

3.2. Les vocalisations chez les animaux 82
3.2.1.  Historique 82

3.2.2. Types de vocalisations ultrasonores 84

3.3. Utilisation du modéle USVs chez le rongeur 86
3.3.1. Les USVs chez le rat 87

3.3.2.  Les USVs chez la souris 89
Objectifs de these 93
Matériels & méthodes 97
1. Souris utilisées 97

2 Tache d’interaction sociale (SIT pour « social interaction task ») 98

3 Interaction avec un nouvel objet 99

4, Exploration libre d’environnement 99

5. Le labyrinthe 3 chambres (« Three chambers task » ou 3Ch) 100

6 Le stress de contention 101

7 Enregistrement et analyse des vocalisations ultrasonores (USVs) 101

8 Modulation de motivations naturelles 104

10. Histologie & marquages cellulaires 106

11. Analyses statistiques 111
Résultats & Articles 115
Chapitre 1: Substrats neurobiologiques impliqués dans la flexibilité comportementale. 115
Chapitre 2: Indices comportementaux associés aux processus de prise de décision. 144

Chapitre 3: L’effet de la modulation de motivation sur la flexibilité comportementale et la

hiérarchie des motivations naturelles. 180
Conclusions générales & perspectives 223
Bibliographie 231
Annexes 258




Index des figures & tableaux

=~ Figures =

Figure 1: La pyramide de Maslow proposant l'organisation hiérarchique des besoins chez
I'Humain

Figure 2: Principales fonctions de la récompense : 'apprentissage (Learning), la motivation
(Wanting) et le plaisir (Liking)

Figure 3: « Brain stimulation reward » ou BSR

Figure 4: Représentation schématique de la voie dopaminergique et de ces modulateurs
cholinergiques

Figure 5: Voie de biosynthese et structure chimique de la dopamine

Figure 6: Représentation schématique d'une synapse dopaminergique

Figure 7: Le systéme Dopaminergique

Figure 8: Interaction systeme dopaminergique et prise de décision

Figure 9: Principales voies cholinergiques chez le rongeur et répartition des récepteurs
nicotiniques (NAChRs)

Figure 10: Représentation des processus fondamentaux autour de la notion de flexibilité
comportementale

Figure 11: Différentes étapes des processus de prise de décision

Figure 12: Evolution du nombre de publications et disciplines consacrées a la prise de
décision

Figure 13: Principe de I'lowa Gambling Task (IGT) et du Wisconsin Card Sorting Task
(WCST) utilisé chez I'homme

Figure 14: Adaptation de I'lGT aux modeéles rongeurs (RGT) et nombreuses variations

Figure 15: Mesures expérimentales de flexibilité comportementale chez le rat

Figure 16: Le cortex préfrontal chez le rongeur et chez I'Homme

Figure 17: Reconstruction 3D du trajet de la barre a mine a partir du crane de Phinéas Gage
Figure 18: Modele original des mécanismes neuronaux a l'origine de la prise de décision
dans le CPF

Figure 19: Principales efférences des cortex prélimbique PrL et infralimbique

Figure 20: Organisation des circuits fronto-striataux connectant les sous-régions du CPF au
striatum.

Figure 21: Exemples de sonagrammes de vocalisations émises par différentes espéces

Figure 22: Séquence d'USVs et classification chez la souris

Figure 23: Spectrogramme des vocalisations 22-kHz et 50-kHz de rats

Figure 24: Photos de la cage d’interaction sociale (SIT)

Figure 25: Représentation schématique du labyrinthe 3 chambres et organisation

Figure 26: Principe d’enregistrement des réponses auditives du tronc cérébral

Figure 27: Plan expérimental précédent I'obtention des coupes pour I'immunohistochimie ou
I'immunofluorescence



Figure 28: Principe de détection de la protéine c-Fos par immunohistochimie basée sur la
réaction d’oxydation de la DAB

Figure 29: Diagramme chronologique des différentes étapes d’immunohistochimie utilisée
pour marquer la protéine c-Fos

Figure 30: Section coronales schématiques du cerveau de souris représentant les zones
d’intéréts

Figure 31: Effet de l'isolement et de l'habituation sur le temps de contact social et sur
"exploration

Figure 32: Comportement social des souris 32KO et C57BL6/] (WT) en SIT-isolé

Figure 33: Comportement social des souris 32KO et C57BL6/] (WT) en condition non isolés
Figure 34: Niveau d’activation c-Fos apres interaction sociale chez les animaux WT

Figure 35: Niveau d’activation c-Fos apres interaction sociale chez les animaux p2KO

Figure 36: Les lésions du cortex prélimbique affectent le comportement flexible lors de
l'interaction sociale

Figure 37: Impact des lésions du cortex orbitofrontal sur le comportement social.

Figure 38: Réexpression lentivirale de la sous-unité p2*nAChRs au niveau prélimbique chez
des animaux [32-/-

Figure 39: Données comportementales des animaux réexprimés comparées aux WT et aux
2KO

Figure 40: USVs émises lors de trois taches a caractere social différent

Figure 41: Composition du répertoire vocalisant et fréquences d’émission des USVs lors de la
tache SIT et de 3 chambres chez les animaux WT et 32KO

Figure 42: Seuil d’audition a différentes fréquences pour des souris WT et f2KO

Figure 43: Emissions de vocalisations et motivation sociale

Figure 44: Répertoire vocal et durée des USVs durant I'interaction sociale

Figure 45: Corrélation entre production de vocalisations et comportement social

Figure 46: Emissions de vocalisations lors de I"exploration et de la contention

Figure 47: Répertoire vocal et durée des USVs durant les taches non sociales d’exploration et
de contention

Figure 48: interprétation de la relation entre USVs et état motivationnel

Figure 49: Représentation schématique des régions connectées a PAG chez '’homme

Figure 50: Comparaison entre 1'analyse manuelle et ’analyse automatisée par MiceProfiler
Figure 51: Analyse de la séquence de contact social par MiceProfiler chez des animaux WT
et 32KO

Figure 52: Analyse des séquences «isolé approche, visiteur échappe, isolé poursuit » ou
poursuite (IA-VE-IP) et « isolé approche, et part » (IA-IE) par MiceProfiler chez des animaux
WT et p2KO

Figure 53: Analyse des événements « dos a dos» lors de l'interaction sociale chez des
animaux WT et p2KO

Figure 54: Analyse des séquences de « Stop » chez les animaux WT et p2KO

Figure 55: Comportement social par MiceProfiler chez des animaux WT en SIT-isolé et SIT-
groupé



Figure 56: Analyse des séquences «isolé approche, visiteur échappe, isolé poursuit » ou
poursuite (IA-VE-IP), «isolé approche» (IA), et « visiteur approche » (VA) par MiceProfiler
chez des animaux WT en SIT-isolé et SIT-groupé

Figure 57: Analyse des événements « dos a dos» lors de l'interaction sociale chez des
animaux WT en SIT-isolé et SIT-groupé

Figure 58: Analyse des séquences de « Stop » chez des animaux WT en SIT-isolé et SIT-
groupé

Figure 59: Hiérarchie des motivations naturelles (nourriture, exploration d’un nouvel objet,
et d'un congénere) lors de la tache de 3 chambres

Figure 60: Hiérarchie des motivations naturelles lors de la tache de 3 chambres et production
d’USVs

~ Tableaux =

Tableau 1: Composition du répertoire vocal chez les animaux WT et p2KO lors des taches de
SIT (haut) et de 3Ch (bas)

Tableau 2: Récapitulatif des résultats principaux concernant les émissions d’'USVs au sein
des différentes conditions expérimentales

Tableau 3: Tableau récapitulatif de la hiérarchie de motivation lors des conditions de trois
chambres normale ou privée



Liste des abréviations

ACC : Cortex cingulaire antérieur

ACh : Acétylcholine

AchE : Acétylcholinesterase

ATV : Aire tegmentale ventrale

P2KO : Souris knock-out (KO) pour la sous-unité 2 des récepteurs nicotiniques
BLA : Amygdale basolaterale

BSR : Brain stimulation reward

CAT : Choline acétyltransferase

Cgl : Cortex cingulaire 1

COF : Cortex orbitofrontal

COMT : Catéchol-O-méthyl-transferase

CPF : Cortex préfrontal/ CPFm : cortex préfrontal médian/ CPFdl : CPF dorsolatéral
DAT : Dopamine transporteur

DMS : Striatum dorso-médian / VS : Striatum ventral
DOPAC : Acide 3,4-dihydroxyphenylacetique

GDP : Guanosine di-phosphate

GTP : Guanosine tri-phosphate

IGT : Jowa gambling task / RGT: Rodent gambling task
IL : Cortex infralimbique

KHz : Kilohertz / Hz : Hertz

LOVO : Cortex orbitofrontal latéro-ventral

MAO : Monoamine oxydase

M1 : Cortex moteur primaire

NAcc : Noyau accumbens



nAChRs : Récepteurs nicotinique a I'’ACh
NTPP : Noyau tegmental pédonculo pontin
NTDL : Noyau tegmental dorsolatéral
PAG : Substance grise périaqueducale

PFA : Paraformaldéhyde

PrL : Cortex prélimbique

SNC : Systeme nerveux central

SNpc : Substance noire pars compacta

SNr : Substance noire réticulée

SIT: Social interaction task, ou tiche d’interaction sociale
USVs : Vocalisations ultrasonores

WCST: Wisconsin card sorting task

WT : « Wild type », ou souris C57BL6/]

3Ch : Tache de trois chambres

10



Liste des publications & communications

ARTICLE 1: Avale ME., Chabout J., Pons S., Serreau P., De Chaumont F., Olivo-
Marin J-C., Bourgeois J-P., Maskos U., Changeux J-P., and Granon S. (2011)
Prefrontal nicotinic receptors control novel social interaction between mice.
FASEB ] 25, 2145- 55

ARTICLE 2: Chabout J., Serreau P., Ey E., Bellier L., Aubin T., Bourgeron T., Granon
S. (2012) Adult Male Mice Emit Context-Specific Ultrasonic Vocalizations That Are
Modulated by Prior Isolation or Group Rearing Environment. PLoS ONE 7(1):
€29401. doi:10.1371/journal.pone.0029401

ARTICLE 3: Serreau, P., Chabout, J. , Suarez, S.V., Naudé, J., and Granon, S. (2011)
Beta2-containing neuronal nicotinic receptors as major actors in the flexible choice
between conflicting motivations. Behav. Br. Res 225, 151-159

ARTICLE 4: Chabout J., Cressant A., Hu X., Edeline J-M., Granon S. (en preparation)
Motivational ranking in safe environment and importance of social reward: role of
nicotinic receptors of acetylcholine.

ARTICLE 5: De Chaumont F., Dos-Santos Coura R., Serreau P., Cressant A., Chabout
J., Granon S., and Olivo-Marin J-C. (2012) Computerized video analysis of social
interactions in mice. Nature Methods doi:10.1038 /nmeth.1924

Communications affichées

Chabout J, Serreau P, Bellier L, Ey E, Bourgeron T, Aubin T, Granon S, Role of
ultrasonic vocalizations in adult male mice during social interaction: a first insight.
FENS 2010, Amsterdam, Netherlands (Poster).

Chabout J, Serreau P, Bellier L, Ey E, Bourgeron T, Aubin T, Granon S, Motivation

for social interaction induced production of rich and wide ultrasonic vocalizations
repertoire in adult male mice. IBRO congress 2011, Firenze, Italy (Poster).

11



Avant-propos

Avant-propos

12



Avant-propos

Avant - propos

Qu’est ce qui nous motive ?

La connaissance ? L’'argent ? Le travail ? La reconnaissance ? L’amour ? Le sexe ?
Qu’est ce qui me motive a écrire ce manuscrit de these ? Et vous...... qu’est ce qui vous
motive a me lire ? Qu’est ce que la motivation ? La définition la plus simpliste est celle du
Dictionnaire LAROUSSE: « Ce qui motive, explique, justifie une action quelconque ».
L’encyclopédie UNIVERSALIS aborde la notion de but, aussi appelé renforcement : « Action
motivée par le plaisir ou 'absence de douleur ». La plupart des psychologues parlent de

« Facteur amenant I'organisme a agir et a tendre vers certains buts. »

Le terme de motivation renvoie a un domaine treés large incluant des concepts différents
étudiés dans des contextes méthodologiques tres variés. Ainsi, selon M. Reuchlin (Reuchlin
1981): «l'emploi du méme terme [Motivation, ndlr] par des psychologues différents ne
signifie nullement qu’ils parlent tous des mémes faits, ou qu’ils utilisent tous les mémes
principes explicatifs. ». Il en résulte une certaine incompréhension face a ce terme qui peut
vouloir dire beaucoup de choses. Seulement, il semblerait que la notion de but soit toujours

présente, qu’en est-il ?

Le principe de motivation repose sur 2 hypothéses majeures : I’homéostasie et 1’hédonisme.

La notion d’homéostasie a vu le jour entre 1850 et 1870. Claude Bernard fit le premier
a proposer que la «fixité du milieu intérieur soit la condition de la vie libre et
indépendante ». Cette notion sera reprise en 1932 par le physiologiste W.B. Cannon, lequel
accordera plus d'importance a «I'équilibre physiologique » et sera le premier a proposer le
terme d’homeéostasie dans son ouvrage «la sagesse du corps, 1932 ». Alors quelle relation
entre motivation et homéostasie ? La motivation résulterait d'un déséquilibre de 1'état
interne de 'individu créé par certaines conditions de privation entrainant un état de besoin
(en anglais: need), auquel il faudrait remédier. De ce fait I'individu s’attache a réduire cet état

de besoin en s’orientant vers 1’objet-but responsable de son état. M. Reuchlin (comme
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Avant-propos

beaucoup de psychologues) parle de pulsions (en anglais : drive) pour caractériser cette
conduite (i.e.: un animal privé de nourriture sera affamé et aura comme motivation de
trouver de la nourriture pour sortir de cet état de faim, et se diriger vers un état de satiété).
Cette fagon de voir les choses fonctionne bien pour les « motivations primaires » (tel que la
faim, la soif, le sexe, la douleur...etc.), mais les pulsions peuvent étre déclenchées par
d’autres choses que les besoins. En effet dans un état physiologique normal, I'individu peut
déstabiliser cet état d’équilibre et accroitre les «tensions» pour accéder au plaisir, a
I’hédonisme. Le méme objet-but que tout a 'heure peut alors prendre un tout autre sens, et
se voir catégorisé non plus comme un besoin, mais comme un incitateur (en anglais:
incentive). Ainsi la vue d’une part de tarte, alors que nous ne sommes pas affamés, peut
entrainer une sensation de faim et 'envie de se délecter de ce met. Pour la plupart des
physiologistes et neurobiologistes d’aujourd’hui, I'expression de cette motivation requiert
une série de processus affectifs qui sous-tendent la récompense (l'incitateur ou objet-but est
ce qu'on appelle une récompense, en anglais : reward). En effet la notion de motivation est
difficilement dissociable de la notion de récompense et, selon Berridge (Berridge 2004),
apprécier pleinement une récompense nécessite d’avoir mis en place les deux processus que
sont le « wanting » (comportements motivés dirigés vers le but) et le « liking » (processus

explicites d"hédonisme et émotions associées).

Mais avant d’apprécier n'importe quelle récompense, encore faut-il la choisir. Et c’est
la tout le point de départ de cette these : comment un individu qui a le choix entre plusieurs
types de récompenses motivantes fait-il pour prendre la décision la plus adaptée ? La prise
de décision est un processus vital pour beaucoup d’especes (Gibson & Langen 1996; Mulder
1990), ainsi prendre les bonnes décisions au bon moment est crucial pour l'individu. C'est
également un processus qui nécessite I'intégration et I’analyse de parametres motivationnels,
émotionnels, environnementaux, sensoriels, et de mémoire (Fuster 2001; Ridderinkhof et al.
2004; Chudasama & T W Robbins 2006). Pour prendre une décision, il faut avant toute chose
étre conscient des conséquences qu’elle engendre, c'est-a-dire des renforcements qu’on
obtient ou des conséquences négatives qu’on évite. Pour cela I'individu peut se remémorer
les décisions prises auparavant et avoir une idée des conséquences d'une décision, proche ou
similaire, a prendre a l'instant « t ». Dans les autres cas, il devra faire reposer son choix sur
son état motivationnel, sa capacité a évaluer la récompense, son adaptabilité a

I'environnement extérieur, etc.
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Avant-propos

On voit donc ici qu’il existe un lien intime entre processus de prise de décision et
motivation, et c’est ce lien que je vais aborder durant ce travail de thése. J'ai étudié comment
la modulation de certaines motivations naturelles (contact social, nourriture, exploration de
I’environnement) influait sur les processus de prise de décision chez la souris et quels sont

les régions cérébrales et processus comportementaux permettant I'émergence de ces choix.
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Introduction générale

Introduction géneérale

1. Les motivations naturelles chez les animaux: cas particulier de la

motivation sociale.

1.1. Définition(s) de la motivation
1.1.1. Pyramide des besoins

I existe de nos jours de nombreuses théories sur la motivation et I’organisation de ces
motivations (Lorenz & Leyhausen 1973; Bindra 1974; Bolles 1980; Toates 1986; Berridge
2004). Un des premiers scientifiques a proposer une théorie sur 1'organisation pyramidale
des besoins et son évolution chez 'Homme fat Abraham Maslow (Maslow 1943). Cette

théorie repose sur 2 principaux points :

- Il existe des systemes fondamentaux de besoins multiples et indépendants.
- Ces motivations sont hiérarchisées de telle sorte que certaines motivations sont
dites prioritaires, ainsi certaines motivations doivent avoir été satisfaites avant

d’envisager le passage a une motivation dites d’ordre supérieur.

Pour bien saisir le concept soulevé par Maslow dans les années 50, il faut avant tout
savoir que Maslow avait développé cette théorie pour deux raisons : il souhaitait prendre la
suite des travaux de son mentor et professeur Harry Harlow et il n’était pas d’accord avec la
théorie développée par Skinner & Watson. Ces derniers avancaient qu’il existait tres tot chez
I'individu des motivations primaires (telle que la soif ou la faim) qui servaient de bases a
I'apparition de motivations secondaires plus complexes qui étaient ainsi apprises par un

simple principe de conditionnement (Kenrick et al. 2010).
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Autoréalisation

Respect (estime)

Amour ( affection, Bien étre)

sécurité

Besoins physiologiques immédiats

Figure 1: La pyramide de Maslow proposant 1'organisation hiérarchique des besoins chez
I'Humain (Maslow 1943).

Ainsi, en 1953, Harlow et collegues ont montré que des macaques rhésus isolés en
venaient a préférer le contact social avec une « poupée en fils de fer » (faisant office de mere
de substitution) mais habillée de chiffon méme si celui-ci avait été nourrit en présence de la
méme « poupée » mais mise a nue (Harlow & R. . Zimmermann 1959). Harlow a ainsi montré
que la motivation pour obtenir un contact social réconfortant et confortable était
indépendante de I'expérience conditionnée de satisfaction de la faim. Pour lui, il y a donc
une nette séparation entre ce que Skinner et ses collegues appelaient les motivations

primaires et les motivations secondaires.

Seulement sur certains points les concepts de Skinner et de Maslow se rejoignent plus
qu’il n'y parait : ils avancent tous deux le fait que les motivations de bases sont le support
des motivations supérieures. Maslow pense et établit qu'il faut que l'individu réponde en
priorité aux besoins les plus bas de son échelle (Figure 1) avant de pouvoir envisager les
étages supérieurs. Un individu qui n’aurait pas ses besoins physiologiques immédiats
(nourriture, soif, santé...) assouvis serait dans 1'impossibilité de répondre correctement aux

besoins de sécurité, d’amour et autres. Ce modele comporte bien évidemment ses limites, car
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il peut exister des individus pour lesquels ce classement n’est pas vrai, des individus qui
pour obtenir un besoin de reconnaissance vont, au détriment du « besoin » de sécurité, faire

des actions risquées pour une action socialement valorisée (prise de risque).
1.1.2. Motivations primaires/Secondaires

Skinner et Pavlov ont basé leurs définitions de motivation primaire et secondaire sur
"association entre renforcement primaire et motivation. En effet le chien de Pavlov apprend
a saliver lorsqu’il entend la cloche seulement si le son de la cloche a été associé a une
distribution de nourriture. De la méme fagon le rat de Skinner apprend a appuyer sur le
levier qui est dans la cage de conditionnement uniquement si cet appui est renforcé par la
distribution de nourriture, de boisson sucrée ou autres récompenses. On parle de « stimulus
inconditionnel » (la nourriture) associé a un «stimulus conditionnel » (la cloche ou le
levier), et ce stimulus inconditionnel entraine alors un besoin générant ce que I'on pourrait
appeler une motivation primaire. Alors que sont les motivations secondaires ? Il a été montré
dans le laboratoire de Pavlov (Pavlov 1927) que si on présente un stimulus visuel a la suite
du son de cloche mais sans nourriture a un chien qui a été entrainé a saliver au son de la
cloche, I'image entraine une salivation de I’animal au bout d"un certain nombre d’essais alors
qu’elle n’a jamais été associée a la nourriture. L'image est donc un attribut du renforcement
dont la valeur attractive est devenu une motivation d’ordre supérieur pour le chien, et cette
motivation est intimement liée au stimulus conditionnel primaire (son de cloche) associé

quant a lui a la nourriture.

On rejoint donc ici le concept soutenu par Maslow & Skinner et par conséquent
Pavlov qui montrent ainsi la mise en place d"une hiérarchie entre les motivations naturelles.
Il existe des clivages de méme nature au sein de la communauté de psychologues
expérimentaux, par exemple pour H. Sagara (Sagara et al. 2010) il existe deux types de
motivations : les motivations physiologiques (soif, faim, thermorégulation, sexe, ...) et les
« autres » motivations plus intrinséques (curiosité, intérét personnel, comportement plus
intra personnel). Peu importe les appellations, vous remarquerez que ces motivations, qui
ont été classées dans des sections différentes, remplissent les mémes criteres. Ainsi, il
semblerait que nous soyons a méme de pouvoir proposer que les motivations primaires
soient associées a des comportements nécessaires a la survie de I'individu ou de 'espéce

(pour le cas particulier de la motivation sexuelle a but reproductif). Les motivations
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secondaires, non liées a la survie immédiate, nécessitent un apprentissage par association

avec des motivations de plus bas niveau.

Bien que nous parlions de « pyramide », il est a noter que Maslow n’a jamais mentionné dans
ses écrits que son modele constituait une pyramide, mais plutét une « hiérarchie des
besoins ». Personnellement jaurais eu beaucoup de mal a trouver la motivation
nécessaire pour écrire ce manuscrit si je n’avais pas été rassasié, hydraté. De la méme fagon
vous auriez énormément de mal a me lire en ce moment méme si vous aviez faim ou soif.
L’idée de Maslow de proposer cette hiérarchie des besoins humains était pour le moins
avant-gardiste, et aujourd’hui un bon nombre de scientifiques continuent d’utiliser son
travail (Kenrick et al. 2010). Cependant, le fondement de la mise en place de cette hiérarchie
des besoins n’est pas partagé par 'ensemble de la communauté scientifique et les raisons de
ce rejet sont multiples. En effet, Maslow ayant basé ses observations sur la population
occidentale, I'organisation de ces besoins n’est stirement pas applicable de la méme fagon a
d’autres populations (ex. asiatiques ou orientales). Par ailleurs, dans son idée de hiérarchie,
le passage a des couches supérieures remet en question la stabilité des couches de base. Par
exemple, comme nous l'avons vu précédemment, le besoin d’estime peut amener a négliger
le besoin de sécurité au cours d’activités risquées, mais plus valorisantes. De plus,
expérimentalement, les travaux visant a tester cette théorie I'ont plutot infirmée. En effet, de
nombreux constats (greves de la faim, personnes se sacrifiant pour une autre) ont fait douter
du postulat de départ selon lequel le besoin de survie est le premier mobile humain.
Aujourd’hui, la plus grande majorité des psychologues et chercheurs du domaine se divisent
en deux catégories, chacune soutenant une théorie différente. D'un coté les partisans de la
« théorie comportementaliste », qui accorde surtout de l'importance aux influences
extérieures sur le comportement plutot qu'aux facteurs internes a I'individu. D’autre part des
théories plus «cognitivistes », qui réintroduisent des mécanismes mentaux internes a
I'individu au centre des processus de motivation, distinguent les motivations extrinséques
(basées sur la détermination de récompenses), et les motivations intrinséques (intérét de
l'activité elle-méme), et mettent ainsi I'accent sur ce qui pousse I'individu a agir (pulsions,

besoins, etc.) ou ce qui le tire (buts, attentes).
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1.1.3. L’interaction entre apprentissage, motivation & émotion.

Pour justifier les choix que nous prenons, nous parlons couramment des motivations
qui nous ont poussées a choisir une solution plutdt qu'une autre. Seulement cette
récompense que l'individu convoite n’est pas seulement issue de la simple motivation.
Qu’est ce qui fait que l'individu considere une récompense comme «récompensante » ?
Beaucoup considerent que la récompense est « 1’objet » ou I'action qu’ils regoivent pour avoir
fait quelque chose de bien. Comme un employé qui recoit une prime pour avoir augmenté
son rendement. Cette fonction de la récompense cadre parfaitement avec le conditionnement
instrumental : la récompense sert de renforcement positif a un comportement. Une autre
perception de la récompense peut étre considérée ainsi : nous faisons quelque chose car cela
va entrainer une (des) conséquence(s) plaisante(s). Nous touchons la a la notion de plaisir, au
caractére hédonique de cette récompense. Mais a-t-on véritablement besoin de plaisir pour

que quelque chose soit récompensant ?

Ainsi, le renforcement est associé a plusieurs principes psychologiques de base. En
effet, Pavlov (Pavlov 1927) fat I'un des premiers a définir la récompense comme un objet
produisant un changement comportemental assimilé a I'apprentissage. Comme nous I'avons
décrit précédemment la répétition de l'association entre le son de cloche et la nourriture
provoque chez son chien une salivation. Ce comportement salivaire est donc modifié au
cours du temps par l'apprentissage répété de l'association entre ces deux stimuli (la
nourriture ou stimulus inconditionnel, et le son de cloche ou stimulus conditionnel), c’est le
« conditionnement Pavlovien » ou « conditionnement classique ». La récompense peut
également jouer un roéle de « renforcateur », mais au lieu de renforcer une association entre
deux stimuli (comme c’est le cas lors de conditionnement pavlovien), elle va renforcer un
comportement particulier lors de réponse instrumentale. Ainsi, lorsqu’un stimulus peut
entrainer une série de plusieurs réponses toutes différentes, I’association du renforcement a
I'une d’entre elles va renforcer le lien entre ce stimulus et cette réponse comportementale

précise.

La récompense peut également avoir une fonction de gratification, et ainsi avoir une
valeur motivationnelle donnée. Elle « motive » l'individu a réaliser un comportement
(approches, appuis sur un levier, etc.) pour recevoir de nouveau cette récompense : « Reward
make you come back for more » «la récompense vous fait revenir pour plus encore » (Schultz

2006). La récompense posséde donc une valeur motivationnelle espérée, c'est-a-dire ce que
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nous nous représentons, la valeur que 'on donne aux choses et qui va peser dans la balance
du choix entre plusieurs récompenses. Lorsque 1'on parle de renforcement, il y a également
un aspect émotionnel ou affectif sous-jacent a ne pas négliger. En effet, le renforcement est
considéré comme tel aussi parce qu’il induit une réaction affective souvent associée au plaisir
du renforcement. Cette réaction peut étre mesurée, par exemple, par 1'observation de
I'expression faciale. La fonction hédonique associée a la récompense représente le plaisir
ressenti lors de la consommation de la récompense qui nous permet d’évaluer la valeur réelle
(ou ressentie) de ce renforcement. Cette méme valeur réelle servira par la suite a l'individu
lorsqu’il sera confronté aux mémes types de choix et lui permettra d’ajuster la valeur qu’il
associe aux différentes récompenses et ainsi de choisir celle qui sera le plus appropriée selon

son état du moment.

Berridge K. et d’autres physiologistes et neurobiologistes, ont découpé de facon
artificielle cette récompense en trois grandes fonctions comportementales (Figure 2):
I'apprentissage (en anglais : Learning), la motivation (en anglais : Wanting) et le plaisir (en
anglais : Liking) (Berridge 2003; Schultz 2006). Ce découpage repose en partie sur des
données pharmacologiques montrant que certaine récompense peuvent étre renforcante en
'absence de « wanting », ou de «liking ». En effet, lors de conditionnement pavlovien chez
des pigeons ou des rats, lors de la présentation du stimulus conditionné, certains animaux
essaye de manger le levier si ce stimulus est associé a la nourriture (Berridge 2009).
Concrétement ces trois fonctions comportementales sont intimement liées et agissent les unes
sur les autres de facon permanente, pour Berridge un renforcement n’est pas complet siil n’y
a pas a la fois le «liking » et le « wanting ». Ce découpage est donc artificiel, mais permet
notamment de faciliter la tadche des neurobiologistes lors de l'étude des mécanismes

neuronaux impliqués dans le traitement des récompenses.
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Major categories

Psychological components

Measured examples

| Motivation | | Learning | | Emotion or affect |
1 [ ] 1
Cognitive Incentive Cognitive Associative Conscious Core
incentives salience pleasure hedonic
(wanting) (‘wanting’) Reward Stimulus— (liking) impact
expectancy stimulus (‘liking)
Goal- Cs (CS-UCS) Explicit
directed motivational Understand hedonic Objective
plans magnet act outcome Stimulus— feelings affective
causation response reactions
Explicit Cue-
desires triggered Response— Implicit
‘wanting’ reinforcement affect
Cognitive Conditioned Rational inference  Pavlc Subjective Facial
goals approach conditioned ratings of affective
ESPONSESs pleasure expressions
Autoshaping
PIT
nstrumenta Humanun
Subjective Cued ferba esponse conscious
ratings of desire relapse explanation reinforcement liking’

Figure 2: Principales fonctions de la récompense : I’apprentissage (Learning), la

motivation (Wanting) et le plaisir (Liking). Ces processus agissent a la fois a un niveau

implicite (ou inconscient) et explicite (ou conscient). En vert : divers exemples de mesures

comportementales de ces processus (Berridge 2003).

1.1.4. L’interaction sociale : une vraie motivation ?

L’approche sociale est 'une des composantes les plus basiques de toute interaction
sociale. Quel est le role de l'interaction sociale ? Pourquoi humains, rats, souris et autres

mammiféres effectuent des interactions sociales ? L’interaction sociale est-elle une vraie

motivation ? Une motivation primaire ? Secondaire ?

Vivre en société implique des contraintes, mais apporte des avantages par rapport a
la vie solitaire. Objectivement le rassemblement des individus représente surtout une fagon
de se protéger des prédateurs, et de pouvoir procréer pour le maintien de I'espece sans avoir
a parcourir de grandes distances pour trouver un(e) partenaire sexuel(le). L’établissement de
nouvelles interactions sociales est dépendant de processus multiples. En effet des études

d’imagerie cérébrale ont pu montrer que des réseaux de mémoires, d’émotions et d’actions
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étaient activés chez I'Humain (Grigsby & Stevens 2002; Martin & Weisberg 2006) et chez le
primate non-humain (Gil-da-Costa et al. 2004) lors de taches sociales. Ces taches sociales
chez I'animal représentent souvent la propension a établir ou répondre a un contact avec un
congénere (Moy et al. 2004; Nadler et al. 2004), ou a des stimuli d’ordre sociaux, tels que les

stimuli visuels, olfactifs (Rudebeck et al. 2006).

L’utilisation de rongeurs de laboratoire & permis d’étudier plus facilement les
processus et réseaux neuronaux impliqués dans 1'établissement de contacts sociaux car les
scientifiques peuvent aisément les manipuler et disséquer les comportements. Cependant
l"utilisation de modeles animaux pour 1'étude du comportement social repose sur une
connaissance approfondie de leurs comportements a 1'état naturel et de la facon dont ils

établissent les interactions sociales avec d’autres congéneres.

La souris et le rat sont des rongeurs sociaux, dont I'organisation des colonies differe
légérement : en effet la souris fonde une colonie a partir d’'un couple d'individus (d"un male
et une ou deux femelles) et, s’ajoutent ensuite les petits (Arakawa et al. 2007; Laviola &
Terranova 1998; Whishaw et al. 2001). Chez le rat une colonie peut étre constituée de
plusieurs individus males et de plusieurs individus femelles partageant le méme nid et les
mémes galeries (Crawley 2000). Dans les deux cas cette organisation permet notamment de
sécuriser le groupe et ce de plusieurs facons. Les colonies de rats et de souris sont toutes
deux défendues par le male dominant qui protége les individus de son groupe et le territoire
occupé par celui-ci en attaquant les prédateurs (R J Blanchard & D C Blanchard 1977). Ce
besoin d’interaction sociale répond donc a l'appel de motivations primaires, telles que les
motivations sexuelles, de protection, de nourriture. Par exemple, la vie en société permet
aux animaux de la colonie de ne consommer que ce qui a déja été consommé sans risque par
d’autres individus, et donc saines. C'est ce que nous appelons la transmission sociale de
préférence alimentaire (Bunsey & Eichenbaum 1995; Galef et al. 1983; Crawley 2000). Ces
criteres sont-ils suffisants pour définir I'interaction sociale comme une motivation ? Ou est ce
simplement un besoin ? Si on s’en tient aux définitions des motivations de Skinner et Pavlov,
alors l'interaction sociale est une motivation secondaire car associée a des motivations plus
primaires. H. Sagara et al., (Sagara et al. 2010) classent I'interaction sociale dans la catégorie
des motivations intrinséques, a caracteres plus personnels donc beaucoup plus proche des

motivations primaires selon les concepts de Maslow, que des motivations secondaires.

La littérature est extrémement détaillée et dense en ce qui concerne les différents

apprentissages et/ou conditionnements que 1'on peut réaliser chez I’animal avec comme
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renforcement positif 1'interaction sociale. Cette derniére peut étre divisée en plusieurs types
tels que le comportement maternel, sexuel ou encore le comportement de jeux chez les jeunes
(Trezza, Campolongo, et al. 2011b). En effet chez le rat adolescent le jeu est le comportement
social le plus caractéristique et étudié (Panksepp et al. 1984; Normansell & Panksepp 1990;
van den Berg et al. 1999; Trezza, Campolongo, et al. 2011b). Il a été décrit qu'il est utile au
développement de capacités cognitives, sociales et physiques indispensables pour la vie
d’adulte (Panksepp et al. 1984; Spinka et al. 2001; Von Frijtag et al. 2002). De plus, la
privation de comportement de jeu entraine une baisse de certaines habilités a gérer les
situations sociales a 'age adulte (Von Frijtag et al. 2002; van den Berg et al. 1999). Ainsi le jeu
avec d’autres rats de la cage est considéré comme un renforcement trés positif, comme il a pu
étre montré dans des taches de conditionnement de préférence de place (Crowder & Hutto
1992; Calcagnetti & Schechter 1992), et d’apprentissage de labyrinthes (Normansell &
Panksepp 1990). Chez le primate le comportement de toilettage mutuel est également une
source positive de motivation (Falk 1958), permettant notamment de conditionner les
animaux a appuyer sur un levier pour accéder a ce type de récompense (Mason et al. 1962;
Mason et al. 1963). Chez la souris, et ce malgré que ce soit un animal social, il est
relativement difficile de discerner des comportements typiques de jeux des autres types de
comportements, tant le répertoire comportemental de la souris est vaste et différent de celui
du rat adolescent. Cependant il a été montré récemment que l'approche d’un nouveau
congénere de méme sexe est quelque chose de motivant pour I’animal. Ceci a été mis en
évidence chez la souris jeune (Panksepp & Lahvis 2007), mais également chez la souris

adulte lorsqu’elles se trouvent dans un environnement nouveau (Granon et al. 2003).

Depuis les années 80, les chercheurs ont dévoilés que les systemes de
neurotransmissions qui jouent un roéle dans les motivations et propriétés hédoniques de la
nourriture et des drogues (dopamine, opioides, endocannabinoides), jouent également un
role dans les comportements sociaux (Marco et al. 2011). Plusieurs auteurs ont montré
I'implication de la neurotransmission dopaminergique mesocorticolimbique dans les
comportements sociaux (Panksepp et al. 1984; Vanderschuren et al. 1997; Young et al. 2011;
Siviy & Panksepp 2011). En effet, le comportement social entraine une augmentation du
niveau de dopamine au niveau du pro encéphale de rats juvéniles tandis que l'application
d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques dans cette région cérébrale, comme
I'halopéridol, entraine une diminution des comportements sociaux (Beatty et al. 1982;

Holloway & Thor 1985; Niesink & Van Ree 1989). De plus, une injection d'une forte quantité
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d’apomorphine (qui active a la fois les récepteurs pré et post-synaptiques a la dopamine)
stimule "apparition de comportement sociaux (Niesink & Van Ree 1989).

En ce qui concerne le systeme opioide, I'injection d’agonistes des récepteurs aux opioides (tel
que la morphine ou la méthadone) entraine une augmentation du comportement social de
jeu chez le rat. A l'inverse lorsqu’on injecte un antagoniste de ces mémes récepteurs (la
naloxone par exemple) la fréquence de ce méme comportement se trouve diminué (Trezza et
al. 2010; Trezza, Damsteegt, et al. 2011). Ces résultats apportent une indication
supplémentaire que des systemes impliqués dans les motivations de type drogues,
modulent ce comportement social de jeu et sont donc impliqués dans les comportements
sociaux au sens large du terme. Ces exemples montrent que le comportement social au sens
large du terme (regroupant le contact social, le comportement maternel et sexuel) est source
de motivation pour les individus et ainsi, qu’il peut étre utilisé comme renforcement dans
des taches de conditionnement, donnant ainsi un argument comportemental solide a la
classification de l'interaction sociale dans le rang des motivations. Ainsi a la question posée
au début de ce paragraphe - la motivation sociale est-elle une vraie motivation ? - I'ensemble
des études tendent a montrer qu’effectivement, elle en a tous les attributs neurobiologiques,

neurochimiques et comportementaux.

1.2.Evaluation des motivations et choix : bases neurales

L’interaction sociale ainsi que d’autres motivations (sexuelle, alimentaire, consommation
de drogues) partagent certains systémes et circuits neuronaux. Contrairement a ce qui a
longtemps été admis, la gestion de I'évaluation et de I'attrait pour telle ou telle motivation ne
résulte pas d’'un « centre des plaisirs » unique, mais plutoét d’un « circuit de la récompense ».

Celui-ci impliquant plusieurs structures et étant régulé par plusieurs systemes.

Il est toutefois intéressant de comprendre, en exposant certains résultats clés, comment
I"émergence de ce concept a amené les scientifiques a considérer I'existence d’un « complexe
multi-systémique » permettant de coder la multitude de motivations auxquelles I'individu

peut étre confronté tout au long de sa vie.
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1.2.1. La découverte du systeme limbique

La notion de « systeme de récompense » telle que nous la définissons aujourd hui est

assurément née d’'une erreur scientifique.

Dans les années 50 deux scientifiques Canadiens, James Olds et Peter Milner, tentent
d'implanter une électrode dans le cerveau d'un rat dans l'espoir de pouvoir stimuler
électriquement une région donnée et ainsi obtenir une réponse physiologique.
Malheureusement l'expérience échoue, et ils se retrouvent avec des rats qui retournent
systématiquement a I'endroit précis de la cage ou ils ont recu la stimulation, comme s’ils en
redemandaient encore. Ce n’est qu’apres vérification anatomique que Olds & Milner se sont
apercus qu’ils n’avaient pas implanté I'électrode au bon endroit. Initialement prévue dans la
région du mésencéphale, elle était en réalité située dans '’hypothalamus latéral, a proximité
de l'aire septale (Figure 3A). Par la suite James Olds (Olds & Milner 1954) a imaginé et
construit un dispositif permettant a 'animal de s’administrer des stimulations électriques

par simples appuis sur une pédale (Figure 3B). Dans L'ultime secret (aux éditions Albin

Michel) B. Werber a extrapolé cette technique scientifique en "appliquant, de fagon fictive,
chez 'Humain. Dans le livre, cette stimulation intracranienne rend possible I'apprentissage
de choses complexes et le surpassement de soi dans le seul but d’obtenir une stimulation
électrique. La fiction n’est pourtant pas si éloignée de la réalité, chez 1’animal de laboratoire
cette stimulation électrique a pour effet d’agir comme une récompense réelle alors qu’elle
n’est issue d’aucune activation sensorielle et ne comble aucun besoin : c’est en quelque sorte
la «récompense ultime ». La notion de «centre de plaisir » ainsi que le concept « Brain

stimulation reward », ou BSR étaient alors nés.
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Figure 3: « Brain stimulation reward » ou BSR. (A) Représentation du site de stimulation
proche de l'aire septale chez le rat (adaptée de (Kringelbach & Berridge 2008)). (B) Systeme
d’autostimulation d’un rat implanté d'une électrode. (C) Liste non exhaustive des régions
dans lesquelles l'effet renforcant de la BSR a été observé (adapté Wise 1996).

L’utilisation de cette technique a permis de mettre en évidence qu'’il existait des zones
spécifiques dans le traitement des informations hédoniques et motivationnelles ; et il a été
possible d’étendre ce réseau a de nombreux autres sites, tels que le pallidum ventral, le
faisceau médian du télencéphale, le thalamus ventral, le noyau accumbens (NAcc), et le
cortex préfrontal médian (Figure 3C). Toutes ces régions ont pour point commun de se
trouver sur 'axe d'un faisceau de fibres dopaminergiques partant du mésencéphale et

innervant de nombreuses structures sous-corticales et corticales (Olds & Fobes 1981).
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PFC

Figure 4: Représentation schématique de la voie dopaminergique et de ces modulateurs
cholinergiques (adaptée de Avale et al. 2008).

Ce méme circuit a pu étre mis en évidence au sein de différentes espéces comme le
chien, le chat, le lapin, le singe et 'Homme (Olds & Fobes 1981). Depuis la découverte de la
BSR, de nombreuses expériences comportementales de conditionnement ont pu étre mises en
place et confirmer la valeur renforcante de la BSR. En effet les animaux sont capables de
fournir un travail important, d’endurer des chocs électriques, ou encore de courir de plus en
plus vite pour obtenir cette stimulation électrique (Wise 1996; Sagara et al. 2010; Burgess et

al. 1991; Wise 2002).

Comme nous avons pu le décrire plus haut dans ce paragraphe, la majorité des
régions répondant a la BSR sont situées sur un « axe dopaminergique ». Le dosage de la
quantité de dopamine présente dans les structures aprés BSR a pu montrer que la
stimulation électrique engendre une libération importante de dopamine, notamment dans le
striatum et dans le cortex (Wise 1996, Wise 2002). De plus chez le rat I'auto-administration
d’agonistes dopaminergiques au sein des sites activés par la BSR, entraine une réponse
comportementale (nombre d’appuis sur le levier) aussi importante que la BSR (Shizgal 1997).
L’ensemble de ces données suggére donc I'existence d'un « systeme de récompense » sous-
tendu par des afférences dopaminergiques venant du mésencéphale et innervant bon
nombre de structures corticales et sous-corticales impliquées dans les processus de

récompense et de motivations.
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1.2.2.  Classement des motivations : role de la dopamine.
1.2.2.1.  La dopamine
Les neurones produisant la dopamine sont en proportion trés minoritaires dans le
cerveau, puisqu’ils représentent moins de 1% de la totalité des neurones du cerveau. La
dopamine fait partie de la famille des catécholamines, tout comme la noradrénaline et
'adrénaline, et est le produit de la transformation de la tyrosine, un acide aminé essentiel.
Comme toutes les catécholamines, la dopamine a une structure chimique composée d'un

cycle aromatique et d'un groupement éthylamine (Figure 5).
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Figure 5: Voie de biosynthése et structure chimique de la dopamine. La dopamine est
composée de deux groupements : un cycle aromatique et un groupement amine, Ethylamine
(D’apres Wikipedia, source internet).

La voie de biosynthése de la dopamine est initiée par un acide aminé essentiel : la
tyrosine. La dopamine représente la premiére catécholamine de la chaine de biosynthese. En
effet la tyrosine est d’abord transformée en L-DOPA par la Tyrosine-3-Hydroxylase (TH), puis,
sous l'action de la DOPA décarboxylase, la L-DOPA devient la dopamine (Figure 5). Ensuite,
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la chaine de biosynthese peut continuer ; elle comporte 2 étapes supplémentaires. C'est ainsi
que dans les neurones noradrénergiques et adrénergiques, la dopamine peut étre soit
hydroxylée par la Dopamine -Hydroxylase pour donner la noradrénaline, puis méthylée pour
donner enfin 1’adrénaline. Une fois la dopamine synthétisée, elle est transportée dans des
vésicules synaptiques grace a un transporteur spécifique, le VMAT-2 (vesicular monoamine
transporter 2). Lorsque la dopamine est libérée a la fente synaptique, et si elle ne s’est pas
fixée sur les récepteurs dopaminergiques, elle peut étre recaptée par un transporteur pré-
synaptique, le Dopamine transporter (DAT). Ce transporteur joue un role crucial dans le
controle de l'action de la dopamine en régulant la libération de dopamine a la synapse
(Hoffman et al. 1998).

La dégradation de la dopamine dans l'organisme est assurée par deux enzymes
principales : la monoamine oxydase (MAO) et la catéchol-O-méthyl-transferase (COMT). La
premiere est exprimée au niveau de la membrane des mitochondries et permet la
transformation de la dopamine en acide 3,4-dihydroxyphenylacetique (DOPAC). La COMT
quant a elle dégrade la dopamine en 3-methoxytyramine (3-MT). Pour finir la MAO et la
COMT transforment respectivement le 3-MT et la DOPAC en acide homovanillique (HVA)

(Figure 6).

1.2.2.2. Les récepteurs a la dopamine

Le role et I'action de la dopamine au sein du cerveau sont dépendants du type de
récepteurs sur lequel elle se fixe. La dopamine agit principalement comme
neurotransmetteur sur des récepteurs métabotropiques a sept domaines transmembranaires
mais elle possede également une action hormonale (dont nous ne parlerons pas ici) qui a
pour effet d’inhiber, au niveau de I'hypophyse, la libération de prolactine (Di Chiara &
Bassareo 2007).
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Figure 6: Représentation schématique d’'une synapse dopaminergique. La dopamine est
une catécholamine issue de la tyrosine et est dégradée par 2 enzymes, la MAO et la COMT.
L’internalisation de la dopamine dans les vésicules synaptiques se fait grace a un
transporteur spécifique (VMAT). DAT: Dopamine transporter, AC: Adénylate cyclase,
Gi/Gs : Protéine G inhibitrice ou stimulatrice (adapté de Hoffman et al. 1998).

En tant que neurotransmetteur, la dopamine agit sur 5 types de récepteurs, tous
couplés a une protéine G (Greengard 2001; Sesack et al. 2003; Di Chiara & Bassareo 2007) : les
récepteurs de types D1-like, contenant les sous-types D1 et D5 couplés a la protéine Gs. Les
récepteurs de types D2-like, incluant les sous-types D2, D3 et D4 sont quant a eux couplés a

la protéine G; (Figure 6).

La répartition neuronale de ces récepteurs est différente, en effet les récepteurs D1-like sont
exclusivement postsynaptiques alors que les récepteurs D2-like sont a la fois post- et

présynaptiques (Sesack et al. 2003; Landry & Gies 2009). Une fois le relargage des vésicules
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contenant la dopamine effectué, elle se fixe sur les récepteurs postsynaptiques. La dopamine
peut ensuite étre tres vite recaptée par le transporteur spécifique DAT. De plus la présence
d'une multitude de récepteurs présynaptiques périphériques a la synapse empéche la
diffusion de la dopamine hors de la synapse de relargage et inhibe la libération

supplémentaire de vésicules (Figure 6).

Comme décrit précédemment, les récepteurs de la dopamine sont tous couplés a une
protéine G au niveau de leur troisiéme boucle intracellulaire. Les protéines G (aussi bien Gi
que Gs) sont des petites protéines constituées de 3 sous-unités (a, [, y) capables de
transformer la GTP (guanosine triphosphate) en GDP (guanosine diphosphate). A 1'état
inactif, c'est-a-dire quand la dopamine n’est pas fixée sur son récepteur, la protéine G
(formée de ses 3 sous-unités) est liée a la GDP. Lors de la fixation de la dopamine sur le
récepteur transmembranaire, celui-ci se lie a la protéine G et 'active, entrainant ainsi la
fixation du GTP au détriment du GDP sur la sous-unité a. Cette fixation de GTP déclenche
une séparation de la protéine G en 2, Ga d'un co6té et GBy de I'autre. Chacun de ces éléments
peut agir sur des cibles différentes avant le retour a I'état inactif de la protéine passant par la

déphosphorylation du GTP en GDP et le rassemblement du complexe (Neer 1995).

Les récepteurs D1-like sont liés a une protéine Gs c'est-a-dire que l'activité de la sous-
unité Ga va entrainer une activation de l'adénylate cyclase et ainsi une augmentation de
I’AMPc. Cette augmentation d’AMPc entraine une activation de la phosphokinase A et la
phosphorylation d'un grand nombre de facteurs. De la méme facon, les récepteurs D1-like
peuvent étre liés a une autre forme de protéine G (Gq), qui, une fois activée, intervient sur la
libération calcique via la production IP3 (inositol triphosphate) et sur la voie de MAP-kinase

(Mitogen-Activated Protein).

Les récepteurs D2-like sont quant a eux liés a la protéine Gi/0 et inhibent ainsi la
production d”AMPc et I'activation de la cascade de phosphorylation sous-jacente. L’action de
la sous-unité de la protéine G, GPy, entraine également le blocage de I'entrée de calcium

dans la cellule (Beckstead et al. 2004).

La fixation de la dopamine sur 'un ou l'autre de ces récepteurs entraine donc la
libération ou non de calcium dans la cellule, et donc son activation ou son inhibition. De
plus, le type de neurones sur lequel les récepteurs sont présents (interneurones GABA,
cellules pyramidales) conditionne l'effet qu'aura cette fixation sur la chaine cellulaire

associée. Par exemple, si de la dopamine se fixe sur les récepteurs D1-like d'un interneurone
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GABA, celui-ci sera activé et inhibera via la sécrétion de GABA tous les neurones auxquels il

est connecteé.
1.2.2.3. Les voies dopaminergiques

Chez 'Homme et le rongeur il existe a ce jour 17 groupes cellulaires distincts (Al a
A17) contenant des cellules capables de produire la Dopamine (Figure 7A). Les groupes Al a
A7 étant des groupes spécialisés dans la production de noradrénaline dont le précurseur est
la dopamine (Dahlstrom & Fuxe 1964; Bjorklund & Dunnett 2007). Au niveau du
mésencéphale, les groupes les plus étudiés restent les groupes A9 et A10 (Erreur ! Source du

envoi introuvable.).

- La Substance noire pars compacta (SNpc) contient des neurones dopaminergiques
qui projettent vers le striatum dorsal et forment la voie A9 plus communément
appelée voie nigrostriée.

- L’aire tegmentale ventrale (ATV) contient le noyau A10 et projette en majorité
vers les structures composant le systeme limbique, notamment le noyau
accumbens (NAcc), I'amygdale (BLA), la formation hippocampique (Figure 7).
Cette voie forme la voie mésolimbique. Une petite partie des neurones de la ATV
et ceux du champ rétrorubral (groupe A8) projettent vers le cortex préfrontal
(CPF), donnant ainsi la voie mésocorticale. Bien souvent on parle de la voie
méso-cortico-limbique en regroupant ces deux faisceaux dopaminergiques,

confondant ainsi les groupes A8 et A10 (Figure 7B).

Inversement a ces voies tres étudiées et décrites (autant sur le plan anatomique que sur le
plan électrophysiologique), la localisation et la fonction des autres groupes de cellules
dopaminergiques (groupe A1l a Al7) restent trés peu étudiées et ne feront pas I'objet d'une

description précise dans ce manuscrit.
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Figure 7: Le systéme Dopaminergique. (A) Représentation de la localisation des différents
noyaux dopaminergiques (de A8 a A16) (B) Schéma des projections dopaminergiques de la
ATV vers les structures sous-corticales et corticales (adaptée de Bjorklund & Dunnett 2007;
Granon & S B Floresco 2009).

1.2.3. Systeme Dopaminergique et prise de décision

Dans des conditions physiologiques (sans stimulation électrique ou pharmacologique),
I'exposition a une récompense naturelle (nourriture, sexe, contact social) entraine une
augmentation de 'activité de tous les neurones producteurs de dopamine, et ainsi une plus
grande libération de neurotransmetteurs a la synapse. L’apprentissage entraine au fur et a
mesure du temps un décalage de la réponse dopaminergique. En effet, I'activation des
neurones dopaminergiques ne se fait plus lors de I’obtention de la récompense mais lors de
la présentation des signaux environnementaux et/ou sensoriels qui prédisent la(les)
récompense(s) (Schultz 1998; Schultz et al. 1997). C’est exactement ce qui fait saliver le chien
de Pavlov lorsqu’il entend la cloche qui prédit normalement 1'apport de nourriture : au
début le chien va saliver a la vue de la nourriture et petit a petit Pavlov montre qu’il se met a

saliver uniquement lorsqu’il entend la cloche méme si le son n'est pas suivi de la

récompense.
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Figure 8: Interaction systeme dopaminergique et prise de décision. (A) Cycle de prise de

décision comportant les processus d’évaluation et d’exécution.

(B) Représentation

schématique du labyrinthe en T. Les animaux normaux tendent a choisir le bras gauche (le
plus grand renforcement, « fort-cotit fort-bénéfice ») au dépend du bras droit (plus faible
renforcement, « faible-cotit-faible-bénéfice »). (C) Tableau non-exhaustif d’études de lésions
ou de déplétions dopaminergique entrainant un déplacement du choix de 'animal vers le
bras droit. (adapté de Assadi et al. 2009).
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A ce stade nous sommes en droit de nous demander si toutes les motivations sont
codées de la méme fagon par ce systeme dopaminergique. Lorsque nous sommes en face de
plusieurs motivations comment faisons-nous pour évaluer la valeur de chacune de ces
motivations et nous permettre de prendre la bonne décision ? Vue le nombre de structures
innervées par le systéme dopaminergique et surtout le role de ces structures (cortex
préfrontal médian, NAcc, BLA...), il est fortement probable qu’elles soit impliquées de fagon
importante dans les processus de choix entre plusieurs motivations, ou du moins dans le
classement entre ces motivations (Hurd et al. 2001). De fagon schématique, le processus de
prise de décision! peut étre décomposé en 2 processus (Figure 8A): un processus
d’évaluation, qui fait intervenir I'analyse des cofits et des bénéfices des différentes options,
ainsi que l'estimation des conséquences ; un processus d’exécution ot I'individu fait appel a
sa motivation pour le choix effectué et mobilise ses ressources pour effectuer la phase
d’action et planifier la séquence comportementale pour atteindre I'option voulue (Salamone

et al. 1994; Salamone et al. 2003) (Assadi et al. 2009) pour revue).

En 1994, Salamone et ses collegues (Salamone et al. 1994) ont développé un protocole
dans le labyrinthe en T. Des rats ont été exposés a 2 types de récompenses alimentaires : la
premiére située dans le bras droit, facile a atteindre (faible cotit) mais de petite quantité
(faible bénéfice).Pour atteindre la seconde, située dans le bras gauche du labyrinthe, I’animal
doit passer par-dessus une barriére (fort cotit) mais la quantité de nourriture est plus
importante (fort bénéfice). Des rat normaux ont tendance a choisir le bras gauche, c'est-a-dire
le bras « fort-cotit-fort-bénéfice» au dépend du bras opposé (Figure 8B). Par la suite, des
études de lésions, de déconnections, ainsi que de déplétion du systéme dopaminergique au

sein de structures spécifiques (NAcc ; cortex cingulaire antérieur, ACC! et BLA) ont montré

qu’il était possible d’induire le choix du bras droit au dépend du gauche (Figure 8C).

Ce changement de stratégie dans le choix de I'animal a l'issue d’une modification
dopaminergique résulterait non pas d'un changement de la valeur hédonique du
renforcement mais plutot d’un déficit d’évaluation de la balance cotits/bénéfices (Rudebeck
et al. 2006; Floresco & Magyar 2006; Phillips et al. 2007). Il existe donc un lien étroit et
indispensable entre le systeme dopaminergique et les structures impliquées dans

I'évaluation des cofits et de la valeur des motivations.

I'Le processus de prise de décision et ses composants seront abordés plus précisément en section 2.

Il Ces structures sont fortement impliquées dans les processus de prise de décision et elles recoivent
également de fortes afférences dopaminergiques. Nous approfondirons le réle de ces structures dans
la section 2.2.1.
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De récentes études suggeérent en fait que le systéme dopaminergique est impliqué de
facon bimodale dans la régulation des processus d’évaluation et d’exécution, et ce grace a
I'implication différentielle des deux types de récepteurs dopaminergiques D1-like et D2-like.
Le modele initialement proposé par Seamans et collegues en 2001, rend compte de la
complexité des connections qui existent entre la dopamine et les récepteurs présents au
niveau cortical. Les auteurs suggerent qu’il existerait deux états d’activations dépendants du
type de récepteurs sollicité. Un « état D2 », o1 I'activation préférentielle de récepteurs D2-
like conduirait a une réduction du réseau d’inhibition, laissant la possibilité & un bon nombre
de signaux entrants d’atteindre le réseau préfrontal. Un «état D1», ou lactivation
prédominante des récepteurs D1-like entrainerait une nette augmentation de I'inhibition, de
telle sorte que seuls les signaux les plus prégnants seraient capables de percer (Seamans et al.
2001). De plus, il a été montré que de fortes concentrations en dopamine, de type phasique a
la synapse, induisaient plutdt une activation transitoire des récepteurs D2-like, alors qu'une
concentration plus faible de type tonique entrainait une activation prolongée des D1-like (J K
Seamans et al. 2001; Trantham-Davidson et al. 2004). De plus, I'innervation dopaminergique
mésocorticale est principalement regroupée au sein du cortex préfrontal médian (CPFm)
chez le rongeur. Cette innervation étant surtout concentrée au niveau des couches profondes
a la fois sur les cellules pyramidales et sur les interneurones GABAergiques (Gaspar et al.
1995; Le Moine & Gaspar 1998; Santana et al. 2009). En effet les récepteur de type D1-like
sont majoritairement exprimés au sein des couches corticales superficielles et profondes
tandis que les D2-like sont uniquement exprimés dans les couches profondes (couches V et
VI). De ce fait I'action de la dopamine au niveau préfrontal (via les récepteurs de la famille
D1-like exprimés au niveau dendritique) permettrait de stimuler l'activation de certains
neurones pyramidaux impliqués dans le processus cognitif en cours (Goldman-Rakic 1996;
Goldman-Rakic et al. 2000) tout en diminuant l’activation des neurones pyramidaux
adjacents grace a I'action sur les interneurones GABAergiques (Tseng & O’Donnell 2004). De
plus des études montrent que la dopamine peut agir conjointement avec le glutamate sur les
récepteurs NMDA, favorisant ainsi une dépolarisation des cellules pyramidales, et 'émission

de potentiels d’actions.

Ces hypotheses s’accordent parfaitement au modéle proposé plus haut (Figure 8A) :
une activation transitoire de « type D2-like » permettant I'évaluation de plusieurs possibilités
de choix au niveau préfrontal (nécessaire pour l'estimation des cotits et bénéfices et la prise

en compte de situation identique) tandis qu’ensuite, une activation de plus longue durée de
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« type D1-like » au niveau préfrontal permet a 'animal de se focaliser uniquement sur le

choix établi (Granon et al. 2000).

1.3.Interface motivation, systeme cholinergique et cortex préfrontal.

Le but ici n’est pas de détailler de fagon exhaustive un réseau neuronal mais plutdt de
voir quelle est I'importance du systéme cholinergique dans la modulation du systeme
dopaminergique projetant au CPF (influencant potentiellement de ce fait les aspects
motivationnels) et quel role peut-il avoir sur les fonctions cognitives complexes impliquant le

cortex préfrontal.

1.3.1. Systeme cholinergique

L’acétylcholine (ACh) est un ester synthétisé par une enzyme, la choline acétyltransferase
(CAT) et dégradée par 1’Acétylcholinesterase (AchE). Les principaux noyaux cholinergiques
sont aux nombres de six (dénommés Chl a Cho), répartis au sein de 2 grandes régions

cérébrales et au sein de régions plus localisées (Figure 9):

¢ le complexe du cerveau basal antérieur (niveau basal du télencéphale) composé du
septum médian (Chl), des noyaux verticaux et horizontaux de la bande diagonale de
Broca (Ch2 et Ch3, respectivement) ainsi que du noyau basal magnocellulaire (Ch4).

e Larégion pontomésencéphalique, composée du noyau tegmental pédonculo-pontin
(Ch5) et du noyau tegmental dorsolatéral (Cho6).

e Le striatum, ot1 20% des interneurones striataux sont cholinergiques.

e Il existe également de nombreux noyaux contenant des motoneurones cholinergiques
au niveau du tronc cérébral (les nerfs craniens) (Kimura et al. 1980; Kimura et al.

1981; Kimura et al. 1984)
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Figure 9: Principales voies cholinergiques chez le rongeur et répartition des récepteurs
nicotiniques (nAChRs). Abréviations : SM : septum médian (Ch1); VDB (Ch2) & HDB (Ch3):
noyau vertical & horizontal de la bande diagonale de Broca; NBM (Ch4) : noyau basal
magnocellulaire ; NTPP (Ch5) : noyau tegmental pédonculo-pontin; NTDL (Ché6) : noyau
tegmental dorsolatéral. (adapté de Mesulam et al. 1983; Millar & Gotti 2009).

Les régions innervées par ces différents groupes de neurones cholinergiques sont
multiples. L’hippocampe, les régions corticales ainsi que les bulbes olfactifs sont innervés par
le complexe du cerveau basal antérieur, tandis que la région pontomésencéphalique
innerve principalement le thalamus, le cervelet, les régions du tronc cérébrale, ainsi que la

ATV et la SNpc (Mesulam et al. 1983).

Grace aux nombreuses projections cholinergiques, I’ACh est donc un neurotransmetteur
présent dans la totalité du systeme nerveux central (SNC) et possede de multiples roles a la
fois au sein du SNC et du systéme nerveux ortho et para-sympathique. Notamment, I’ACh
est impliquée dans les processus de veille et de sommeil, dans le controle de I’attention, dans
le développement de l'activité corticale et dans de multiples fonctions végétatives comme le
contrdle de l'activité musculaire (Kimura et al. 1984; Blaha et al. 1996; Schliebs & Arendt
2006).
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1.3.2.  Les récepteurs cholinergiques
Au niveau du cerveau, I’ACh se fixe sur 2 types de récepteurs cholinergiques :

Les récepteurs muscariniques sont des récepteurs qui font partie des récepteurs
métabotropiques a 7 passages transmembranaires couplés a des protéines G (cf. section 1.2.2.2
sur les récepteurs a la dopamine). Le type de protéines associées a ces récepteurs définit la
famille de récepteurs muscariniques, excitateurs (protéine Gq) ou inhibiteurs (protéine
Gi/G0). La premiere famille est formée par les récepteurs excitateurs M1, M3 et M5. La
seconde famille est constituée par les récepteurs inhibiteurs: M2 et M4. Les récepteurs
muscariniques sont beaucoup moins bien étudiés que leurs homologues nicotiniques.
L’engouement pour ces derniers est surtout dii a la forte affinité qu’ont ces récepteurs pour

la nicotine, qui est un agoniste a forte affinité.

Les récepteurs nicotiniques (nAChRs) représentent la deuxieme classe de récepteurs
a 'ACh. Ceux-ci sont des récepteurs ionotropiques pentamériques perméables aux ions
Sodium (Na*) et Calcium (Ca?*). Les sous-unités de ces récepteurs sont de 5 types: a (10
sous-types: al a al0), B (4 sous-types: 31 a 4), y, §, . Exceptée pour la sous-unité a8
uniquement retrouvée chez les volatiles (Millar & Cecilia Gotti 2009), toutes ces sous-unités
sont présentes chez I'Homme ainsi que chez les rongeurs et peuvent former des
homopentameres ou hétéropentameres. Ces nAChRs peuvent étre soit post-synaptiques, soit
pré-synaptiques. Le site de fixation de I’ACh ou de I'agoniste sur ces récepteurs se trouve a
I'interface entre deux sous-unité et ces nAChRs ont des propriétés de désensibilisation
extrémement dépendantes de leur composition en sous-unités. Par exemple, chez les
mammiferes, a7 possédent une faible affinité a ’ACh et une désensibilisation trés rapide,
a3p4 un taux de désensibilisation plus faible ainsi qu'une affinité faible, pour finir a4p2
possedent une bonne affinité et un taux de désensibilisation relativement bas (Le Noveére et

al. 2002).

Du fait du grand nombre de sous-unités présentes, le nombre de combinaisons et, par
conséquent, de récepteurs nAChRs est important, chacun de ces récepteurs possédant des
propriétés singulieres (Le Novere et al. 2002; Changeux & Edelstein S ] 2005). Toutefois deux
nAChRs sont trés représentés et étudiés au sein du SNC: il s’agit des récepteurs a7 et a4p2%,
I'étoile « *» impliquant que ce type de récepteurs peut étre associé a d’autre sous-unités
notamment a5 ou 4 en plus de B2 (Millar & Cecilia Gotti 2009; Thomsen et al. 2010) (Figure
9).
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1.3.3. Réle modulateur des récepteurs nicotiniques, nAChRs.

Nous avons vu dans la section précédente, que le systeme dopaminergique est trées
étendu au sein du SNC et qu’il posséde un mécanisme d’action complexe et multiple. Parmi
les systemes modulateurs du systeme dopaminergique, le systéeme cholinergique joue un role
relativement important en ayant des liens trés étroits a différents niveaux avec ce dernier
(Laplante et al. 2004; Lester et al. 2010). L’étroite relation qui existe entre ces deux systémes
est a I'origine méme de I'addiction a la nicotine [aspect non développés dans ce manuscrit].
Mais le systeme cholinergique est également connu pour ses implications au sein de
maladies psychiatriques (impliquant des structures préfrontales) telles que la dépression,
I'autisme ou encore la schizophrénie (Gotti et al. 2006) mais aussi dans des processus de

mémoire, d’attention (Guillem et al. 2011) et dans la maladie d”Alzheimer (Zoli et al. 1999).

A cejour il est bien connu que les nAChRs jouent un réle majeur dans la modulation
de la libération de neurotransmetteurs dans de nombreuses aires cérébrales (Dos Santos
Coura & Granon 2012; Mansvelder et al. 2006; Gotti et al. 2006). En effet les projections du
systéme cholinergique venant des structures du pont cérébral (Noyau tegmental pédonculo-
pontin, NTPP et le noyau tegmental dorsolatéral, NTDL) innervent (Woolf & Butcher 1986)
et modulent des structures sous-corticales (Klink et al. 2001; Blaha et al. 1996; Blaha et al.
1993; Uwe Maskos 2010). Cette modulation se fait via les nAChRs présents sur les corps
cellulaires dopaminergiques de la ATV et de la SNpc et modifier la libération de dopamine
au sein du NAcc et du striatum. De la méme fagon il a été montré que certains nAChRs (a7 et
a4f32 principalement) présents sur les terminaisons dopaminergiques au niveau du CPF
médian agissent sur la libération de dopamine chez le rat (Livingstone et al. 2009;

Livingstone & Wonnacott 2009).

Depuis une quinzaine d’années maintenant des souris qui n’expriment plus la sous-
unité B2 des nAChRs (Souris Knock-out 2 : 2KO) ont été générées et ont permis 1'étude de
I'importance de ces nAChRs au sein de processus cognitifs complexes (Picciotto et al. 1995).
L’intérét premier de I'inactivation de cette sous-unité 2 réside dans le fait que cette sous-
unité n’est pas remplacée dans les pentameéres contrairement a d’autres sous-unités B, c’est
de plus la sous-unité qui possede le plus grand taux d’affinité a I’ACh. Ainsi, étant donnée sa
large répartition au sein du SNC (Figure 9), la quantité de nAChRs dans le cerveau se trouve
tres fortement diminuée. Il ne reste quasiment que les récepteurs a7 mais qui eux

désensibilisent rapidement.
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Ces souris p2KO ont montrées un phénotype trés particulier : elles ont notamment
des déficits concernant 1’addiction comme une diminution de l'auto administration de
nicotine (Picciotto et al. 1998), un déficit de discrimination de drogues (Shoaib et al. 2002),
des problemes de nociception (Marubio et al. 1999) ainsi qu'une diminution de l'acuité
visuelle (Rossi et al. 2001). Outre des performances spatiales et de controle de I’anxiété non
affectées (Zoli et al. 1999; Granon et al. 2003), il a été montré que ces souris possedent de forts
déficits de flexibilité comportementale, notamment dans la gestion de conflits, composante
essentielle lors d’interactions sociales (Granon et al. 2003; Bourgeron et al. 2006; Granon &

Floresco 2009).
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2. Prise de décision, flexibilité comportementale et choix de motivation

2.1. Les concepts de prise de décision et flexibilité comportementale

2.1.1. Définitions

Il est difficile de donner une définition exacte de la prise de décision. Néanmoins on
peut s’accorder sur le fait que la prise de décision est la capacité a sélectionner et renforcer
une option particuliere parmi d’autres. Cette sélection se fait en fonction de plusieurs
éléments internes (état émotionnel, besoins du sujet...) et externes (environnement
particulier, contexte...) a I'individu, 1'objectif étant de faire le choix le plus favorable pour
I'individu a court et plus ou moins long terme. La prise de décision est donc intimement liée
a la notion de flexibilité comportementale, c'est-a-dire a la capacité d’agir de maniére non-
rigide et de moduler son comportement face a un environnement changeant. Prendre une
décision adaptée nécessite de pouvoir en évaluer les conséquences, et si besoin, d’adapter sa
prise de décision a I'environnement dynamique. La plupart des mammifeéres, tels que les
primates (H. F. Clarke et al. 2004; A. C. Roberts 2006), les chiens, les chats (Dorais Pagé &
Dumas 2009), les rats (Kim & Ragozzino 2005; Floresco & Magyar 2006) et les souris
(Brigman et al. 2006), montrent des capacités de flexibilit¢ comportementale. Un
comportement flexible est essentiel a la survie, et faire un choix n’est pas toujours simple car
I'environnement est tres souvent complexe et dynamique. En effet 1'individu doit pouvoir
réagir a des conditions environnementales changeantes inattendues, en modifiant son choix
et ses priorités d’actions. Pour cela il est nécessaire que l'individu integre différentes
informations sensorielles, contextuelles, et personnelles. Par exemple, il ne réagira pas de la
méme fagon face a un choix similaire qu’il aurait déja effectué par le passé. Les conséquences
de son choix passé ont été mémorisées et le cas échéant I'individu peut tenir compte de ses

erreurs et modifier ainsi son action future.

On sait aujourd’hui qu'une myriade de fonctions émotionnelles, motivationnelles,
cognitives et de mémoire, chacune associée a différents réseaux neuronaux, sont impliqués
dans les processus de prise de décision (Figure 10). En plus des processus de motivation
développés en premiére partie, les processus émotionnels sont de plus en plus intégrés dans
la prise de décision. En effet, dans le cadre de sa théorie des marqueurs somatiques, A.

Damasio avance que les processus affectifs permettent d’orienter inconsciemment et
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rapidement les décisions de l'individu vers les options les plus favorables. Cette théorie,
longtemps et encore aujourd’hui controversée (Dunn et al. 2006), a trouvé des éléments
expérimentaux grace a I'lowa Gambling Task!l. Par ailleurs, Bechara A. et collegues ont
mesuré une forte corrélation entre les réponses électrodermales et les bonnes performances
des sujets (Bechara et al. 1996; Bechara et al. 1994). Au cours de la tache, les sujets présentent
une augmentation progressive de leur conductance cutanée avant la sélection des choix
défavorables (Verdejo-Garcia & Bechara 2009). Pour chaque option du choix, des sensations
provenant de la périphérie (viscéres, muscles somatiques, milieu interne, squelette) sont
générées. Ces sensations sont appelées « marqueurs somatiques », et refletent notre réponse
émotionnelle a ces options. Ainsi, ces marqueurs somatiques modulent la valeur attribuée a
chaque option. Plus généralement, 1'évaluation affective des conséquences permettrait de
guider, de facon inconsciente, un choix, dans des situations complexes. L’évaluation
d’options sur de simples criteres logiques de cotit-bénéfices de 1'action est insuffisante dans
ce type de situations complexes. L'intégration de I'état émotionnel serait une donnée prise en
compte inconsciemment par l'individu pour prendre une décision adaptée. Selon G.
Coricelli, les décisions humaines ne peuvent pas uniquement reposer sur des choix
rationnels, mais sont également fortement influencées par les émotions (Coricelli et al. 2007).
On note ainsi I'influence de différents facteurs émotionnels dans la prise de décision, comme

le stress (Preston et al. 2007), ou le regret (Camille et al. 2004; Coricelli et al. 2007).

De méme qu’il existe une multitude de processus impliqués, il existe plusieurs
formes de flexibilité!V: 1’habituation a la nouveauté (la diminution d’'une réponse
comportementale avec le temps); l'extinction (I'arrét progressif de réponse lorsqu'un
stimulus cesse de conduire a la récompense) ; le changement de regles ou de stratégies ; et
l'interaction sociale avec un nouvel individu (Granon & Floresco 2009). Chacune de ces types
de flexibilités faisant intervenir de facon plus prégnante I'une ou I'autre des composantes qui
gravitent autour de la notion centrale de comportement flexible. Ainsi, lorsque les
comportements liés a 'une de ces composantes sont altérés (i.e. troubles de 1’addiction,
problemes attentionnels, déficits de mémoire, non perception des indices environnementaux,

etc...), 'individu peut étre moins flexible et ainsi étre amené a prendre de « mauvaises

décisions », c'est-a-dire des décisions néfastes pour lui-méme ou son entourage.

Il Cette tache sera expliquée en détail dans la section 2.1.5.1 Mesures expérimentales chez ' Homme.
IV Nous détaillerons plus précisément ces aspects en section 2.1.4 Mesures expérimentales.
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Figure 10: Représentation des processus fondamentaux autour de la notion de flexibilité

comportementale. Les notions de mémoire, d’inhibition comportementale, d’émotion,
d’attention, de motivation, et d’influence contextuelle sont liées aux processus de prise de
décision.

2.1.2. Les différentes étapes du processus

Récemment, les neuroéconomistes ont développé la théorie suivante: la prise de
décision ne serait pas un processus cognitif unique mais serait décomposé en plusieurs sous-
processus agissant en synergie pour que l'individu prenne la décision optimale. La prise de
décision serait donc un processus complexe nécessitant la mise en place d'une chronologie
d’événements avec des boucles de rétrocontrdles qui permettraient de moduler certains
parametres (Figure 11), et donc de pouvoir réagir en temps réel (Doya 2008; Rangel et al.
2008).

La premiere étape de la prise de décision serait tout d’abord, 1’identification des
options. Cette étape implique l'identification et la représentation des différentes options
parmi lesquelles l'individu devra choisir. L'identification des options prend en compte
I'évaluation de 1'état interne de l'individu (besoin, état de satiété, état physique) et des
informations externes (informations contextuelles). Par exemple, lorsque la femelle guépard
doit chasser, avant de lancer son attaque elle identifie son état de satiété et le nombre de
petits qu’elle doit nourrir ce qui déterminera la taille et le poids de la gazelle qu’elle

attaqueras. Ensuite, elle doit également prendre en compte les informations
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environnementales (terrain accidenté, distance du troupeau, présence d’autres prédateurs)

afin d’identifier I'ensemble des possibilités qui s’offrent a elle.

Viendrait ensuite la seconde étape, 1’évaluation des options. Durant cette étape
I'individu va attribuer une valeur motivationnelle, valeur espérée, aux différentes options
possibles. Cette attribution dépend de deux types de facteurs: les facteurs associés aux
conséquences de I'action a venir, les facteurs espérés : I'incertitude (probabilité d’obtention),
le risque, le délai ainsi que la  valence (positive/ négative) et la saillance
(intensité/magnitude) sont déterminants pour la valeur attribuée a chaque choix. En effet
l'incertitude sur la connaissance de son environnement lors d"une prise de décision est une
donnée importante. L'individu qui est face a un environnement qui change de fagon
inattendue, ou qui a une mauvaise connaissance de celui-ci, sera poussé a explorer son
milieu et a mémoriser les nouvelles données de fagon a réduire cette incertitude (Doya 2008).
De trés nombreux choix sont réalisés en situation d’incertitude dans la vie quotidienne, et il a
été montré chez I’homme une forte aversion pour les situations de choix incertaines (Wang et
al. 2012; Rode et al. 1999). Ces données renforcent 1'idée que la prise en compte de
I'incertitude pése énormément dans la balance d’évaluation des choix. Ensuite, toute
décision comporte un degré de risque dépendant d’une certaine probabilité liant 1’action et
ses conséquences. Aujourd’hui il existe deux théories dominantes pour expliquer I'influence
du risque sur I'évaluation des options: « Expected utility » (I'utilité espérée) et « prospect
theory » (théorie des perspectives). La théorie de « I'utilité espérée » postule que la valeur des
perspectives est égale a la somme des valeurs des différents résultats pondérés par leurs
probabilités. La théorie des perspectives avance quant a elle, que les valeurs des résultats
dépendent maintenant d'un point de référence, r, et sont pondérés par une fonction non
linéaire de probabilités objectives (Rangel et al. 2008). En plus de I'incertitude et du risque
inhérent a toute situation de choix, s’ajoute le délai. C'est le laps de temps entre le
déclenchement de l'action et les conséquences de I’action. Plus le délai augmente et plus la
valeur d"une option est diminuée. Par exemple un gain d’argent immédiat est plus désirable
que la promesse d'un versement dans 1 an (Doya 2008; Daw & Doya 2006). Des données
d’imagerie cérébrale (IRMf) ont permis de montrer que pour l'ensemble de ces facteurs
(incertitude, risque et délai), des circuits fronto-striataux étaient impliquésV (Tanaka et al.

2004; McClure et al. 2004; Huettel et al. 2006; Hsu et al. 2005).

V Voir implications des structures frontales dans la section 2.2.1.3.
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Le deuxiéme type de facteur influencant I'évaluation des options est dépendant de ce
que l'individu connait déja, c’est a dire les facteurs réels : état émotionnel, motivationnel
(désirs et besoins) de I'individu, la sensibilité de I'individu aux différents facteurs espérés, le

colt énergétique de I'action a réaliser.

La troisieme étape est I'étape de sélection d’une option et action. Cette étape consiste
a exprimer une préférence parmi toutes les options identifiées. Le but est la sélection de
'option, l'initiation, et 'exécution de l'action la plus adaptée au contexte et a 1'état interne
de l'individu en fonction des préférences établies a I'étape précédente. Cognitivement cette
phase nécessite 1'inhibition et/ou le désengagement d’actions en cours, la mise en place et le
maintien de la séquence d’action ainsi que la correction d’erreurs et la planification
temporelle de l'action. Cette étape engage des systemes neuronaux impliqués dans
I'initiation, le controle et I’achévement de I'action, tels que le cingulaire antérieur et le CPF
latéral (Ernst & M. P. Paulus 2005). Du fait des nombreux processus complexes impliqués, un
certain nombre d’anormalités telles qu'une action prématurément initiée (impulsivité), une
action incomplete (fragmentation), une action insuffisamment motivée ou décalée (retard

psychomoteur), peuvent apparaitre.

Enfin, la derniere étape, 1’évaluation des conséquences, est une étape de
comparaison entre la valeur espérée et la valeur réelle de l'action entreprise. L'individu
évalue la différence entre ces deux valeurs et cette différence constitue un signal rétroactif
(en anglais : feedback) qui sera intégré dans un processus d’apprentissage et de mémoire
(Schultz 2002; Schultz 2012). Ce processus d’apprentissage permettra, en influengant I'étape
d’évaluation des choix, d’optimiser les décisions futures lorsqu’une situation similaire se

représentera.
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Figure 11: Différentes étapes des processus de prise de décision. Lors de 1'étape
d’évaluation des options, plusieurs facteurs relatifs a chaque option sont pris en compte : le
risque, le délai, I'incertitude, la valeur attendue. Cette derniere sera comparée a la valeur
réelle de I'option choisie (Schéma original).
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2.1.3. Evolution des études sur la prise de décision

Quand on voit le nombre de processus impliqués dans la prise de décision, on
imagine le nombre important de dysfonctionnements exécutifs ou neurobiologiques a
I'origine d"une prise de décision inadaptée. En effet le déficit de flexibilité comportementale
est une caractéristique commune a de nombreuses pathologies psychiatriques et de
neuropathologiesV! telles que les troubles de l'addiction (Volkow & Fowler 2000;
Schoenbaum et al. 2006), la schizophrénie (Callicott et al. 2003; Ernst & Paulus 2005),
I'autisme (Jamain et al. 2008; Chevallier et al. 2012), le jeu pathologique (Dreher 2007; Linnet
et al. 2006; P Cavedini, Riboldi, Keller, et al. 2002), le trouble d"hyperactivité avec déficit
attentionnel (ADHD) (Ernst et al. 2003), ou encore les maladies de Parkinson, d’Alzheimer
ou de Huntington (Poletti et al. 2011; Labudda et al. 2010; Gleichgerrcht et al. 2010). L"étude
de la prise de décision est en plein essor actuellement, et la raison majeur concerne les enjeux
de santé publique ; en effet les pathologies psychiatriques et neurodégénératives ayant pour
symptome des déficits de prise de décision sont nombreuses et on imagine aisément I'impact
de décisions inadaptées sur la vie de millions de personnes touchées par ces pathologies.
Ainsi, le nombre de champs de recherche sur la prise de décision n’a cessé d’augmenter
depuis les 50 dernieres années. Aujourd’hui psychologues, économistes, neuroéconomistes,
roboticiens, neurologues, neuropsychiatres, psychiatres, neuroscientifiques, et
comportementalistes se cotoient dans 1'étude de la prise de décision et dans la
compréhension des mécanismes de prise de décision chez 'Homme et chez I’animal (Figure
12). Grace a l'observation des comportements de 1'individu dans le milieu naturel, ils ont fait
émerger les grands principes cognitifs et neurobiologiques de ces comportements. De plus,
tres tot, I'observation et I'utilisation de patients cérébrolésés a permis de définir I'implication
de certaines aires cérébrales dans ces processus (Damasio 1994). S'en ai suivit les progres de
I'imagerie cérébrale fonctionnelle (IRMf) ainsi que des tests comportementaux, a la fois chez
I'homme et chez l'animal, qui ont permis de déterminer les bases neurobiologiques des

différents aspects de la prise de décision.

VI Nous reviendrons plus en détails sur les différentes pathologies liées aux troubles de la prise de
décision.
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Figure 12: Evolution du nombre de publications et disciplines consacrées a la prise de
décision. (A) Augmentation exponentielle du nombre de publication, articles ou revues,
consacrées a 1'étude de la prise de décision par tranche de 10 ans, de 1960 a aujourdhui.
(Source Pubmed) (B) Représentation des différentes disciplines qui s’intéressent aux processus
de prise de décision (M. Rivalan 2009).

2.1.4. Mesures expérimentales

« L’impact de la flexibilité lors de processus de prise de décision est maximum lorsque
I'environnement (interne ou externe) change, quand les stimuli appropriés sont inattendus (dans le
temps ou l'espace), quand la régle couramment utilisée est modifiée, quand l'acte moteur n’est plus
valide et lorsque le sujet doit choisir entre différentes types/sources/valeurs de récompenses. Par
conséquent, on peut cibler différents types de tiches comportementales qui permettront de mesurer les

comportements flexibles »
(Granon & Floresco 2009).

Historiquement les mécanismes a la base des processus de prise de décision ont été
beaucoup plus étudiés chez 'homme que chez I'animal. Ces études se sont faites par le biais
d’études neuropsychologiques couplées a des analyses d'imagerie cérébrale en constante
évolution, et qui permettent ainsi d’identifier les acteurs structurels impliqués dans ces
processus. Néanmoins, tres récemment, des tdches développées chez I'Homme, ont été
adaptées a 'animal et ont permis d’étudier et d’approfondir les connaissances mécanistiques
sur la prise de décision. Je ne vais pas faire un catalogue détaillé des différentes taches

utilisées, mais me focaliser sur les taches les plus utilisées (dans notre laboratoire et d’autres,
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et a la fois chez 'homme et chez l'animal) en abordant a chaque fois les avantages et
inconvénients de chaque test. Ceci permettra de comprendre pourquoi les scientifiques
continuent de développer des tests expérimentaux pour étudier ces processus, tant les

mécanismes sont nombreux et diffus et les tests incomplets pour la plupart.

2.1.41.  Mesures expérimentales chez I'Homme

a. L’lowa Gambling Task

Il existe chez 'homme plusieurs protocoles expérimentaux permettant 1'étude de

processus de prise de décision. Le plus connu d’entre eux est I lowa Gambling Task (IGT).

L'IGT a, au départ, été développé par Antoine Bechara a 1'université de médecine
d’Iowa, lors de I'étude des déficits de prise de décision en situation complexe chez des
patients cérébrolésés (Bechara et al. 1994; Bechara et al. 1996). L'IGT permet d’étudier les
processus de choix en situation complexe, conflictuelle, et incertaine ou les conséquences des
choix ne sont pas connues a I'avance. Le principe de ce test est relativement simple : le sujet
part avec une cagnotte de 2000$ au début du test avec le but de maximiser ses gains en
choisissant successivement une carte parmi 4 tas de cartes disponibles (tas A, B, C, D).
Chaque tas est associé a un gain de montant fixe suivi, selon une probabilité donnée, d"une
perte d’argent. L’association gains/pertes est faite de telle sorte que les tas A et B soient
défavorables (Figure 13A); le sujet gagne 100$ mais les montants qu’il peut perdre sont plus
importants (de 150 a 1250$). Alors que les tas C et D sont plutét favorables ; le sujet gagne
peu (50$) mais les pertes qu’il peut subir sont moins importantes (de 25 a 250$ maximum).
Les patients ne connaissent pas la répartition des cartes dans les différents tas, ni la valeur
des gains ou des pertes qu’ils peuvent engendrés, ni méme le nombre d’essais auxquels ils

ont droit (100 au maximum dans la version de Bechara).

La bonne stratégie a long terme consistant a ne choisir que les tas a faibles
renforcements (tas C et D) et ainsi & maximiser ses chances de gains a la fin de I'expérience.
Les patients cérébrolésés montrent une rigidité comportementale dans le choix de la stratégie
adoptée ; ils sont incapables de changer de stratégie (opter pour les tas les moins
rémunérant) méme s’ils sont conscients qu’ils perdent beaucoup d’argent (Bechara et al.

1994; Bechara et al. 1996)
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Du fait qu’il permet une détection fine des troubles de la prise de décision, ce test est
beaucoup utilisé a la fois en recherche clinique mais également comme outil de diagnostic.
En effet, il est utilisé pour détecter certaines psychopathologies, comme les troubles
obsessionnels compulsifs (TOC), les troubles d’addiction ou les troubles alimentaires
(Bechara & Damasio 2002; Bechara et al. 2002; Cavedini, Riboldi, Keller, et al. 2002; Cavedini
et al. 2004; Cavedini, Riboldi, D’Annucci, et al. 2002). L'IGT posseéde une vraie validité
écologique du fait de la complexité de la situation dans laquelle le sujet est mis (proche d'une
situation de choix réel). A contrario, l'inconvénient majeur de L'IGT est le fait que c’est un
test uniquement probabiliste a motivation uniquement monétaire. Le sujet pari sur une
action et sur ses conséquences en fonction de probabilités non-connues. Ce test oublie
d’aborder un aspect trés important dans la flexibilité comportementale : le choix et le fait de

basculer entre plusieurs motivations (motivation monétaire, sexuelle, alimentaire, par

exemple). De plus, il n'y a aucun changement de regle.
b. Le Wisconsin Card Sorting Test.

C’est a partir de travaux montrant que certains dommages cérébraux entrainaient des
difficultés a classer des stimuli par rapport a des caractéristiques telles que la forme et la
couleur, que Grant et Berg (Grant & Berg 1948) ont mis au point le Wisconsin Card Sorting
test (WCST). Lors de ce test, le sujet a devant lui 4 types de cartes qui different par la forme,
le nombre et la couleur des motifs qui y sont apposés (Figure 13B). Le sujet dispose d"un tas
de carte du méme genre. L'épreuve consiste a classer les cartes selon différentes
caractéristiques : la couleur, la forme ou le nombre de motifs. Les consignes sont simples :
« Vous devez placer, une a une, chaque carte de votre paquet en dessous de 'une ou l'autre de ces 4
cartes. Je ne peux pas vous dire comment placer les cartes mais je vous dirais a chaque fois si votre

réponse est correcte ou non. Si c’est faux, essayez simplement de placer correctement la carte suivante.

Il ny a pas de limite de temps. Etes-vous prét ? On y va ».

L’examinateur commence alors par appliquer la régle des couleurs, obligeant le sujet
a classer les cartes en fonction de leur couleur. Au bout de 10 placements correctement
réalisés, la régle change (i.e. application de la regle du nombre) et le sujet doit découvrir par
lui-méme le changement de regle par essais-erreurs successifs. Il doit ainsi adapter son
comportement de facon a continuer de classer les cartes correctement. On observe alors dans
quelle mesure le sujet continue d’organiser les cartes selon l'ancienne regle (réponses
persévératives), reflet d"un déficit de flexibilité lié a la non-mise a jour de la nouvelle regle de
classement.
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Ce test posséde une dimension que I'IGT n’a pas: la dimension de changement de
régle qui permet de mettre a nu tout déficit de persévérance lié a une mauvaise flexibilité
comportementale. Mais il ne met pas en évidence cet aspect « projection », planification de la
meilleure stratégie a long terme, ni méme 1'aspect « pari», c'est-a-dire prise de risque,

comme le fait I'IGT.

CHOICE GAIN PENALTY FINAL GAIN

} disadvantageous

} advantageous

de
I 100 trials 1

Figure 13: (A) Principe de I'lowa Gambling Task (IGT) et (B) du Wisconsin Card Sorting
Task (WCST) utilisé chez 1’homme. (A) Les choix A et B entrainent des gains importants
associés a de fortes pertes, tandis que les paquets C et D entrainent des gains et des pertes
plus faibles. (B) Durant le WCST, le sujet peut classer les cartes selon plusieurs
correspondances, la forme, le nombre ou la couleur (adapté de Rivalan et al. 2011; Grant &
Berg 1948).
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2.1.4.2.  Mesures expérimentales chez I'animal

a. Rodent Gambling Task (RGT) adapté de I'IGT.

Récemment des versions de I'IGT ont pu étre adaptées a 1'animal de laboratoire
(Rivalan et al. 2009; Rivalan et al. 2011; Zeeb et al. 2009; van den Bos et al. 2006; Young et al.
2011). Le principe reste le méme, I'animal doit choisir entre 4 options, le gain est remplacé
par de la nourriture appétitive (pastilles de nourriture) et pour modéliser les gains
importants et plus faibles, on fait varier la quantité de ces pastilles (Figure 14A). Dans cette
version adaptée, comme dans I'IGT chez ’homme, chacun des gains de nourriture est associé
a une probabilité qui peut entrainer une conséquence négative. Elle est modélisée soit par
des pastilles de nourriture aversives de quinine (van den Bos et al. 2006), soit par un « temps
mort » (délai) durant lequel I’animal ne peut plus effectuer de choix (Zeeb et al. 2009; Zeeb &
Winstanley 2011; Rivalan et al. 2009; Rivalan et al. 2011). Les variations entre auteurs sont
multiples et on peut ainsi faire varier la quantité de nourriture obtenue par une action, la
probabilité de délivrance des punitions et leur intensité ce qui, comme chez '’humain,
provoque un conflit entre 1’obtention d"une grande quantité de nourriture immédiate et des

gains moins importants sur I’ensemble du test.

Comme la tdche d’IGT chez 'humain, le RGT permet d’étudier le controle de la prise
de décision dans une situation complexe et risquée, car 'animal n’a pas connaissance des
probabilités associées aux différentes actions. L’utilisation du RGT permet, grace a
l'utilisation de modéles animaux de stress ou d’addiction aux drogues, l'étude de
psychopathologies et I'influence de facteurs génétiques. La validité écologique du RGT est
liée au fait que les comportements et les processus sous-jacents a I'exécution de cette tache

semblent similaires entre '’homme et le rat (Rivalan et al. 2009; Rivalan et al. 2011).
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A

e
2 ¥ long, frequent (1/2) .
pellets / | very long, less frequent(1/4}] ~°W
o | A | [ [
] B , L L]
Cc 0 o
\ —| short, less frequent(1/4) High
D
elley (very short, frequent (1/2)
Task features IGT RGTreward or quinine ~ RGTreward probabilities  RGTone session reward and time-out RGTreward or time-out
Onginal references aeta den Bos et al. et a Rivalan et al. (2009 Zeeb et al. (2009)
(1994 2008) (2007
Apparatus Computerized Manually operated Manually/automated  Automated operant chamber  Automated operant
card game maze arena chamber
No. of choice options 4 4 2 4 4
Reward Manetary gain Sucrose pellets Sucrose pellets Palatable food pellets Sucrose pellets
Reward occurence Each trial Alternate with Alternate with Each trial Alternate with punishment
punishment punishment
Punishment Monetary loss  Quinine pellets No reward Time-outs Time-outs
Conflict immediate 100 (A and B) 3(Avs. 1(B) 3Avs. 1(B) 2 (Aand Bl vs. 1(CandD) 34(AandBlvs. 12 (Cand
rewards vs. 50 (Cand D) D)
Conflict long-term Per 10 cards Per10trials 3vs. 8 Per 10 trials 9 vs. 8 Total test: 60 vs. 300 pellets Total test: 363 vs. 117
payoff ~250 vs. +250  pellets ratio=2.7 pellets ratio=0.9 ratio =5 (average) ratio=3
Task duration Single session 10 daily sessions Single session Single session (1h) 25 daily sessions for stabil-
(100 trials) (1020 trials) ity (approximately 100 trials
per 30 min session)
Pre-training None 10-min habituation 20-25days 5-7days 10-15days incl. 7 forced-
procedure choice sessions
Prior knowledge of No No No No Yes
contingencies
Motivational aspects  nfa 90-95% of FFW B80% of FFW 95% of FFW 85% of FFW

Values for the confiict long-term payoff are hypothetical calculations for RG T sasne masorsmsos 30 RGT s semo (D35d 0N & fixed trial duration of 9 or 5s,
respectively). FFW, frae-feeding weight

Figure 14: Adaptation de I'IGT aux modéles rongeurs (RGT) et nombreuses variations. (A)
Principe du RGT : comme chez I'homme le choix des trous A et B entraine une plus grande
récompense immédiate mais des pénalités plus longues, tandis que le choix des trous C et D
est plus favorable a long terme pour I'animal. (B) Comparaison des différentes mises au
point de Gambling chez I’animal et la tache initiale d'IGT. (adapté de Rivalan et al. 2011; de
Visser et al. 2011).
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De plus la RGT integre également la complexité de la situation de choix, proche d"une
condition de choix réelle. En effet les conditions du RGT sont aussi trés similaires aux
conditions de prise de décisions complexes auxquelles les rongeurs peuvent étre confrontés
dans leur environnement naturel. Seulement, comme chez I'humain, le RGT reste une tache
qui n’étudie que certains aspects de la prise de décision (pari sur le fhtur et prise de risque)
sans changement de regles. De plus, il existe de nombreuses études paralleles consacrées a
I’élaboration d"un protocole d'IGT chez I’animal de laboratoire (Figure 14B). Il reste encore a
valider 1'utilisation de ces modeles dans I'investigation des facteurs et mécanismes impliqués

dans les déficits de prise de décision chez I’animal.

b. WSCT, Reversal, autres taches de flexibilité (changement de stratégie,

habituation...etc.)

La flexibilité comportementale et la prise de décision peuvent étre mesurées de différentes
facons chez I'animal. En effet, il existe des taches comportementales qui impliquent d’autres
aspects de la flexibilité comportementale, notamment lors d’interaction avec un
environnement changeant. Il est connu que cette méme flexibilité prend tout son sens lorsque
'environnement, interne ou externe a I'individu, change. Avec I'IGT et son application chez
le rongeur (RGT), nous venons de voir les aspects de changements internes a I'individu. Mais
il existe de nombreux tests comportementaux faisant intervenir des processus de flexibilité.
Comme chez I'humain, il existe chez le rongeur des taches similaires au WCST qui
impliquent un changement de regle, auquel 1'animal doit s’adapter en faisant preuve de
flexibilité ; la plus connue est le Reversal learning. Cette tiache met en jeu des formes
complexes de flexibilité ott un organisme doit cesser de répondre a un stimulus auparavant
important, et concentrer ses réponses sur un stimulus précédemment fttile. Ce type de tache
est bien souvent utilisé lors d’associations stimulus-récompense, ot ’animal est entrainé a
discriminer cette association. Lorsqu’il y parvient, la regle change et le stimulus n’est
dorénavant plus lié a la récompense. Chez le rongeur, ce type de comportement flexible peut
étre observé lors de taches de conditionnement opérant (Schoenbaum et al. 2000) ou dans la
piscine de Morris (Delatour & Gisquet-Verrier 2000; Schrijver et al. 2004; Li et al. 2001). En
effet une fois que 1'animal a appris la localisation de la plateforme (ou de I'indice en piscine
seche), on change cette plateforme de place et on regarde si I'animal est capable de changer
de stratégie de recherche une fois qu’il s’est apercu que la plateforme n’est plus a I'endroit
habituel.
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Une autre tadche beaucoup utilisée mettant aussi en exergue les processus impliqués
lors de changements de regle est le set-shifting, souvent appelée aussi attentionnal set-
shifting. Cette tache a tout d’abord été mise au point chez le primate pour étudier les
processus d’adaptation a des changements de regles (Roberts et al. 1988; Dias et al. 1996),
puis a été transposée aux rongeurs (Birrell & Brown 2000; Floresco & Jentsch 2011). Durant
cette tache, 'animal doit retrouver de la nourriture enfouie dans une coupole en se basant
soit sur une odeur différente entre les deux coupoles, soit sur la texture de la sciure qui
recouvre la nourriture, soit sur la texture de la coupole. Par exemple, lors du premier essai, si
I'odeur est l'information discriminante, alors durant chaque essai la coupole contenant la
nourriture sera marquée de la méme odeur, mais la sciure et la texture de la coupole
changera a chaque essai. Une fois que 1’animal réussit 6 essais corrects d’affilé, la regle
change et la coupole contenant la nourriture est changée. Celle qui la contenait auparavant
est vide, et vice-versa. L’animal doit alors s’adapter a ce changement de regle intra-
dimensionnel en creusant dans la coupole opposée (Figure 15A). Au bout de 6 essais corrects
la regle change de nouveau : cette fois ci I’animal est en présence de deux nouvelles coupoles
(comme lors de l'essai 1) avec des odeurs, textures de sciure et textures de coupole
différentes. Il ne doit plus discriminer la coupole correcte en fonction de 1'odeur, mais en
fonction de la texture de cette derniere; c’est le set-shifting extra-dimensionnel. Cette
derniere procédure permet surtout de vérifier que les mauvaises performances de 1'animal
sont attribuables a une impossibilité de changer de stratégie attentionnelle relative a
plusieurs composantes d'un méme stimulus, plutét qu'a un déficit d’inhibition d’approche

du stimulus précédemment associé a la récompense.

Le méme type d’approche expérimentale est utilisé chez le rat avec un labyrinthe en
croix (Block et al. 2007; Floresco & Jentsch 2011). L’animal est entrainé a tourner a droite pour
obtenir la récompense alimentaire sans tenir compte des indices visuels apposés sur les
parois ou le sol du labyrinthe. Lors du reversal, 'animal doit au contraire utiliser 1'indice
visuel qui le menera a la nourriture (Figure 15B). L'équipe de Stan B Floresco a également
mis en place un test automatisé de set-shifting en utilisant une chambre opérante (Figure
15C). Ce test repose sur les mémes principes précédemment décrit, a savoir le changement
de stratégie au cours de la tache (Floresco et al. 2008). L'un des principaux avantages de ces
tests est qu'ils permettent de tester différents aspects de 'apprentissage nécessaires a la mise

en place de comportement flexible, comme la discrimination d’indices et I'attention.
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I existe d’autres types de taches comportementales permettant d’étudier des indices
de flexibilité comportementale. Comme par exemple la tache du labyrinthe en croix avec
changement de régle développée par S. Granon (Cressant & Granon 2003), I’'habituation qui
est la diminution progressive de réponses a la suite d"une stimulation répétée. Spontanément
on observe chez le rongeur une habituation lors de l'exploration de la nouveauté (nouvel
objet ou nouvel environnement). Communément, I"habituation est considérée comme la plus
simple forme d’apprentissage. Mais également comme la premiere étape d’adaptation d'un
individu, qui le conduit a considérer un environnement ou un objet comme familier. Ainsi
I'habituation permet d’avoir un premier indice de la flexibilit¢é d’adaptation spontanée.
L’extinction, qui est la capacité de stopper une réponse a un stimulus précédemment
renforcé peut aussi étre un indice de flexibilité (Granon & Floresco 2009). Le sujet n’est ainsi
plus renforcé s’il continue de répondre et la tiche peut durer jusqu'a ce qu’il arréte de

répondre.

Ce qu’il faut comprendre, c’est la multiplicité des processus impliqués dans les
processus de prise de décision ou de flexibilité comportementale, et donc la multiplicité des
tests comportementaux utilisés pour les mettre en évidence. Nous pouvons ainsi disséquer la
flexibilité comportementale en plusieurs blocs, certains plus élémentaires mettant en jeux des
processus simples tels que 1"habituation, 1'exploration flexible. D’autres plus complexes qui
requierent d’autres processus d’évaluation rapide a des changements non prédictibles,
comme la dévaluation de la récompense (i.e. extinction), le changement de I'environnement

(i.e. tache de set-shifting).
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Figure 15: Mesures expérimentales de flexibilité comportementale chez le rat. (A) Tache de
« set-shifting » chez le rat avec changement de régle intra-dimensionnelle et extra-
dimensionnelle. (B) Tache de «reversal learning » ou le rat doit s’adapter a répondre en
fonction du stimulus visuel et non plus en fonction de l'orientation spatiale. (C) Tache de
« set-shifting » automatisée chez le rat développée par S. Floresco (adapté de Floresco &
Jentsch 2011).
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c. Tache d’interaction sociale (SIT, « Social interaction task »)

L’établissement d’une nouvelle interaction sociale implique des processus de
perception, d’émotion, de motivation, et d’action. L’étude de l'interaction sociale s’est

longtemps focalisée sur quatre aspects :

1) Les seuls aspects émotionnels, relatifs au stress induit par la confrontation a un
nouvel individu (Saudou et al. 1994; van Wimersma Greidanus & Maigret 1996; A. Holmes et

al. 2002).

2) Les aspects « mémoire » lors de la reconnaissance de congénéres connus/inconnus

(J. N. Ferguson et al. 2002)
3) Les aspects reproductifs male/femelle.
4) L'intérét pour un congénere (Jamain et al. 2008; Crawley 2007).

Néanmoins, 1'étude de l'interaction sociale au sein d’un environnement nouveau
pour deux individus de méme sexe et de méme age permet de s’affranchir de tous ces
parametres sexuels et mnésiques. De plus, en faisant varier la taille de I'environnement ot se
déroule I'interaction sociale, le niveau d’anxiété généré par la rencontre des deux individus
est considérablement réduit. Ainsi I'interaction entre deux individus dans un environnement
nouveau et plus grand que leur cage de vie entraine la mise en place de séquences
comportementales complexes, telles que les approches uni ou bilatérales, les échappements,
les exploration proches, qui nécessitent énormément de flexibilité comportementale de la
part des deux individus (Granon et al. 2003; Bourgeron et al. 2006). En effet, lors de cette
tache il existe un conflit, une balance entre deux (ou plus selon les cas) motivations majeures
et tres prégnantes chez les rongeurs: l'exploration d'un nouvel environnement et
l'interaction avec un nouveau congénere. Dans la tiche mise en place par S. Granon chez la
souris, ces deux motivations peuvent étre modulées soit en introduisant 'un des deux
animaux avant I'autre dans la cage d’interaction, soit en isolant I'individu test préalablement
a la tache. Concretement, la tache se déroule ainsi: I'individu que l'on veut tester est isolé
pendant les 3 semaines qui précedent I'expérimentation, renforgant ainsi sa motivation pour
l'interaction sociale. Le jour du test, celui-ci est placé dans la cage d’interaction, seul, pendant
30 minutes ce qui lui permet de découvrir I’'environnement. Au terme de cette habituation,
un congénere, constamment élevé en cage sociale avec d’autres individus, est introduit dans

la cage. Moduler ainsi le niveau motivationnel d’un individu et créer un conflit de
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motivation sont deux parametres qui affectent la prise de décision et donc nécessitent
d’adopter un comportement flexible pour pouvoir faire séquentiellement les deux choses et
satisfaire les deux motivations (Dehaene & Changeux 2000; Pochon et al. 2008). Comme
lorsque nous rencontrons une personne pour la premiere fois, nous n’avons aucune idée de
la facon dont elle va réagir aux différents comportements que 1'on peut initier. Faut-il que je
lui serre la main ou que je lui fasse la bise pour la saluer ? Comment réagira-t-elle si je l'invite
a boire un verre ? Si je suis trop bavard ? Lors de cette tache d’interaction sociale c’est la
méme chose. Les souris se doivent d’adapter leur comportement aux réactions et
comportements de l'autre, ce qui nécessite une grande flexibilité comportementale en temps

réel.

Ainsi cette tache d’interaction sociale est une tdche multimotivationelle, ott I'animal doit
basculer d"une motivation a une autre et ainsi adapter son comportement en fonction de ses
propres motivations et de son état émotionnel, mais aussi en fonction du comportement de
I'individu auquel il est associé. Finalement, 1'étude des séquences comportementales établies
durant la mise en place de cette interaction sociale permet d’étudier le comportement flexible
des animaux sans processus d’apprentissage, contrairement aux autres taches décrites
précédemment. Par contre, comme pour I'IGT ou le RGT, cette tache ne possede aucun

changement de regle explicite.

L’existence d’autant de tests pour étudier la flexibilit¢é comportementale ou la prise de
décision chez 'humain ou l'animal ne veut pas dire qu’il en existe des plus solides que
d’autres. Au contraire, ils ont tous leurs avantages et leurs inconvénients résultants
principalement des processus qu’ils recrutent. En effet, ces différents tests reproduisent des
situations de choix a des niveaux différents. Ils impliquent des niveaux variés de processus
attentionnels, d’action, motivationnels et émotionnels. Chacun de ces tests est une fenétre
ouverte sur plusieurs de ces processus a des niveaux de résolutions différents; et cette
variété de processus mise en jeux lors de ces tests comportementaux permet aux

expérimentateurs que nous sommes d’étudier la prise de décision sous différents angles.
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2.2.Substrats neurobiologiques impliqués dans la prise de décision

Durant plusieurs années, I'hypothese dominante mettait en avant l'existence d’'un
« Centre des décisions » unique et exécutant toutes les décisions : le cortex préfrontal (CPF).
Aujourd’hui, des études a la fois anatomiques et fonctionnelles ont montré que les processus
de prise de décision faisaient intervenir de nombreux acteurs neurobiologiques autres que le
CPF. La complexité de ces processus rend compte de la difficulté d’avoir une compréhension
globale et complete des différentes régions cérébrales impliquées. Toutefois, 1'imagerie
cérébrale chez des sujets sains (Tom et al. 2007), I'étude de patients avec des lésions
cérébrales, et I'approches lésionnelles chez 1'animal (Rudebeck et al. 2007; Bissonette et al.
2008), ont permis de mettre en évidence l'implication de différentes sous-parties du CPF
(Wallis 2007) mais aussi de structures sous-corticales dans ces processus de décision (Tom et
al. 2007; Dreher 2007). Chez I'Homme comme chez l'animal, 1'étude approfondie de la
contribution du CPF a permis d’avoir une vision plus compléte des différentes fonctions qui
lui sont attribuées. Mais hormis le role prépondérant du CPF dans de multiples fonctions
cognitives supérieures, il y a également tout un circuit de structures sous-corticales qui sont

nécessaires pour prendre des décisions adaptées et adopter un comportement flexible.

2.2.1. Le cortex préfrontal

2.2.1.1. Organisation corticale

Le cortex préfrontal présente un patron d’organisation commun a tout le néocortex chez les
mammiferes. Il est constitué de 6 couches cellulaires paralleles de la couche I a la couche VI

réparties comme suit (Boretius et al. 2009):

- Couche I (couche moléculaire): pauvre en cellules nerveuses, constituée

principalement de cellules gliales et de fibres.

- Couche II (couche granulaire externe) : contient de petits neurones pyramidaux qui

recoivent des afférences des autres zones corticales.

- Couche III (couche pyramidale externe): contient la majorité des neurones
pyramidaux, dont les axones forment les fibres interhémispheriques et intrahémisphériques

(aussi appelées commissures), tandis que leurs dendrites atteignent la couche moléculaire.
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C’est de cette couche cellulaire que partent les efférences vers les autres structures corticales

(connexions cortico-corticales).

- Couche IV (couche granulaire interne) : formée de petits neurones non pyramidaux
représentés par des cellules étoilées. Cette couche peut également étre utilisée pour définir le
cortex comme étant une structure cellulaire contenant une couche IV granulaire. Cette zone

est la zone principale qui recoit les projections issues du thalamus médiodorsal (MD).

- Couche V (couche pyramidale interne) : contient des neurones pyramidaux dont les
dendrites apicaux se projettent soit dans la couche I soit dans la couche IV. Les axones de ces

neurones se projettent a distance vers les zones sous-corticales (striatum, moelle épiniére...).

- Couche VI (couche polymorphe): constituée de neurones qui se projettent pour la

plupart dans le thalamus.

De facon générale, le CPF est constitué de deux types de neurones: les cellules
pyramidales de taille variable selon les couches cellulaires ; elles sont glutamatergiques et
présentent de nombreuses collatérales. Et les interneurones GABAergiques. Il existe
plusieurs types de cellules GABAergiques : cellules chandelier, double bouquet, basket, et les
cellules contenant la cholécystokinine, réparties selon leur profil électrophysiologique de
décharge ainsi que sur des critéres de morphologies et neurochimiques (Dos Santos Coura &
Granon 2012). Ces deux types de population forment un microcircuit au sein des cortex
(Figure 16C), et agissent (activation ou inhibition) 'un sur l'autre (Seamans et al. 2001;
Trantham-Davidson et al. 2004) (Cf. section 1.2.3).

2.2.1.2. Caractéristiques cytoarchitectoniques

D’un point de vue anatomique on pourrait simplement définir le CPF comme étant le
pole antérieur du cortex des mammiferes, situé en avant du genou du corps calleux. Mais il
existe, a la fois chez le rongeur et 'Homme, une grande variété de définitions a la fois
anatomiques, fonctionnelles, et phylogénétiques, pour définir cette partie du cerveau qu’est
le cortex préfrontal. La premiere définition date de 1948 (Rose & Woolsey 1948) : elle propose
que «le cortex préfrontal soit définit par des afférences du noyau medio dorsal du thalamus ».
L’existence d'un CPF chez les rongeurs a longtemps été un débat, mais rapidement I'équipe
de Bryan Kolb (Uylings et al. 2003) a mis en place des critéres a la fois cytoarchitectoniques et
fonctionnels pour définir le CPF d’abord chez le rat, puis chez la souris(Van De Werd et al.
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2010). Les critéres pris en compte pour discuter 1’homologie entre aires corticales de
différentes especes sont : 1) la connectivité de la structure ; 2) les propriétés fonctionnelles ; 3)
la présence et la distribution spécifique de neurotransmetteurs et récepteurs; 4) le
développement de la structure; et enfin seulement pour les espéces proches au plan
phylogénique 5) les caractéristiques cytoarchitectoniques. A partir de ces critéres, le CPF de
rat et de la souris a été défini comme étant I'ensemble des structures se situant derriere le

bulbe olfactif et devant le cortex moteur primaire (M1).

Medial

Ventral

M Lateral

(=2 e oy

Figure 16: Le cortex préfrontal chez le rongeur et chez 'Homme. (A) Diagramme illustratif
du cortex préfrontal de rat en vue sagittale, 0.9mm de la ligne médiane (haut) et en section
coronale, 3.5mm du Bregma (bas). La vue coronale représente les différentes régions
médiane, ventrale et latérale (adapté de (Jeffrey W Dalley et al. 2004)). (B) Organisation du
cortex préfrontal (zone entourée en rouge) chez 'Homme selon les aires de Brodmann
(adapté de (Fuster 2001)). (C) Architecture du cortex en couches cellulaires allant de la
couche I a VI contenant les différents types cellulaires (adapté de Dos Santos Coura &
Granon 2012).
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D'un point de vue connectivité, le CPF communique trés largement avec les
structures corticales et sous-corticales (Barbas 2000; Fellows 2004; Fuster 2001) ; globalement
presque toutes les structures influencent de facon directe ou indirecte le fonctionnement du
CPF. Cette situation semblerait faire du CPF le berceau de convergences neuronales, visant a
la résolution de conflits entre un certain nombre de motivations ou d’informations
sensorielles, qui aboutissent a la décision a prendre. En outre chez tous les mammiferes, le
cortex préfrontal est la partie du cortex qui se développe la plus tardivement (Fuster 2001;
Huttenlocher 1990; Huttenlocher & Dabholkar 1997). Des études d’imagerie chez I'Homme
montrent qu’il n’est completement fonctionnel et mature qu’a 1'adolescence (Chugani et al.
1987; Paus et al. 1999; Sowell et al. 1999). Ceci est cohérent avec les observations
comportementales montrant que cette aire cérébrale est indispensable pour certaines

fonctions cognitives de haut rang tel que la capacité de raisonnement complexe.

Le CPF est I'une des trois principales subdivisions du lobe frontal qui est aussi
composé du cortex prémoteur et du cortex moteur (Krawczyk 2002). Il est classiquement
divisé en 3 régions principales: une latérale, une médiane et une ventromédiane (Tanji &

Hoshi 2008; Selemon & Goldman-Rakic 1988).

Chez le rongeur (rat et souris) le cortex préfrontal se subdivise en trois grandes parties

(Figure 16A) (Heidbreder & Groenewegen 2003; Van De Werd et al. 2010) :

e Le cortex préfrontal médian, composé de l'infralimbique (IL), du prélimbique (PrL),
du cingulaire antérieur (ACgl et ACg2), et du cortex orbitofrontal médian (MO).

e Le cortex préfrontal latéral, composé du cortex orbitofrontal latéral (LO) et
dorsolatéral (DLO), du cortex agranulaire insulaire dorsal (AiD), et ventral (AiV).

e Le cortex préfrontal ventral, comportant le cortex orbitofrontal ventral (VO) et le

cortex orbitofrontal ventro-latéral (VLO).

Chez 'Homme (Figure 16B) les 3 grandes parties se présentent ainsi (Petrides & Pandya
2001):

e Le préfrontal dorsolatéral (DLPFC) constitué des aires de Brodmann 9, 46 et 9/46.
¢ Le préfrontal ventrolatéral (VLPFC) constitué des aires de Brodmann 47/12 et 45.
e Le préfrontal médian (MPFC) constitué des aires de Brodmann 32 et de la partie de

I'aire 24.
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e Le cortex orbitofrontal (COF) est la partie ventrale du lobe frontal. Situé juste
derriere le front et au dessus des orbites oculaires, il est constitué de 5 régions: aire
frontopolaire 10, l'aire 11 (antérieure), l'aire 13 (postérieurement), l'aire 14 (médiane)

et l'aire 47/12 (latérale).

2.2.1.3. Fonctions des sous-parties du CPF

L’implication du CPF dans les mécanismes de prise de décision date du 192me siecle.
En 1948, Phinéas Gage un contremaitre chargé de la construction d’une voie de chemin de
fer, est victime d’une explosion qui lui propulse une barre a mine a travers le crane, lui
infligeant d’importants dommages préfrontaux (Figure 17). A I'époque les outils pour
analyser ce type de blessure étaient rudimentaires (pas d’imagerie médicale par exemple)
mais les médecins étaient formels : le comportement de Gage P. avait changg. Il s’était mis a
avoir des difficultés de jugement et de prise de décision en général. L’analyse du trajet de la
barre a mine a montré que ses lésions était essentiellement localisées au niveau du CPF

ventromédian (Damasio et al. 1994; Ratiu et al. 2004).

Figure 17: Reconstruction 3D du trajet de la barre a mine a partir du crane de Phinéas
Gage (Ratiu et al. 2004).
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Les études conduites directement sur Gage P. ou indirectement via les rapports
médicaux, ont depuis été largement retrouvés chez des patients cérébrolésés. Les progres de
I'imagerie fonctionnelle et I'utilisation de taches comportementales comme I'IGT, le WCST,
ont permis d’affiner les diagnostics. En général, les patients présentant des lésions du CPF
possédent de bonnes capacités cognitives mais souffrent de troubles les empéchant de
prendre des décisions adaptées sur le long terme (Damasio et al. 1994). Les nombreuses
études de neuroimagerie ont montré non seulement I’activation du CPF lors de processus de
récompenses, planification, mémoire de travail, mais aussi que cette région peut étre
subdivisée a la fois en terme de sous-processus distincts, mais également en fonction de
connectivité de ces sous-régions aux autres structures cérébrales. Comme le précise
Krawczyk D., cette dichotomie n’est pas a interpréter comme une indication qu’il existe des
subdivisions autonomes du CPF qui prennent en charge des fonctions de maniere isolée,
mais plutét comme le fait que différentes régions de ce CPF sont impliquées dans des

composantes distinctes de processus cognitifs (Figure 18) (Krawczyk 2002).

. Le Cortex orbitofrontal

Le cortex orbitofrontal (COF) est une région plus ventrale, c’est la région du cerveau
directement derriere le front, au dessus des orbites oculaires. Cette région est largement
impliquée dans l'évaluation et le filtrage des informations perceptuelles, quelles soient
sociales, émotionnelles ou motivationnelles. En effet le COF est connecté & de nombreuses
structures du systéme limbique et recoit des afférences de plusieurs modalités sensorielles
(Wallis 2007; Ongiir & Price 2000). Le COF apparait comme étant tres impliqué dans le
traitement de la valeur de récompense. Les données anatomiques suggerent que cette région
integre de multiples informations sensorielles pour attribuer une valeur motivationnelle a
chaque stimulus (Wallis 2007). Le COF possede des projections denses vers le NAcc (Haber
et al. 1995), et regoit des afférences directes de cellules dopaminergiques de 'ATV mais
également des projections directes et indirectes (relayées par le thalamus) d’autres structures
limbiques telles que I’Amygdale, Gyrus cingulaire, et I"hippocampe (Ray & Price 1993; Oades
& Halliday 1987; Volkow & Fowler 2000; Coricelli et al. 2007). Ces connections permettent
aux structures sous-corticales de pouvoir donner une information actualisée de la valeur de
chaque stimulus. Ainsi, le comportement de patients cocainomanes dans des taches de prise

de décision comme I'IGT, montre une claire différence d’activation du COF, suggérant que
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les consommateurs de cocaine n’ont pas la méme représentation du renforcement que les
sujets controles (Bolla et al. 2003; Volkow & Fowler 2000; Kalivas et al. 2005). De la méme
facon, de récentes données obtenues chez les rongeurs montrent une disposition a prendre
des décisions inadaptées dans un contexte risqué chez des animaux ayant subis des lésions
spécifiques du COF (Zeeb & Winstanley 2011; Pais-Vieira et al. 2007). Toutes ces
caractéristiques donnent a cette région du CPF un réle crucial dans la prise de décision. Role
qui se trouve a l'interface entre des processus émotionnels, motivationnels et cognitifs, et de
la valeur attribuée aux stimuli environnementaux (Krawczyk 2002; Roberts 2006). De plus le
COF est la région centrale de la théorie des marqueurs somatiques d’A. Damasio. En effet, vu
ses connexions avec les structures impliquées dans la gestion des émotions (telles que
I'amygdale, I'insula, le cortex somatosensoriel), le COF serait impliqué dans I'intégration des
informations de I'état somatique de I'individu en prévision du choix de telle ou telle option.
I a ét¢é montré que des lésions du CPFvm ou COF entrainent une diminution des
performances dans I'IGT. De plus, les patients présentant ce type de lésions ont, non
seulement de mauvaises performances, mais celles-ci sont décorrélées de toute réponse

électrodermale (Bechara et al. 1994; Bechara et al. 1996; Bechara et al. 2001).

J Le cortex cingulaire antérieur (ACC) et CPF dorsolatéral (CPFdI)

Le cortex cingulaire antérieur (ACC) est une région médiane du CPF qui s’étend le
long du corps calleux (ACgl et ACg2 chez le rongeur, A24 et A32 chez 'homme et le
primate). L’ACC est globalement impliqué dans les processus qui encodent le controle de
I'action dirigée vers un but. Il définit si une action mérite d’étre réalisée en vue des cofits et
bénéfices attendus (Schweimer & Hauber 2005b; Schweimer & Hauber 2006). En effet, des
données obtenues chez les rats avec des lésions de I’ACC, montrent une tendance a choisir le
bras faible-cotit-faible-bénéfice plutét que de devoir grimper une barriére pour obtenir plus
de nourriture (Walton et al. 2003; Rushworth et al. 2004) (Cf section 1.2.3 et Figure 8). Il
permet d’évaluer les choix lorsque I'individu est confronté a une situation conflictuelle. Pour
cela il évaluerait les cotts et bénéfices des actions et jouerait également un roéle dans le
contrdle des performances. L’ACC projette sur des régions motrices : les ganglions de la
base, le cortex moteur et la moelle épiniere. Il semblerait donc que ce soit une zone de
convergence des commandes cognitives qui module l'activité motrice avant son transfert

vers le systéme moteur (Picard & Strick 1996; Paus et al. 1993). De plus cette structure semble
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jouer un role de choix dans les processus de mise en place et de maintien de comportements
sociaux (Rushworth et al. 2007; Rudebeck et al. 2007). Donc 1’ACC jouerait un role dans
l'intégration des variations de renforcement des options possibles, et permettrait d’avoir une

représentation actualisée des actions motivées et de leurs valeurs.

Le CPFdI est, comme son nom l'indique, une partie plus latérale du CPF. Cette sous-
région peut étre divisée en plusieurs sous-parties, certaines plus dorsales, d’autres plus
latérales. Le CPFd]I est tres impliqué dans le traitement cognitif, la récupération et la sélection
des informations qui permettraient la construction d’un plan pour atteindre un but
particulier (Wallis 2007; Seamans et al. 2008). Il a également un réle dans les processus
attentionnels, la planification d’actions et dans le traitement du langage (Rangel et al. 2008;
Fuster 2001; Fuster 1997). La spécificité de cette région est qu’elle présente tres peu
d’afférences mais de nombreuses interconnexions corticales, notamment avec des sous-
parties préfrontales, telle que ’ACC (Tanji & Hoshi 2008; Fellows 2004), impliqué dans

I’évaluation des conséquences et leurs impacts sur la sélection de I’action.

J Cas particulier du cortex prélimbique/ infralimbique (IL)

Chez le rongeur il existe deux sous-parties médianes du CPF trés impliquées dans les
processus de prise de décision : le cortex prélimbique (PrL) et le cortex infralimbique (IL).
Ces parties médianes du CPF apparaissent beaucoup moins différenciées que chez I’'Homme
mais elles partagent des caractéristiques anatomo-fonctionnelles de plusieurs régions du CPF
humain. Elles pourraient étre associées d’un point de vue fonctionnel au cortex préfrontal
dorsolatéral (CPFdl) de part leurs implications cruciales dans les processus exécutifs (Granon
et al. 1994; Uylings et al. 2003; Vertes 2006; Farovik et al. 2008). Cependant sur le strict plan
anatomique, leur organisation est beaucoup plus proche du CPF ventromédian (Rushworth

et al. 2004; Vertes 2006).
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Figure 18: Modé¢le original des mécanismes neuronaux a l'origine de la prise de décision
dans le CPF (Schéma original de Wallis 2007).

Chez le rat, le CPFm a été considéré comme 1'une des plus importantes structures
impliquée dans les processus d’intégration d’informations spatiales. En effet le PrL recoit des
afférences directes de I'hippocampe ventral (CAl) et du subiculum (Condé et al. 1995).
Seulement, ce role relativement éloigné des processus de prise décision reste encore
aujourd’hui tres controversé (Delatour & Gisquet-Verrier 2000; Oualian & Gisquet-Verrier
2010). Jusqu'a récemment, les études de lésions, conduites pour disséquer le role de cette
région chez le rat, ne faisaient pas de distinction entre le PrL et I'IL. En effet plusieurs études
montrent que la partie la plus médiane comprenant le PrL et I'IL, est impliquée dans les
processus attentionnels et les processus de flexibilité comportementale, tout deux importants
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pour intégrer des informations relatives a la mémoire de travail et a la mémoire spatiale
(Delatour & Gisquet-Verrier 2000; Granon & Poucet 1995; Granon & Changeux 2011).
Cependant, de récentes études ont pu montrer un role distinct de ces deux sous-parties dans
les processus de flexibilité comportementale. Schématiquement, le PrL semble impliqué dans
la sélection et le maintien d"une stratégie tandis que I'IL aurait un role de sélection de cette

stratégie (Rich & Shapiro 2009; Oualian & Gisquet-Verrier 2010).

2.2.1.4. Connections cortico-corticales

Le CPF est une région cérébrale qui dispose de nombreuses connections a la fois au
sein méme du CPF, mais également avec d’autres structures corticales comme les aires
prémotrice, somatosensorielle, et sensorielle (Uylings et al. 2003; Helen Barbas 2000; Preuss
& Goldman-Rakic 1989). De plus le CPF est également connecté aux aires motrices primaires,
permettant le controle cognitif des actes moteurs (Selemon & Goldman-Rakic 1988; Preuss &
Goldman-Rakic 1989; Kouneiher et al. 2009). En ce qui concerne les projections cortico-
corticales au sein méme du CPF, des études de tracage chez le macaque rhésus ont permis de
mettre en évidence une connexion entre le CPFdl qui recoit de nombreuses projections du
CPF médian, et du COF qui envoie des projections au CPF ventro-latéral (Barbas & Pandya
1989; Barbas 2000).

Ainsi les connexions cortico-corticales peuvent étre classées en 2 catégories en fonction de

leur profil d’innervation :

- un réseau dorso-médian (ACC) qui regoit des afférences de différentes modalités

sensorielles.

- un réseau plus ventro-médian (PrL, IL) qui regoit de facon privilégiée des
projections directes de I'hippocampe, et qui est fortement connecté avec le COF, et les zones

corticales entorhinale et périrhinale (Ongtir & Price 2000; Heidbreder & Groenewegen 2003).

2.2.1.5. Circuit fronto-sous corticaux

En plus d’avoir des relations au sein méme du CPF, certaines zones du CPF sont sous
I'influence des principaux systémes de neuromodulation. Le CPF recoit des projections du

noyau basal de Meynert (Ach), du locus coeruleus (Noradrénaline, NA), des noyaux du
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raphé (sérotonine, 5-HT), et de '’ATV (DA). Concernant I'innervation dopaminergique, il est
intéressant de noter que la densité de fibres dopaminergiques suit un gradient dorsal-ventral

et est tres importante dans le PrL et L'IL (Floresco & Magyar 2006).

Le CPF projette également vers un grand nombre de régions sous corticales (Figure
19). Parmi ces régions on compte des projections envoyées au thalamus médiodorsal ainsi
qu’a I'hypothalamus latéral. Si on prend I'exemple du PrL et de I'IL chez le rongeur, le
premier projette, en plus de ces projections corticales, majoritairement sur la partie médiane
du striatum dorsal (DMS), ainsi que sur certains acteurs du systéme limbique comme le coeur
du NAcc (NAcc «core »), 'ATV ou 'amygdale (BLA). L'IL envoie des efférences sur les
mémes zones, a noter qu’il projette sur la coque du NAcc (NAcc shell) et non sur le cceur,
mais également sur des zones beaucoup plus caudales telles que la substance grise
périaqueducale (PAG, noyau impliqué dans I'émission et le controle de vocalisations chez le
rongeur), le noyau du tractus solitaire (NTS) ou encore le noyau parabrachial (PB) (Vertes

2006; Gabbott et al. 2005; Heidbreder & Groenewegen 2003; Krawczyk 2002).

Comme précédemment décrit, le striatum est connu comme étant un lieu de
convergence et d'intégration d’informations qui proviennent essentiellement du cortex, et ce,
chez toutes les espéces, notamment chez le primate et le rongeur (Haber & Knutson 2010;
Pan et al. 2010; Voorn et al. 2004; Haber 2003). Cette structure peut étre séparée en deux sous-
régions en fonction des projections qui y arrivent : le striatum dorso-médian (DMS) et le
striatum ventral (VS). La partie dorsale étant impliquée dans la programmation de
mouvements volontaires, alors que la partie ventrale est impliquée dans les processus de
récompenses (Haber & Knutson 2010). Le DMS représente également la structure d’entrée
des ganglions de la base, qui est un ensemble de régions composées du striatum, du globus
pallidus, du noyau sous-thalamique et de la substance noire réticulée (SNr). Ces régions sont
liées entre elles par des boucles unidirectionnelles allant du striatum au thalamus, puis
formant une boucle revenant vers les zones corticales (cortex moteur essentiellement) en
repassant d’abord par le thalamus. Les ganglions de la base permettent notamment le
contrdle moteur, et le déclenchement de mouvements volontaires harmonieux (Chudasama

& Robbins 2006).
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Figure 19: Principales efférences des cortex prélimbique PrL (A) et infralimbique (B).
ACC: Cortex cingulaire antérieur; AM: amygdale; DMS: striatum dorso-médian; IL:
cortex infralimbique ; LH : Hypothalamus latéral ; MD : thalamus médiodorsal ; NAc : noyau
accumbens ; NTS : noyau du tractus solitaire ; PAG : substance grise périaqueducale ; PB:
noyau parabrachial; PrL: cortex prélimbique; OFC: cortex orbitofrontal; ATV : aire
tegmentale ventrale (adapté de Vertes 2006).
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Il existe au sein du striatum une organisation topographique particuliere des
projections venant du CPF (Figure 20A), on observe ainsi un gradient d’organisation selon
un axe dorso-ventral et selon un axe médio-latéral (Haber 2003; Haber & Knutson 2010; Pan
et al. 2010; Voorn et al. 2004). Cette organisation particuliere et le fait que plusieurs régions
du CPF sont engagées dans des projections vers le striatum, ont permis de définir un modele
de boucles cortico-strito-pallido-thalamo-corticalesVl! passant par ces différentes régions
des ganglions de la base (Alexander et al. 1986, Chudasama & Robbins 2006). Parmi ces

boucles, trois seraient impliquées dans différentes fonctions essentielles a la prise de décision

(Figure 20B).
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Figure 20: Organisation des circuits fronto-striataux connectant les sous-régions du CPF au
striatum. (A) Topographie des projections préfrontales au striatum chez le rongeur (Voorn et
al. 2004; Haber 2003) (B) Chaque boucle commence dans une région spécifique du CPF
(CPEdl, COF, ou ACC) et innerve différents niveaux des ganglions de la base avant de
retourner au cortex (adapté de Alexander et al. 1986; Chudasama & Robbins 2006).

VIl On parlera par la suite de boucles cortico-striatales, omettant volontairement les autres acteurs de
ces boucles rétroactives par soucis de simplicité.
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2.3.Flexibilité comportementale, prise de décision et pathologies

Etudier les processus et substrats neurobiologiques associés a la prise de décision
représente également un enjeu de santé publique relativement important. En effet, bon
nombre de pathologies, psychiatriques, neurobiologiques ou dégénératives, montre des
signes de déficiences de flexibilité comportementale et de prise de décision. Des données
d’imagerie cérébrales ou issues de taches comportementales (i.e. I'IGT ou le WCST) ont
permis de mettre en évidence des atteintes de la prise de décision au cours de: la
schizophrénie (Callicott et al. 2003; Brigman et al. 2006), les troubles d’hyperactivité avec
déficit attentionnel ou THDA (Ernst et al. 2003), les Troubles Obsessionnels Compulsifs
(Graybiel 2008; P Cavedini, G Riboldi, D’ Annucci, et al. 2002), les troubles de I'addiction aux
jeux (Cavedini, Giovanna Riboldi, Roberto Keller, et al. 2002), et aux drogues (Bolla et al.
2003; Volkow & Fowler 2000; Bechara & Damasio 2002; Bechara et al. 2001; Bechara et al.
2002), les troubles du comportement alimentaire (P Cavedini et al. 2004), et les troubles de
I'autisme (Gillberg 2010; Bourgeron et al. 2006) et chez les sujets atteints de la maladie de
Parkinson ou d’Alzheimer (Poletti et al. 2011; Labudda et al. 2010; Gleichgerrcht et al. 2010).
Les substrats neurobiologiques associés a ces différentes pathologies ne sont pas tous

clairement identifiés.
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3. Modeéle animal de déficit de flexibilité vendant l'interaction sociale

3.1.Lutilisation de modeles animaux

3.1.1. Avantage de l'utilisation de modeles animaux

De fagon a étudier plus amplement les processus de prise de décision et pour en
comprendre toute la complexité, les chercheurs utilisent de plus en plus les modeles
animaux. Ces modeles permettent 1'étude de processus, pathologiques ou sains, de fagon
spontanée ou induite par différentes manipulations (génétiques, pharmacologique).
L’utilisation de tels modéles en neuroscience présente des avantages certains, qui permettent
de repousser les limites imposées par 1'éthique de I'expérimentation sur 'Homme et les biais
liés a I'histoire de chaque sujet. Par exemple I'environnement des animaux de laboratoire
utilisés en Neurosciences est controlé, et leur patrimoine génétique connu permet de mener
des études génétiques a grande échelle sur de nombreux individus, ce qui n’est pas le cas
chez 'Homme. Enfin, I'expérimentation animale donne la possibilité de mener des études
invasives comme des lésions, des études électrophysiologiques, ou des injections
pharmacologiques, souvent impossible chez 'Homme. La grande disponibilité de ces
animaux ainsi que leur similarité génétique (clones), permet de disposer d"un grand nombre

d’individus dans chaque groupe expérimental lors des études.
3.1.2.  Validité expérimentale du modele souris

En 1969 McKinney et Bunney (McKinney & Bunney 1969) ont proposé des criteres
permettant d’établir la bonne validité de modeles animaux de maladies psychiatriques.

Initialement ces critéeres étaient au nombre de cinq :

1) Les symptdmes chez l’animal devaient étre raisonnablement analogues a ceux

observés chez ' Homme.

2) Il devait y avoir un changement comportemental observable a la fois chez le modéle et

chez le patient, qui pouvait étre objectivement quantifié.

3) Des observateurs indépendants devaient étre en accord sur les criteres objectifs pour

pouvoir tirer des conclusions a partir d’états subjectifs.

4) Les traitements qui amélioraient la condition chez 'Humain devaient avoir un effet

chez I’animal.
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5) Et enfin, le systeme se devait d’étre reproductible par plusieurs investigateurs. Ces
criteres ont depuis été repris et retravaillés par la communauté scientifique qui s’est accordée
sur 1’établissement de trois grandes lignes de validité (Overall 2000; Crawley 2007), décrites

ci-apres.

1) La « Face validity » ou Validité d"apparence

La validité d’apparence désigne les analogies comportementales qui existent entre le
modéle animal et 'Homme. Pour qu'un modéle animal soit considéré comme viable, il doit
présenter des comportements semblables a ceux observés chez 'humain. Il existe, par
exemple, une grande similarité entre les comportements de prise de décision chez I’humain
et chez la souris. Ainsi, dans des tAiches comportementales comme I'IGT, le WCST, ou encore
les taches de reversal, les animaux sains choisissent toujours les options les plus favorables

pour remporter de la nourriture.
2) La « Construct validity » ou Validité de construction

La validit¢ de construction du modele dépend de [lexistence d’équivalences
fonctionnelles pour les processus impliqués. Ce point est trés délicat lorsqu’il s’agit de
définir un modéle animal car il est difficile de savoir si les comportements similaires que 1'on
observe au sein des deux espeéces font intervenir les mémes structures neuronales ou pas. Or,
le CPF présente de grandes variations du point de vue anatomique entre les especes. Ainsi,
I'existence d’'un CPF chez les rongeurs (rat ou souris) a longtemps été contredites,
notamment a cause de l'utilisation de criteres anatomiques de définition du CPF peu adaptés
aux rongeurs (Brown & Bowman 2002). Depuis, I'évolution et l'inclusion de nouveaux
criteres basés sur l'analogie fonctionnelle, les systémes de neurotransmission et le
développement embryologique ont permis de poser les bases de nombreuses analogies entre
le CPF des primates et celui des rongeurs (Uylings et al. 2003). En section « 2.2.1 Le cortex
préfrontal » nous avons ainsi abordé les analogies qui existent au sein de 1’organisation du

CPF et de ses connexions avec le reste du cerveau a la fois chez 'Homme et chez le rongeur.

D’un point de vue fonctionnel, il est clairement établi aujourd’hui que les processus
exécutifs tel que la prise de décision ou la flexibilité comportementale font intervenir le CPF
chez 'Homme comme chez le rongeur (Dalley et al. 2004; Brown & Bowman 2002).

L’'utilisation d’un ensemble de mesures expérimentales (détaillées en section 2.1.4) et
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d’études lésionnelles ou d’imagerie chez 1'animal a permis de mettre en évidence les bases
préfrontales de ces processus cognitifs supérieurs, mais également d’affiner les analogies

fonctionnelles qui existent entre '’homme et ’animal.
3) La « predictive validity » ou Validité prédictive

Le modele animal présente une bonne validité prédictive lorsque, a partir des résultats
obtenus sur celui-ci, il est possible de transposer les effets de la manipulation. Il faut ainsi
s'intéresser au potentiel translationnel du modele, par exemple en étudiant les effets d'un
traitement médicamenteux dont les résultats seraient prédictifs des effets de ce traitement

chez I’'Homme.

Pour conclure, il est important de noter qu’il n'existe pas de modele animal parfait
regroupant l'intégralité de toutes les conditions précédemment citées, cela supposerait la
connaissance compléte de tous les mécanismes et substrats neurobiologiques impliqués ; et

diminuerait I'intérét du modele animal.

3.1.3.  Modéle de flexibilité comportementale : l'interaction sociale des p2KO

Comme abordé dans la « section 2.1.4.2 Mesures expérimentales chez 1’animal », il
existe une multitude de taches comportementales pour tester la flexibilité comportementale
chez la souris. La tadche d’interaction sociale est une tache qui se rapproche beaucoup de la
situation naturelle dans laquelle les animaux doivent choisir entre explorer un
environnement nouveau et 1'approche d'un nouveau congénere. Durant cette tache les
animaux doivent faire preuve d'une grande flexibilité comportementale et prendre des
décisions adaptées a leur environnement mais aussi au congénere. De plus cette tadche nous
permet dans le cadre de ce travail de these d’étudier I'impact des motivations naturelles
(exploration d’environnement et d’approche de congénere) sur la prise de décision. En effet
lors de cette tache, les souris alternent spontanément entre les différentes motivations, alors
que des souris génétiquement modifiées qui n’expriment pas la sous-unité 32 des nAChRs
(cf. section 1.3.3) montrent un comportement plus rigide. Elles ont beaucoup plus de mal a
se défaire d'un type de comportement, en I'occurrence 1'approche de congénere, et délaissent
drastiquement I'exploration de l'environnement (Granon et al. 2003). Ce type de déficit est
tout a fait comparable au comportement «rigide» de patients présentant des lésions

préfrontales chez ’homme (Bechara et al. 1994; Bechara et al. 1996), et, est trés similaire a des
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pathologies entrainant des troubles du comportement social tel que 1’autisme (Ey et al. 2011;
Bourgeron et al. 2006; Jamain et al. 2008). Ainsi I'interaction sociale chez le rongeur présente
un bon modele d’étude de la flexibilité comportementale en situation de choix complexe

incertaine, comme peuvent 1'étre les situations sociales.

3.2.Les vocalisations chez les animaux

3.2.1. Historique

De nombreuses espéces émettent des sons a caracteres plus ou moins informatifs
(Bradbury & Vehrencamp 2000; Doupe & Kuhl 1999; Francescoli 2000; Wilson & Hare 2004).
Ces sons pourraient relayer différents types d’informations sur 1'environnement (détection
de prédateur, recherche de nourriture ou de partenaire), sur I'individu lui-méme (age, taille,
poids, sexe) ou encore sur son état interne (état émotionnel, reproductif...). Les rats et les
souris de laboratoire émettent des vocalisations de type ultrasonore. Ces vocalisations
ultrasonores (USVs, «ultrasonic wvocalizations ») pourraient faire partie des indices

environnementaux pris en compte par les animaux pour réaliser leurs choix.

Historiquement, 1'émission de ces USVs chez les rongeurs a longtemps été étudié lors

de deux grands types de conditions expérimentales :

1) Chez les petits isolés de leurs méres (Scattoni, Gandhy, et al. 2008; Branchi et al.
1998). Comme dans beaucoup d’espéces, les nouveau-nés rongeurs sont aveugles, ils se
déplacent tres mal, et sont totalement dépendant de leur mere. Durant les premiéres
semaines de vie, ces petits émettent un bon nombre de sons a haute fréquence (Ehret 2005).
Ces USVs sont semblables a des cris d’appel qui guident la mére jusqu’aux petits lorsqu’ils

N

s’éloignent du nid (Figure 21D panneau bas). IIs sont émis suite a un changement de

température corporelle, & un contact avec un adulte, et/ou suite a une manipulation de la
part de la mere ou de 'expérimentateur. La plupart des études se concentrent donc sur les
relations qui existent entre 1'émission de tels sons et leur impact sur le comportement

maternel (Branchi et al. 1998; Hahn & Lavooy 2005; Wohr et al. 2008; Ehret 2005).

2) Chez l'adulte dans différentes conditions aversives ou appétitives (Brudzynski
2007; Burgdorf et al. 2008; Borta et al. 2006; Schwarting et al. 2007; Scattoni et al. 2010; Jamain
et al. 2008; Portfors 2007). Chez 'adulte les USVs sont étudiées au sein de trés nombreuses

conditions, mais le plus souvent 1'observation de vocalisations se fait lors de comportements
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a orientation sexuelle (Holy & Guo 2005, Hoffmann et al. 2011; Scattoni et al. 2010;
Hammerschmidt et al. 2009), ou lors de conditions de stress intense ou d’événements
plaisants (Branchi et al. 1998; Ahrens et al. 2009; Burgdorf et al. 2008). En effet, chez le rat
Panksepp J. fat I'un des premiers a montrer 1’émission de vocalisations lors de
comportements de jeux, de chatouilles administrées par 1'expérimentateur (Burgdorf et al.
2008; Panksepp 2007; Panksepp & Burgdorf 2000). Chez la souris l'interaction sociale est
fréquemment associée a 1'émission de vocalisations ultrasonores spécifiques, notamment lors
d’interactions femelles-femelles, ou males-males en 1’absence de toute motivation sexuelle

(Scattoni et al. 2010; Jamain et al. 2008; Panksepp et al. 2007).
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Figure 21: Exemples de sonagrammes de vocalisations émises par (A) les humains (Doupe
& Kuhl 1999) (B) par le canarie (Doupe & Kuhl 1999) (C) par les rats (R K W Schwarting et al.
2007) (D) par les males en présence de femelles (haut) par les petits isolés de leur mere (bas)
(Hammerschmidt et al. 2009).
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3.2.2.  Types de vocalisations ultrasonores

La bande de fréquence a laquelle ces USVs sont émises est relativement haute en
fréquence : entre 30 et 110 kHz et donc indiscernables a 1'oreille humaine (Figure 21). Ces
vocalisations peuvent avoir plusieurs formes (détaillées par la suite) en fonctions de criteres
comme la modulation de fréquence, la durée, la construction ou encore la fréquence
moyenne d’émission. Il existe encore aujourd’hui un débat sur la facon de catégoriser ces
USVs ; sont-ce des chants (en anglais : songs) ? Des appels (en anglais : calls) ? Ou simplement
des sons ? Globalement cela dépend énormément du contexte, et aucun consensus dans la

communauté scientifique n’est atteint a ce jour.

Par exemple, nous avons vu précédemment que chez les rongeurs (rat et souris
principalement), les petits émettent des USVs semblables a des cris qui déclenchent un
comportement d’approche chez les meres (D’Amato et al. 2005, Smotherman et al. 1974;
Noirot 1972). Ce type de vocalisations posséderait les caractéristiques des « calls » ou cris
d’appels ; c'est-a-dire des unités de sons continues, distinctes et reproductibles qui peuvent
étre temporellement isolées d’autres unités par un silence (Doupe & Kuhl 1999). De méme,
lorsque 1'on parle de chants, nos pensées vont immédiatement vers les oiseaux chanteurs,
systeme modele par excellence de ce domaine. Ainsi, Broughton (Broughton 1963) propose
une définition précise d'un chant: « un son d’origine animal, non produit par accident et
sans sens », qui contient «une série de notes », généralement plus d'un seul type, produit
successivement sous forme de pattern, de facon a former une séquence reconnaissable ou un
pattern temporel, » et produit « dans une succession complete de périodes ou de phrases ».
Cette définition permet ainsi de distinguer un chant structuré d’une succession aléatoire de
vocalisations. Grace a une analyse spectro-temporelle des vocalisations de males chez la
souris, Holy & Guo ont montré que dans un contexte de copulation les souris males
produisent des USVs avec toutes les caractéristiques des chants (Holy & Guo 2005). Ces
USVs présentent effectivement des répétitions de séquences formant des phrases avec un
pattern temporel reconnaissable (Figure 22A). De plus ces USVs caractéristiques, que 1'on
pourrait appeler «chants de souris», sont discriminées par les souris femelles, qui les
différencient des USVs produit par les petits, et qui répondent au chant par un

comportement d’approche (Hammerschmidt et al. 2009).

Il semblerait donc que selon le stade de vie et les conditions environnementales ou

contextuelles, les rongeurs soient capables de produire des vocalisations qui
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correspondraient a certaines caractéristiques environnementales plus qu’a d’autres. Toutes
ces USVs peuvent étre séparées en syllabes. Ce sont des unités de sons reproductibles avec
des caractéristiques de formes et de structure similaires. Chez le rat la classification des USVs
se fait en deux catégories en fonction de la fréquence d’émission : soit 22-kHz, soit 50-kHz
(Litvin et al. 2007; Panksepp & Burgdorf 2000; Portfors 2007; Brudzynski & Ociepa 1992;
Brudzynski & Pniak 2002). Cette classification fait écho a 1'état émotionnel de l'individu.
Cette relation sera décrite ci-aprés en section 3.3.1. Cependant, I'hétérogénéité des USVs de
50 kHz chez le rat a poussé certains auteurs a effectuer une classification selon des critéres
objectifs de fréquence, de durée et de forme (comme chez la souris). C’est le cas avec la
classification proposée par J. Wright et collegues qui regroupe 14 classes différentes d"USVs

chez le rat (Wright et al. 2010)
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Figure 22: Séquence d'USVs et classification chez la souris. (A) Exemple de « chants de
souris » émis par un male lors d'un accouplement. (B) Méthodes de classification
couramment employée pour classer les USVs de souris (adapté de Scattoni et al. 2010; Holy

& Guo 2005).

85



I

Introduction générale

Chez la souris (adulte ou nouveau-né), les USVs ont été regroupées selon des
caractéristiques de forme, de fréquence et de durée. De nombreuses études proposent des
méthodes de classification et donc des classes différentes; et encore aujourd’hui aucune
classification universelle n’est retenue pour ranger ses USVs selon ces criteres. Il existe
cependant une méthode de classification qui regroupe les USVs en fonctions de leurs formes,
en considérant des criteres de durée, de modulation de fréquence, et de «saut(s) de
fréquence(s) » (Scattoni, Gandhy, et al. 2008; Scattoni et al. 2010; Holy & Guo 2005; Wohr et
al. 2011, Wohr et al. 2008; Panksepp & Lahvis 2007; Jamain et al. 2008). Grace a cette

méthode, environ une dizaine de classes d"USVs différentes émergent et permettent de les

classer (Figure 22B).

3.3.Utilisation du modele USV's chez le rongeur

Comme pour n‘importe quel modéle, la question de la validité expérimentale est
légitime lorsque 1'on parle des USVs. De nombreuses espéces émettent des sons, et I'utilité

des USVs chez la souris ou le rat répond-t-elle a des critéeres analogues chez ' Homme ?

Aussi, la question de I'émission et de I'appareil vocal permettant cette émission doit étre
détaillée. Chez les mammiferes 'appareil permettant la production de sons est le larynx.
L’organisation ainsi que I’anatomie et 1'utilisation de ce larynx s’est trés bien conservée au
cours de I'évolution (Thomas et al. 2009; Arriaga & Jarvis 2011). Pendant longtemps il était
considéré que les rongeurs émettaient deux types de sons : les cris audibles et les ultrasons
non audibles pour 'Homme, les premiers étant produits par 1'appareil laryngé, les seconds
par une espece de sifflement (L. H. Roberts 1975). Depuis, plusieurs études montrent que le
larynx est engagé dans la production d'USVs chez les rongeurs. Des lésions uni et bilatérales
des nerfs laryngés (reliant les muscles du larynx aux aires prémotrices) empéchent la
production d’USVs chez les souris adultes et les petits (Nunez et al. 1985). De méme des
études électrophysiologiques ont permis d’observer une décharge des motoneurones
parcourant ces nerfs, synchronisée avec 1'émission d"USVs chez le rat (Yajima & Hayashi
1983a; Yajima & Hayashi 1983b) mais également chez le macaque (Yajima & Larson 1993).
D’autre part il a été montré que la production d'USVs chez les rongeurs apparait
principalement lors des phases d’expiration de l'air, qui, en passant par le larynx fait vibrer
les cordes vocales. Chez le rat il existe une forte corrélation entre la durée de I'expiration et la

durée des USVs émises (Hegoburu et al. 2011).

86



I

Introduction générale

3.3.1. Les USVs chez le rat

Comme décrites précédemment, les connaissances accumulées sur 1'émission et le ou
les role(s) des USVs chez les rats sont nombreuses. En effet, il est admis aujourd’hui que les
rats émettent deux types de vocalisation différentiables par leur fréquence d’émission et qui
sont observées dans des contextes tres différents. D'une part, il y a les USVs de 22-kHz,
produites dans des contextes aversifs ou dangereux pour l'animal. Ils sont observés en
présence de prédateurs (Blanchard et al. 1991) ou lors de la délivrance de chocs électriques
(Borta et al. 2006). Ces USVs de 22-kHz sont largement considérées comme étant des cris
d’alarme capables d’'induire une baisse de réponse comportementale chez les individus qui
les entendent (Litvin et al. 2007; Brudzynski & Chiu 1995). D’autre part, il existe des USVs de
50-kHz, qui sont produites dans des contextes émotionnels plus positifs, comme lors des
comportements de jeux (Panksepp 2007; Burgdorf et al. 2008), durant des contextes sexuels
(N. R. White, Cagiano, Moises, et al. 1990; Brudzynski 2005) ou lors de contextes sociaux
(Wright et al. 2010). Ces deux catégories sont relativement bien définies d’un point de vue
fréquence et durée. Les 22-kHz sont de longues vocalisations (durée supérieure a 100 ms), et
de fréquence constante (généralement autour de 20 -25 kHz, Figure 23A). A I'inverse les 50-
kHz sont beaucoup plus hétérogenes (Figure 23B) et englobent des USVs allant de 30 a 70
kHz avec de nombreuses formes (Brudzynski & Pniak 2002).
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Figure 23: Spectrogramme des vocalisations (A) 22-kHz et (B) 50-kHz de rats. Les
vocalisations hautes fréquences sont hétérogenes et regroupent plusieurs sous-groupes
d"USVs en fonction de criteres de forme, fréquence et de durée (adapté de Wright et al. 2010).

Des données de pharmacologie ont mis en évidence wune augmentation, dose
dépendante, de la production d"USVs 50-kHz lors d’injections d’amphétamine (activateur du
systtme dopaminergique) par voie intrapéritonéale, systémique, ou directement

intracérébrale au sein du NAcc (Wright et al. 2010; Wintink & Brudzynski 2001; Thompson et
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al. 2006; Burgdorf et al. 2001). La production d'USVs de 50-kHz peut également étre
déclenchée par I'injection de Glutamate dans des structures antérieures du cerveau, comme
l'aire préoptique hypothalamique (Wintink & Brudzynski 2001). Ces données supposent que
cette activation glutamatergique est médiée par le systéme dopaminergique, car la
production d’'USVs est stoppée par l'injection d’antagoniste dopaminergique. De la méme
facon, I'émission d’'USVs peut étre déclenchée par des injections de carbachol (agoniste
cholinergique) au sein du NAcc (Fendt et al. 2006). Sachant que le systeme cholinergique
module massivement le systéme dopaminergique dans le cerveau (Zhang et al. 2002;
Yeomans et al. 2000) l'injection de carbachol dans le NAcc activerait aussi le systéme
dopaminergique au sein du NAcc, activant ainsi le systeme de récompense. Ces données
pharmacologiques sont soutenues par des données électrophysiologiques qui montrent la
production d’USVs a la suite de stimulations électriques intracérébrales (BSR) dans la ATV
ou I'hypothalamus latéral (Burgdorf et al. 2000). Ainsi, il semblerait que deux systémes de
neurotransmission majeurs (le systeme cholinergique et dopaminergique) modulent

I’émission de ces 2 types d'USVs.

En ce qui concerne les vocalisations de basses fréquences (22-kHz USVs), I'apport
bibliographique est moindre. Néanmoins, on trouve des données montrant une production
d’USVs a 22-kHz lors d’injections d’agonistes cholinergiques (carbachol) au sein du NTDL
(Brudzynski 2001; Brudzynski 1994). Selon Brudzynski S. (Brudzynski 2007), I'activation
d’une partie du systeme cholinergique ascendant s’accompagne d’un « état négatif » associé
al’émission d’USVs 22-kHz, tandis que 'activation du systeme dopaminergique induirait un
« état positif » associé au USVs de 50-kHz. Ceci permettant a I’animal de signaler son état
interne, en émettant soit I'un soit l'autre type de vocalisation a l'instant « t». Ainsi, ces
bonnes connaissances du comportement vocalisant chez le rat, et la relation qui lie I'état de
I'individu et les USVs, font du rat et de ces USVs de bons outils pour tester les effets
anxiolytique, ou anxiogenes de certains composés, ou pour permettre une caractérisation de
modeles phénotypiques de dépression (Borta et al. 2006; Schwarting et al. 2007, Wohr &
Schwarting 2009).

3.3.2. Les USVs chez la souris

Les souris adultes, comme les rats, émettent des USVs dans un grand nombre de
conditions expérimentales, comme des conditions d’accouplement (Scattoni et al. 2010; Holy

& Guo 2005; Portfors 2007), des conditions typiquement sociales avec deux individus de
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méme sexe (Scattoni et al. 2010; Panksepp et al. 2007; Moles et al. 2007), et plus rarement des
conditions douloureuses ou stressantes (Williams et al. 2008; Ko et al. 2005). Mais il n’existe
pas, comme chez le rat, une dichotomie claire entre deux types d"USVs avec des niveaux de
fréquences trés différents. Quelques hypothéses suggérent néanmoins une émission de
vocalisations basses fréquences (environs 30 kHz) en situations aversives (Ko et al. 2005) et
I"émission de vocalisations hautes fréquences lors d’une injection d’amphétamine par voie
intrapéritonéale (Wang et al. 2008). Toutefois, l'importance de I'état émotionnel ou
motivationnel de I'individu dans 1'émission d’'USVs reste trés matiere a débat (Wang et al.

2008; Moles et al. 2007).

Les études chez la souris présentent un avantage de choix dont ne bénéficient pas les
études sur le rat : celui de pouvoir utiliser et générer des souris transgéniques. Grace a cela,
plusieurs acteurs faisant partie du systéeme de production des USVs ont pu étre identifiés.
C’est le cas du gene FOXP2, dont la mutation est responsable de pertes de langage chez
I'humain (Enard et al. 2009; Shu et al. 2005), du récepteur p-opioide (Wohr et al. 2011; Moles
et al. 2004), des neuropeptides vasopressine (Scattoni, McFarlane, et al. 2008) et ocytocine
(Winslow et al. 2000). Les systemes sérotoninergiques (El-Khodor et al. 2004), et

endocannabinoides (Fride et al. 2005) sont également impliqués dans la production d'USVs.

La relative bonne connaissance des USVs chez la souris, et la multiplicité des modeles
générés, font des USVs un bon élément phénotypique de caractérisation des modéles souris
de syndrome autistique. Ainsi, les USVs sont trés utilisées dans la caractérisation de ces
modeles. En effet, un des premiers critéres de détermination du syndrome autistique chez
I'homme est la diminution, le retard, ou l'apparition d'un décalage de langage (DSM-IV
1994). On observe ainsi chez les modéles murins une diminution drastique du nombre
d’USVs (Jamain et al. 2008; Scattoni et al. 2010; Scattoni, Gandhy, et al. 2008; Bourgeron et al.
2006; Arakawa et al. 2007).
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Nous avons vu grace a 'ensemble des données décrites ci-avant, que la flexibilité
comportementale est modulée par de nombreux facteurs dont les motivations intrinseques a
I'individu. De nombreux travaux ont montré I'impact de la modification des processus
motivationnels, lors d’addictions aux drogues, sur la flexibilit¢ comportementale. En
revanche, peu de choses ont été étudiées sur l'implication des motivations dites
« naturelles ». La compréhension de I'impact de la valeur de ces états motivationnels est
nécessaire lors de prises de décision non adaptées chez I'Homme comme chez I'animal.

Le but de ce travail de these est de comprendre comment les motivations naturelles
modulent la flexibilité comportementale chez la souris adulte méle ; comment les souris
utilisent des informations motivationnelles pour prendre des décisions ? Pour ce faire, j'ai
dans un premier temps cherché a identifier des indices neurobiologiques, puis des indices
comportementaux associés au processus de prise de décision dans un contexte social.
Enfin, j’ai étudié 'effet de la modulation de motivation sur la flexibilité comportementale.
Ce travail de these s’articule donc autour de trois grandes questions auxquelles trois
chapitres apportent des éléments de réponse:

> Quelle est le réseau spécifiquement impliqué dans la flexibilité
comportementale lors de I'interaction sociale?

> Existe-t-il des indices comportementaux pris en compte lors de l'interaction
sociale qui renseignent sur I'impact du niveau de motivation sociale?

> Quel est I'effet du conflit motivationnel sur cette flexibilité comportementale ?

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés aux différents substrats
neurobiologiques impliqués dans la flexibilité comportementale (Chapitre 1). Quelle est
I'étendue du réseau impliqué lors d'une tache de flexibilité comportementale, et est-ce que ce
réseau est le méme chez des animaux présentant des troubles de flexibilité ? Pour cela j ai
étudié I'activation neuronale chez des souris C57BL6/] lors d’une tache d’interaction sociale.
Ces travaux ont permis de mettre en évidence une implication différentielle du cortex
prélimbique dans la flexibilité comportementale et sont en partie reporté dans I’ARTICLE
1. De plus, grace a ces données, nous avons pu montrer I'importance de la sous-unité 32 des
récepteurs nicotinique a 1'acétylcholine au sein du cortex prélimbique et comprendre leurs

implications dans le déficit de flexibilité des animaux 32KO (ARTICLE 1). Enfin nous avons
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comparé l'activation neuronale chez des animaux 32KO et C57BL6/], et précisé I'identité des

neurones activés grace a des expériences de double marquage cellulaire.

Le second objectif a été d’identifier des indices comportementaux associés au
processus de prise de décision. Les souris émettent-elles des vocalisations lors de contextes
sociaux ? Ces vocalisations jouent-elles un role dans la prise de décision ? Pour répondre a
ces questions, nous nous sommes intéressés a la production et la prise en compte de
vocalisations, chez les souris C57BL6/] et p2KO, lors de différents contextes, sociaux ou non.
L’étude des vocalisations a d’abord été réalisée au sein de différentes conditions sociales
directes, telles que l'interaction sociale et le « labyrinthe 3 chambres », ou indirectes, lors de
la présentation d’indices olfactifs (urine de congéneres). Ces travaux ont permis de mettre en
évidence une émission de vocalisations fortement liée au « degré d’information sociale »
disponible, et a fortiori, au niveau de flexibilité comportementale requis par ’animal testé. De
plus I'enregistrement et I'étude de vocalisations dans des contextes non-sociaux variés a
permis de supposer l'existence d'un lien entre production de vocalisation et état
motivationnel. Une partie de ces données a fait 1'objet d"une publication (ARTICLE 2) et de

communications orales.

Un troisiéme objectif de ce travail de these a été d’étudier I'effet de la modulation de
la motivation sociale sur la flexibilité comportementale, et l'impact du conflit
motivationnel lors du choix entre deux motivations concurrentes (Chapitre 3). Pour cela,
nous avons dans un premier temps, développé, en collaboration avec une équipe de I'Institut
Pasteur, un logiciel d’analyse détaillé et semi-automatique du comportement social. Ces
travaux ont donné lieu a une publication a laquelle je suis associé (ARTICLE 5). Grace a cette
analyse, nous avons pu mettre en évidence des marqueurs comportementaux relatifs a
l'interaction et a la flexibilité. Nous nous sommes ensuite intéressés a 'importance de la
motivation sociale dans 1’établissement de contacts sociaux, et dans la mise en place de ces
marqueurs de flexibilité. Ces données sont partiellement publiées et réparties dans
I’ARTICLE 2 et dans I’ARTICLE 3. Dans un second temps, en nous basant sur les résultats
de l'article 3 notamment, nous avons mis en place une tache de conflit motivationnel dans le
labyrinthe a 3 chambres. Ceci nous a permis de poser la question suivante: chez des
individus présentant des troubles de la flexibilité comportementale (comme les souris
B2KO), est-ce qu'une mauvaise évaluation des motivations perturbe leur choix ? Ces travaux,
notamment, nous ont permis de mettre en évidence la hiérarchie des motivations chez les

souris WT et p2KO, et ont donné lieu a I'écriture de I’ARTICLE 4 en cours de préparation.
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Partie 111 : Materiels & méthodes
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Matériels & meéthodes

Les principaux point des matériels & méthodes sont détaillés dans les articles soutenant
ce travail de these. Toutefois certains éléments feront I'objet d'une description détaillée dans

le chapitre suivant.

1. Souris utilisées

Les souris utilisées pour l'intégralité de ce travail de thése sont des souris maéles
C57BL/6] agés de 8 a 10 semaines (Laboratoire Charles River). Ces souris seront appelées
« Wild type » (WT) lorsqu’elles sont comparées a des animaux mutant. Nous avons aussi
utilisé des souris mutantes males P2KO (Picciotto et al. 1995) agés de 8 a 10 semaines
(Laboratoire Charles River). Ces souris, crées génétiquement, sont déficientes pour la sous-
unité 32 des récepteurs nicotiniques a I'acétylcholine. Elles ont été croisées sur plus de 20
générations avec des C57BL/6]. Des analyses génomiques (plus de 400 différentes et
indépendantes) ont montrées qu’elles ne possedent pas de différences avec le fond génétique

des souris C57BL6/].

Toutes les souris ont été élevées en cage sociale (4-5 individus par cage) dés réception
(15x30 cm), nourris et hydratées ad libitum. Les conditions d’animalerie sont standard: piece
maintenue a 20 - 22 °C avec controle d’humidité et cycle jour/nuit de 12/12h (lumiere a 8h
du matin), luminosité a 270 - 300 Lux dans une salle aérées. Certaines souris ont regu, pour
des questions d’expérimentation, un traitement d’élevage ou alimentaire particuliers : ceux-
ci seront décrits ci-aprés dans les sections correspondantes. Les animaux sont toujours traités
selon les normes éthiques en vigueur définies par le CNRS pour la santé animale en stricte

conformité avec les recommandations CEE n°86/609.
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2. Tache d’interaction sociale (SIT pour « social interaction task »)

A B

Figure 24: Photos de la cage d’interaction sociale (SIT). (A) Positionnement du micro
d’enregistrement et dimensions. (B) Vue de la caméra vidéo d’enregistrement.

Cette tache consiste a mettre en conflit deux types de motivations tres prégnantes chez la
souris a l'état naturel : ’exploration d'un nouvel environnement et le contact avec un
congénere de méme sexe et de méme age (Granon et al. 2003). Les souris test agées de 11 a
15 semaines peuvent avoir été isolées ou non durant les 3 semaines précédant
I"expérimentation et avoir été ainsi placées en cage individuelle (cage de 15x30 cm). Le jour
de I'expérimentation l'intensité lumineuse a été controlée et ajustée a 100-110 Lux et de la
sciure propre a été disposée au fond de la cage pour chaque souris. La cage
d’expérimentation a été placée dans une piece inconnue et calme. Les animaux sont amenés
dans I'environnement 30 minutes avant le début de la tache. La souris test (rouge sur la
Figure 24) a été placée seule dans la cage d'interaction sociale (Plexiglas transparent de 50x20
cm) pendant 30 minutes (Habituation), puis une souris male inconnu, de méme age, et élevée
en cage sociale (4 a 5 individu), appelée « visiteur » (vert), a été placée dans la cage pendant
les 8 minutes de la durée du test. L'ensemble de la tache dure 38 minutes (30 min
d’habituation + 8 min d’interaction sociale) et a été filmée par une webcam Hercules ®
positionnée au dessus et 1'analyse des données s’est faite ultérieurement. L'ensemble des

expériences comportementales se déroulent de 10h a 17h dans la journée.
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3. Interaction avec un nouvel objet

Cette tache est une variante de la SIT, elle possede exactement les mémes caractéristiques
et le méme décours temporel; a savoir 30 min d’habituation avant I'introduction d"un nouvel
objet dans la cage. L’animal, précédemment isolé durant 3 semaines, est autorisé a explorer
ce nouvel objet placé au centre de la cage pendant un temps défini par 1'expérimentateur.
L’ensemble de la tache a été filmée par une webcam Hercules ® positionnée au dessus et

I’analyse des données s’est faite ultérieurement.

4. Exploration libre d’environnement

Les souris ont simplement été placées dans la méme cage que pour I'interaction sociale et
peuvent I'explorer librement pendant 30 minutes. De la sciure fraiche a été placée au fond de
la cage et a été changée entre chaque souris. De la méme fagon les souris peuvent avoir été
isolées ou non durant les 3 semaines précédant I'expérimentation. L'ensemble de la tache a
été filmé par une webcam Hercules ® positionnée au dessus et 'analyse des données s’est

faites ultérieurement.
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5. Le labyrinthe 3 chambres (« Three chambers task » ou 3Ch)

. 64 cm R
4
-
=
3,
ol
=H
v
1 session de 3 Chambres 2#m¢ session de 3 Chambres
Social Vs
Nourriture 10min d'habituation aucentre :10min : lmoisderepos & 10min d'habituationaucentre ; 10 min
- > 3 N >
Objet Vs puis 10 min dans toutela cage @ detest ; dont2 semainesde @ puis10min danstoutelacage & de test
Nourriture iprivation alimentaire &
10min d’habituationaucentre 2 10min :  lmoisderepos : 10min d’habituationaucentre :10min
Social Vs Objet > I3 ’ >
puis 10 min dans toutelacage & detest © : puis 10 min dans toutelacage & de test

Figure 25: Représentation schématique du labyrinthe 3 chambres (A) et organisation (B).
Deux motivations peuvent étre mises en concurrence. Ici motivation sociale contre
motivation d’exploration d’objet. Social vs Nourriture, n= 8 WT et n= 8 2KO, Objet vs
Nourriture, n=8 WT et n= 8 32KO, Social vs Objet, n=8 WT et n=9 32KO.

Ce labyrinthe permet d’étudier le choix libre d'un animal lorsqu’il rencontre un conflit
entre deux motivations naturelles (Silverman et al. 2010; Crawley 2007). C’est une cage
rectangulaire (64 x 42 cm) de plexiglas séparée en trois chambres par des parois de plexiglas
transparentes. L’'intensité lumineuse a été controlée et ajustée a 100-110 Lux et une caméra
numérique (Hercules ®) a été placée au dessus de la cage de fagon a ce que l'intégralité de
cette derniere soit visible a 'image. La phase de test dure 10 minutes et la vidéo ainsi que les

2L Z

vocalisations ont été enregistrées et analysées ultérieurement. Quand cela a été nécessaire
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(motivation sociale) une souris élevée en cage sociale (4 a 5 individus) a été placée sous un
pot de plexiglas, ce pot posseéde de petits trous permettant a la souris de respirer et de passer
son museau. Lors de la premiere session les souris sous le pot ont été habituées pendant 3
sessions de 15 minutes par jour pendant 2 jours. Lors de la deuxieme session elles ont été

réexposées 15 min la veille de I'expérimentation (Figure 25).

Entre chaque essai I'ensemble du dispositif a été nettoyé avec de I'alcool a 60% puis avec
de l'eau distillée. Les souris test ont été socialement isolées durant les 3 semaines précédant
I'expérimentation en les placant en cage individuelle (cage 15x30 cm), et sont nourris ad
libitum sauf en préparation a la seconde session. De plus pour les deux sessions les souris
test ont été habituées a consommer des pellets de sucroses durant les 3 jours précédant

I'expérience.

Pour les deux sessions, apres la phase d’habituation, les motivations ont été placées dans
les chambres opposées, a 'opposé du microphone d’enregistrement des vocalisations. Pour
cette phase, la souris test a délicatement été placée dans le compartiment central tandis que
I'expérimentateur place les motivations. La localisation (gauche ou droite) de chaque

motivation a été alternée entre les sujets.

6. Le stress de contention

Durant cette tache les souris ont été précédemment socialement isolées. Elles ont ensuite
été placées dans un tube (type Falcon ® 50mL) dont I'extrémité a été coupée pour permettre
a la souris de respirer. Le tube contenant la souris a ensuite été fixé a une table avec du
scotch double face pour éviter qu’il ne roule. L'expérimentation dure 10 minutes ; ensuite la

souris a été replacée dans sa cage et le tube changé entre chaque souris.

7. Enregistrement et analyse des vocalisations ultrasonores (USVs)

7.1. Enregistrement des sons

Durant L'ensemble des conditions et taches présentées ci-dessus nous avons enregistré
I"émission d’"USVs de couples d’animaux (Interaction sociale) ou de la souris test seulement
(Exploration & contention). Pour cela un microphone polaroid/CMPA condensé spécifique

pour les ultrasons a été placé a proximité des différents dispositifs. Le micro doit étre placé
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suffisamment haut pour que le cone de détection couvre I'ensemble de la zone concernée,
mais suffisamment pres car les ultrasons sont tres vite absorbés, de part leur propriétés
physiques. Ce microphone est connecté a une interface d’enregistrement Ultrasound gate
416H, elle-méme reliée a un ordinateur possédant le logiciel d’enregistrement Avisoft ®
Recorder USGH (fréquence d’échantillonnage : 250 kHz ; FFT-length : 1024 points ; 16 bits).

Tous les matériels et les logiciels proviennent d” Avisoft Bioacoustic (Berlin, Allemagne).

7.2. Analyse des sons

Pout toutes les taches et conditions énumérées I'analyses des vocalisations a été faite a
posteriori avec le logiciel d’analyse SASLab Pro (Avisoft Bioacoustic ®, Berlin, Allemagne).
Les spectrogrammes ont été générés selon les parametres suivants: fréquence
d’échantillonnage : 250 kHz ; FFT-length : 1024 points ; 16 bits ; Fenétre : Blackman ; overlap :
87.5% ; résolution temporelle : 0.512 ms ; fréquence de résolution : 244 Hz). ]'ai comptabilisé
le nombre total de vocalisations émises par chaque dyade de souris (i.e. pour l'interaction
sociale) ou par chaque souris individuellement (i.e. en exploration d’environnement ou stress
de contention), et jai mesuré manuellement pour chacune des vocalisations émises
différentes variables de fréquence (fréquence de début, fréquence de fin, fréquence minimale
et fréquence maximale). La classification de chacune des vocalisations est basée sur des
criteres de durée et de modulation de fréquence (adapté de (Scattoni, Gandhy, et al. 2008;
Branchi et al. 1998; Scattoni et al. 2010; Enard et al. 2009)). J’ai ainsi déterminé 10 types de
vocalisations (tableau ci-apreés). Notons que certaines USVs n’ont pu étre classées a cause de
leur profil incertain (fréquence inférieure a 20kHz, bruit de fond trop important, etc...). Elles
ont donc été regroupées dans une catégorie « autres » notée « X », et ne sont a aucun moment
prises en compte lors des analyses. Ces vocalisations représentent une minorité sur
I'ensemble des USVs enregistrée, et sont équitablement réparties selon les différentes

conditions expérimentales.
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8. Modulation de motivations naturelles

Pour certaines conditions expérimentales, nous avons mis en place au sein du laboratoire
des variations de protocole de facon a accentuer le conflit de motivation auquel les animaux
peuvent étre soumis durant certaines taches. Nous avons notamment utilisé 1'isolement
social ; cela consiste a isoler ou non 1’animal test avant la tAche. En effet ce dernier s’il a été
isolé 3 semaines auparavant possede une motivation, a priori, plus forte pour l'interaction
sociale au détriment de I'exploration de l'environnement nouveau. En laissant cet individu
en cage sociale on ne modifie plus sa balance des motivations. Lors de cette these j'ai testé,
comparé et analysé l'impact de cet isolement sur l'interaction sociale, l'exploration de

I'environnement et sur le stress de contention.

Comme décrit précédemment lors du labyrinthe des 3 chambres, la privation de

nourriture a également été utilisée comme modulateur de la motivation alimentaire.

9. Enregistrement des réponses auditives du tronc cérébral

Pour enregistrer la réponse auditive du tronc cérébral (en anglais : Auditory Brainstem
Response, ABR), les souris (16 C57BL/6] et 14 p2KO) ont été anesthésiées avec un mélange
de kétamine (150mg/Kg) et Xylazine (10mg/Kg) en injection intrapéritonéale. Chaque
animal a ensuite été placé sur une couverture chauffante. Les électrodes sous-cutanées ont
ensuite été placées a trois points différents : I'électrode de référence a été placée sur le vertex
a la surface du crane, I'électrode de masse a été placée dans le muscle de la cuisse et
I'électrode d’enregistrement a proximité de la bulle tympanique a 'arriére de I'oreille, le long
de l'os du crane (Willott 2006). Ensuite un haut parleur a été placé dans l'oreille droite de

I'animal, en le dirigeant bien le long du conduit auditif et non en direction du lobe de

l'oreille (Figure 26A).

Pour chaque souris une série de stimuli audio a été présentée selon I'ordre suivant : un
clic (sons de 100 ps regroupant 1'ensemble des fréquences), puis des sons purs de 1, 2, 4, 5, §,
12, 16, 24 et 32 kHz d’une durée de 10 millisecondes et d’intensité décroissante (de 80dB a 0
dB) en commencant par 80 dB et en diminuant I'intensité par palier de 10 dB si la réponse est

bonne (Figure 26B).
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Figure 26: Principe d’enregistrement des réponses auditives du tronc cérébral. (A)
Emplacement des électrodes et position de I'animal lors de I'expérimentation (B) Courbe de
réponse du tronc cérébral aux stimulations acoustiques (ABR) a différentes intensités. Les
différentes ondes d’enregistrement (notées I, II, III, IV, V) représentent la réponse du nerf
auditif (pour l'onde I) ainsi que l'activité ascendante dans le mésencéphale auditif (Willott
2006).

Chaque stimulus a été répété quinze fois par secondes de facon a éviter le bruit de fond
généré par l'activité cardiaque et respiratoire, lorsqu’environ 500 réponses ont été obtenues,
elles ont alors été moyennées. Ceci permet de déterminer le seuil d’audition de I’animal
(Gourévitch et al. 2009) comme étant 'intensité qui précede celle a laquelle aucune onde
auditive n’apparait en réponse au stimulus, avec une précision de 5 dB SPL8. L’ensemble de
ces enregistrements a été réalisé avec le logiciel Centor USB (DELTAMED) en collaboration

avec le J-M Edeline.

8:Le dB SPL (ou décibel Sound pressure level) est I'unité de mesure utilisée en acoustique, définie par
le rapport de la puissance par unité de surface du son que I’on mesure et une puissance par unité de
surface de référence (20puPa).
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10. Histologie & marquages cellulaires

Les genes immédiats précoces, aussi appelé IEG (en anglais : Immediat Early Gene), sont
des geénes qui s’activent trés tot a la suite de l'activation cellulaire. La transcription de ces
genes est rapide (e.g. pour c-fos, 1Th30 environ pour atteindre 100% de 1'activation qui ne
dure que 2 heures), transitoire (Bisler et al. 2002). De plus, il a été montré que ces genes
immédiats précoces jouent un role dans des modifications neuronales a long terme, tels que
les mécanismes de plasticité synaptique ou la formation de la mémoire. Ils existent de
nombreux genes immédiats précoces et parmi les plus étudiés se trouvent; c-fos, JunB, Krox-
24, ICER. La plupart de ces genes immédiats précoces (c-fos et Krox-24 par exemple)
représente la famille des facteurs de transcriptions nucléaires qui agissent en messagers
tertiaires dans des voies de transduction du signal. Le gene immédiat précoce c-fos produit
une protéine, appelée c-Fos, de 380 acides aminés qui est un facteur de transcription. La
protéine c-Fos, peut se dimériser avec la protéine c-Jun (c-jun) et former le complexe
transcriptionnel AP-1. Ce complexe transcriptionnel reconnait précisément la séquence de
nucléotides TGACTC. L’expression de c-Fos est, en plus d’étre transitoire et rapide,
ubiquitaire; ce qui fait de la protéine c-fos un marqueur de l'activité générale tres utilisé,
notamment grace a I'immunohistochimie qui met en évidence la présence de la protéine
dans les noyaux des cellules (Kohut et al. 2009; Herrera & Robertson 1996, Matsuo et al. 2009;
Kobelt et al. 2004; Kovacs 2008). Nous avons utilisé ce marquage chez des animaux WT

(n=27) et B2KO (n=22).

10.1. Plan expérimental

Pour chacune des expériences trois groupes indépendants ont été formés; le groupe
«social » (intéraction avec un congénere), le groupe «nouvel objet», et le groupe
« controle ». Le déroulement du plan expérimental pour chacun de ces groupes est présenté

sur le schéma suivant :
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Figure 27: Plan expérimental précédent 1’obtention des coupes pour I'immunohistochimie
ou l'immunofluorescence. Trois groupes sont formés, «social », «nouvel objet», et
« controles ». Les deux premiers subissent 30 min d’habituation avant 8 min d’interaction
soit avec un congénere inconnu soit avec un nouvel objet. A la suite de ces 8 min ils sont
replacés dans leurs cages de vie respectives pendant 90 min en attendant leur sacrifice. Le

groupe « contrdle » lui ne subit aucune interaction, il est simplement sacrifié aprés 90 min.

10.2. Obtention des coupes flottantes

A la suite du protocole expérimental, les souris ont été sacrifiées avec 0,5ml de
Pentobarbital Sodique. Elles ont ensuite été perfusées en intracardiaque d’abord avec du PBS
1X pour évacuer tout le sang (pendant 5 minutes), puis avec de la PFA 4% (40ml de PFA en
10min.). Une fois perfusé, le cerveau a été prélevé avec précaution et stocké dans de la PFA
4% toute la nuit. Les coupes d'une épaisseur de 70um ont été réalisées au vibratome, et elles

ont été récupérées en coupes flottantes dans du PBS 1X en attendant I'immunohistochimie.

10.3. Immunohistochimie (marquage c-Fos)

Les coupes (pots X) ont été exposées au principe général de I'immunohistochimie
présenté dans la Figure 28. La réaction colorimétrique servant de marquage est une réaction
d’oxydation de la 3,3 diaminobenzidine tetrahydrochlorique (DAB) amorcée par 1'ajout
d’eau oxygénée (H»O,) dans le milieu d’incubation sous agitation. Des que la coloration
atteint le seuil jugé satisfaisant, la réaction est stoppée par ajout d'un grand volume de Tris-

HCL.
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Figure 28: Principe de détection d'une protéine (ici c-fos) par immunohistochimie basée
sur la réaction d’oxydation de la DAB.

Un pot « controdle », noté pot 0, a été constitué de 5-6 coupes a chaque fois. Il a servi a
vérifier 1'absence de marquage non spécifique en exposant les coupes uniquement a

I’anticorps secondaire sans I'anticorps primaire (Figure 29).

10.4. Montage et séchage des coupes

Suite a I'immunocytochimie, les coupes ont été montées sur des lames SUPERFROST ® a
I'aide d'un pinceau. Ensuite, elles ont été déshydratées dans des bains successifs d’eau et
d’alcool (eau distillée, 50% EtOH, 75% EtOH, 90% EtOH, 100% EtOH, Xylene), avant d’étre

montées entre lame et lamelle avec de I'Eukitt.
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30 min
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Sodium azide
SAUF POUR POT « 0 »
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Anticorps secondaire biotinylé
anti-lapm (1 :600)
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Slow 0.0022% PH=7.6.
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2 x Smin lavages PBS1X
Etalage des coupes sur lames

SUPERFROST
Laisser sécher toute la nuit.

>

Protocole de montage

= =

Figure 29: Diagramme chronologique des différentes étapes d’immunohistochimie

utilisée pour marquer la protéine c-Fos.
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10.5. Structures d’intéréts

Les structures d’intéréts dans lesquelles le marquage Fos a été évalué sont représentées
sur la Figure 30. Ces structures ont été choisies car elles font partie des réseaux frontal-

striataux connus pour étre impliqués dans les processus de prise de décision.

+ 2.68 mm + 1.54 mm

Figure 30: Section coronales schématiques du cerveau de souris représentant les zones
d’intéréts (adapté de (Paxinos & Franklin 2001)). Les structures d’intérét se trouvent a deux
niveaux : +2.68mm du Bregma: PrL : cortex prélimbique Rostral, LOVO : cortex orbitofrontal
latéral et ventral, et a +1.54 mm du Bregma: M1 : cortex moteur primaire, Cgl : cortex
cingulaire, PrL: cortex prélimbique médian, IL: cortex infralimbique, AcbC: Noyau
Accumbens, Pir : cortex piriforme.

10.6. Imagerie quantitative régionale d’expression de c-Fos

Une fois les lames obtenues, des photos au grossissement (x10) ont été prises sur le
logiciel Mercator ® grace a la plateforme d’acquisition d’image du C.N.P.S (Centre de
Neuroscience Paris Sud), la plateforme de comptage de point ICY, développée par Fabrice
De Chaumont de I'Institut Pasteur (Olivo-Marin 2002) a servi a l’analyse quantitative des
images pour quantifier le nombre de neurones marqués par I'anticorps anti-c-Fos dans une

région donnée. Ce logiciel détecte la taille des points ainsi que leur niveau de contraste avec
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le fond de I'image pris en référence. La détermination du seuil utilisé pour I'ensemble des
comptages a été faite empiriquement en choisissant la valeur permettant d’avoir la plus
grande différence entre une zone activée et une zone non activée. Ce seuil est fixe pour la

totalité des images quantifiées.

11. Analyses statistiques

De maniere générale nous avons décidé d’utiliser des tests statistiques non paramétriques
lorsque cela a été possible (effectifs <30 animaux/groupe). Les comparaisons post-hoc deux a
deux ont été faite soit avec un test de rang de Wilcoxon (variables dépendantes), soit avec un
test U de Mann-Whitney (variables indépendantes). Pour plus de clarté, I'ensemble des tests

utilisés seront détaillés au fur et a mesure lors de la présentation des résultats.
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Résultats & Articles

Chapitre 1: Substrats neurobiologiques impliqués dans

la flexibilité comportementale.

Données: dans cette partie la majorité des données sont issues de I"’ARTICLE 1, cependant

elle inclue également des données non publiées (en cours de préparation).

De nombreuses études comportementales sont faites chez la souris pour étudier les
substrats neurobiologiques impliqués dans la flexibilité comportementale. Depuis une
vingtaine d’année, I'utilisation de modeles souris avec des déficits de flexibilité, comme les
souris P2KO (Picciotto et al. 1995), a permis de mettre en évidence l'importance des
récepteurs nicotiniques a I’ Acétylcholine (nAChRs) au sein de ces processus lors de conflits
de motivation, et notamment lors d’une interaction sociale (Granon et al. 2003). Il est connu
que l'établissement de comportements flexibles implique de nombreuses structures sous-
corticales et corticales en particulier le CPF (Granon & Poucet 1995; Vertes 2006; Granon & J-
P Changeux 2011). Cependant, la localisation précise des aires corticales impliquées,
permettant de répondre a la question de I'implication régionale des récepteurs nicotiniques,

reste inexplorée.

Ainsi, le but de ce chapitre a été de déterminer quelles sont les régions
spécifiquement impliquées lors de l'interaction sociale avec un nouveau congénere chez
les souris C57BL6/]. Et quelle(s) est (sont) 1’ (les) implication(s) des nAChRs lors de cette

tache.
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1.1. L’interaction sociale : balance fine entre deux motivations

a. Mise en place de la tiche d'interaction sociale

Dans un premier temps nous avons reproduit et codifié de facon plus précise la tache
d’interaction sociale (SIT pour « social interaction task ») permettant d’objectiver la balance
(précise et fine) entre deux motivations : 1'exploration de I'environnement et 1’exploration
d’un congénere. Pour cela nous avons testé plusieurs protocoles de SIT en jouant sur les
parametres d’isolement social et d’habituation a 1'environnement. Trois conditions ont été
testées : condition 1 (animaux isolés, et non habitués a l'environnement), condition 2

(animaux non isolés, et habitués a l'environnement pendant 30 minutes), condition 3

(animaux isolés et habitués).

A B
80 ER Contact social Il Redressement
. EZB Exploration = 40+ * EX Toilette
£
<
= 50 % 304
E NS E
L 404 5 20-
e 5
%] 5
g 20 3 104
2 °
X fe)
T Ol Z -
Isolement + - +
Habituation - + +

Condition 1 Condition 2 Condition 3

Figure 31: Figure supplémentaire 1 de l'article 1 : Effet de 'isolement et de 1’habituation
sur le temps de contact social et sur 'exploration. (A) pourcentage de temps passé en
contact social ou en exploration de I’environnement dans chacune des trois conditions. (B)
Nombre de redressement ou de toilette durant les 4 minutes de test. Conditionl, n=7 ;
condition 2, n=9, condition 3, n=16. Les données sont présentées en moyenne + sem, et

*P<0.05, **P<0.01.
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Comme présenté dans la Figure 31, nous avons observé que pour les animaux de la
condition 1 et 2, le temps dédié a l'interaction sociale est beaucoup plus faible que le temps
d’exploration (ANOVA interaction Fpsp = 78.02; p<0.001; test de Bonferroni post-hoc
condition 1 et condition 2: P<0.001). En effet le temps d’interaction sociale représente
6.40+1.6% en condition 1 et 10+07% en condition 2, alors que le temps d’exploration
représente 58+15% en condition 1 et 35.93+2.88% en condition 2. Il n'y a que lors de la
condition 3, ot les animaux sont a la fois isolés et habitués a I'environnement , que les temps
d’interaction et d’exploration sont équivalent, respectivement 37.16+2.90% et 35.42+1.51%
(Figure 31A, test de Bonferroni Post-hoc, P=N.S). Dans cette condition 3, les nombres de
redressement associés a l'exploration d’environnement et de comportement de toilettage
sont tres diminués vis-a-vis de la condition 1(ANOVA 1, p<0.05, test de Tukey post-hoc :
*p<0.05). Aux vues de ces résultats, et de fagon a obtenir un bon équilibre entre la mise en
place de contact sociaux et l'exploration, la condition d’interaction sociale (dite SIT)

« classique » sera représentée par la condition 3 et sera renommée SIT-isolé.

b. Interaction sociale et souris f2KO

De fagon a étudier I'implication des nAChRs*B2 lors de l'interaction sociale, des animaux
B2KO ont été testé dans cette condition de SIT-isolé, et nous avons quantifié plusieurs
criteres principaux : le temps de contact, le nombre d’approches, le nombre de poursuites
(Figure 32).

Les animaux p2KO passent plus de temps au contact du congéneére que chez les souris
controles (WT : 37.9£5.9%, B2KO : 52+3.2%; P=0.01; Figure 32A). Nous avons également
observé chez ces animaux, une forte diminution du temps passé a l'exploration de
I'environnement (WT : 35.4+2.8% ; p2KO : 23.5+2.2% ; P=0.001), ainsi qu'une diminution du
nombre de comportements d’exploration de redressement (données non montrées, WT :
16.14+2 ; p2KO : 9£1.8 ; P=0.01). L’analyse détaillée des séquences comportementales (Figure
32B) montre que les souris 32KO effectuent plus d’approches (IA, P=0.01), ainsi que plus de
poursuites du congénére (IA-VE-IP, P<0.001). A I'inverse, le nombre d’approches initiées par
le congénere visiteur est plus élevé chez les WT que chez les 32KO (VA, P=0.001).
L’augmentation du temps de contact observé chez les animaux 2KO, est probablement due

a l'augmentation du nombre d’approche de I'individu isolé.
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Figure 32: Comportement social des souris 2KO et C57BL6/] (WT) en SIT-isolé (A) Temps
de contact social et d’exploration sur les 4 premieres minutes d’interaction sociale. (B)
Nombre d’approches du résident (IA), nombre de poursuites initiées par le résident (IA-VE-
IP), nombre d’approches du visiteur (VA), et le nombre d’échappements du résident (VA-IE).
WT, n=7; B2-/- (B2KO), n=11. Les données sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05
pour ANOVA avec test post-hoc de Fischer.

Un groupe indépendant d’animaux f2KO a également été testé en condition 2 (SIT-
groupé), c'est-a-dire non isolés mais avec habituation. Nous avons donc analysé leur
comportement social lorsqu’ils ne sont pas en conflit motivationnel (Figure 33A). Les
résultats montrent que les animaux passent autant de temps que les WT en contact social
(WT: 24.1623.3 % ; P2KO : 30.6+4.64 % ; test t-student : t= 1.22, P=0.24). De méme, aucune
différence n’est observée pour le taux de poursuites initiées par 1'individu résident (t= 1.20,
P=0.24). Lorsque nous analysons les séquences comportementales associées (Figure 33B),
aucune différence significative n’est présente entre les animaux WT et p2KO pour le nombre
d’approches du résident (IA : t= 0.17, P=0.86), le nombre de poursuites initiées par le résident
(IA-VE-IP : t= 1.09, P=0.29), le nombre d’approches du visiteur (VA : t= 0.28, P=0.77), ainsi
que le nombre d’échappements du résident (VE : t=-0.50, P=0.62).
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Figure 33: Comportement social des souris p2KO et C57BL6/J] (WT) en condition non isolés
mais avec habituation (A) Temps de contact social et d’exploration sur les 4 premieres
minutes d’interaction sociale. (B) Nombre d’approches du résident (IA), nombre de
poursuites initiées par le résident (IA-VE-IP), nombre d’approches du visiteur (VA), et le
nombre d’échappements du résident (VA-IE). WT, n=7; 2-/- (B2KO), n=11. Les données

sont présentées en moyenne + sem.

1.2. Activations spécifiques de substrats neurobiologiques

L’objectif de cette approche a été de déterminer I'étendue du réseau impliqué lors de
l'interaction sociale. Pour cela, trois groupes d’animaux ont été formés : les résidents sociaux
(animaux ayant fait la SIT en tant qu’animal test), les résidents objets (animaux qui ont fait
une interaction avec un nouvel objet), et les controles (animaux ayant été isolés mais ne
subissant aucune tache, cf. Matériels et méthodes, section 10.3) ; 'activation de la protéine c-

Fos a été quantifiée par immunohistochimie.

a. Activation neuronale apres interaction sociale chez W1

Les résultats de la Figure 34 montrent I’analyse du nombre de cellules marquées pour
la protéine c-Fos. Cette activité (en nombre de points marqués par millimeétre carré) a été
réalisée au sein de plusieurs structures d’intéréts. Ainsi nous avons observé que dans les
structures suivantes: Cortex orbitofrontal (LO/VO), le cortex prélimbique rostral (PrL
rostral), le cortex infralimbique (IL), le cortex cingulaire (Cing), et le noyau accumbens
(NAcc), les animaux des deux groupes « résident social » et « nouvel objet » présentent un

niveau d’activation de cellules c-Fos positives nettement supérieur a celui des animaux du
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groupe « controle » (Figure 34B : ANOVA 1 voie pour chaque structure p<0.001 suivie de

test post-hoc de Bonferroni). De plus, au sein de ces mémes structures, les groupes « résident

social » et « nouvel objet » possédent un niveau d’activation identique entre eux.
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Figure 34: Niveau d’activation c-Fos apres interaction sociale chez les animaux WT. (A)

représentation schématique des deux niveaux de quantifications utilisés pour les structures

(coordonnées antéro postérieures suivantes: gauche AP: +2.8; droite: +1.54mm du

Bregma). Pour le cortex prélimbique, c-Fos a été quantifié a la fois au niveau rostral (gauche)

et médian (droite). (B) Quantification du marquage c-Fos au sein des différentes aires. Les

valeurs sont représentées en moyenne + sem., avec résident social (n=10); nouvel objet
(n=7) ; controdles (n=10). *P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001 pour les tests post-hoc de Bonferroni.
(C) Photos représentatives des marquages obtenus au sein des deux groupes. CC, corps

calleux. Barre d’échelle = 150 um.
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En revanche, au sein du cortex prélimbique médian (PrL médian), nous avons observé que
les souris en contact avec un congénere (groupe résident social) montrent une activation plus
importante d’environ 45%, que les souris en présence d'un nouvel objet (Fpos) = 16.27,
p<0.0001, post-hoc test congénere social x nouvel objet, p<0.001). Cette différence spécifique
entre les groupes «résident social » et « nouvel objet » n’est observé qu’au sein de cette
structure. Les autres structures d’intérét, comme le cortex moteur primaire (M1), le cortex
piriforme (Pir), ou encore 'amygdale (BLA), ne montrent aucune différence significative

entre les groupes.

b. Activation neuronale aprés interaction sociale chez p2KO

La méme approche a été conduite chez des animaux 32KO, de facon a étudier le
profil d’activation de ces structures, a la fois corticales et sous corticales, dans l'interaction
sociale. Pour cela les trois mémes groupes sont étudiés : résident social, nouvel objet, et

controle.
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Figure 35: Niveau d’activation c-Fos apreés interaction sociale chez les animaux p2KO.

Quantification du marquage c-Fos au sein de différentes aires. Les valeurs sont représentées

en moyenne + sem., avec résident social (n=8) ; nouvel objet (n=8) ; contrdles (n=6).
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Nous avons observé qu’a l'inverse de ce que nous avons pu montrer chez les
animaux WT, l'activation de cellules c-Fos positives chez les souris 32KO ne montre aucune
différence significative entre les groupes pour les différentes structures étudiées (LO/VO :
Fp18=1.79, P=0.19 ; M1: Fp1s=1.24, P=0.31; PrL rostral: Fp15=1.01, P=0.38 ; PrL médian :
F,18=0.42, P=0.66 ; Pir : Fp,18=2.52, P=0.10 ; IL : F(215=0.28, P=0.75 ; Cing : F2,18=1.65, P=0.21 ;
BLA: Fp18=1.19, P=0.32; NAcc: Fp18=3.46, P=0.053). Cette absence d’activation est
probablement due a un niveau d’activation tres élevé des animaux du groupe controle, mais
malgré cela, il n’existe aucune différence entre les animaux du groupe « résident social » et

ceux du groupe « nouvel objet ».

1.3. Phénotyve « prélimbigue » des souris 2KO

Pour préciser le role des structures préfrontales dans la SIT, nous avons effectué des
lésions spécifiques de deux régions avec une neurotoxine (NMDA), le PrL et le COF chez des

animaux C57BL6/].

a. Lésion du cortex prélimbique chez la souris

Les lésions spécifiques du cortex prélimbique n’affectent pas les régions adjacentes
(Figure 36A). De plus les animaux controles (« sham ») ayant subi une injection de solution
saline, ne montrent pas de traces de lésion contrairement aux animaux 1ésés. Nous pouvons
observer la présence de noyaux cellulaires picnotiques, plus petits que ceux présents chez les
contrdles au méme niveau, synonymes d’'une dégénérescence des neurones apres injections

de la neurotoxine.
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Figure 36: Les lésions du cortex prélimbique affectent le comportement flexible lors de
I'interaction sociale. (A) Représentation des sections hémi-coronales (+2.10mm du bregma)
montrant 'effet de la lésion (droite) comparée aux souris contrdles (gauche) en coloration
crésyl violet. (B) pourcentage du temps de contact et du temps d’exploration. (C) Mesures
comportementales, a gauche, nombre de redressement et de toilette pendant la SIT. A droite,
séquences comportementales réalisées par les souris pendant la SIT (nombre d’approches du
résident (IA), de poursuites (IA-VE-IP), d"approches du visiteur (VA), et d’échappements du
résident (VA-IE)). Sham, n=8 ; lésion, n=7. Les données sont présentées en moyenne + sem.,
et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

Apres 3 semaines de récupération, durant lesquelles les animaux 1ésés ont été isolés,
ils sont testés dans la tache SIT. Tout d’abord les animaux 1ésés montrent un comportement
social affecté. En effet, ils passent plus de temps au contact de 1'animal visiteur (51.2+4.1%)
comparés aux animaux controles (36.7+2.7% ; test t-student, t=3.22, df=12, P<0.01 ; Figure
36B). A linverse, les animaux lésés consacrent moins de temps a l'exploration de
I'environnement (21.54+2.8%) que leurs homologues controles (35.42+1.53% ; test t-student,

t=4.54, df=14, P<0.01 ; Figure 36B). De méme les animaux lésés au PrL effectuent moins de
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comportements de redressements (7.85+2.11) que les animaux contréles (15.44+0.92 ; test t-

student, t=3.84, df=14, P<0.001 ; Figure 36C gauche).

Pour affiner ce comportement particulier d’augmentation du temps de contact et
mieux comprendre a quoi il est d@, nous avons également quantifié les quatre séquences
comportementales (Figure 36C, a droite). Les souris 1ésées présentent une augmentation
significative du nombre de poursuite du visiteur (26+2.4) par rapport aux individus controles
(12+2.4 ; effet de la lésion, ANOVA F(1,48)=21.87, P<0.001, test de Bonferroni post-hoc pour
poursuite, t=10.09, P<0.001). L’ensemble des autres séquences comportementales ne différent
pas entre les individus 1ésés et les controles, suggérant donc que I'augmentation du temps de
contact observée est principalement due a une augmentation des poursuites initiées par le

résident.

De fagon a s’assurer que I'augmentation du nombre de poursuites rendant compte du
temps de contact plus important n’était pas liée a une hyperactivité chez les souris lésées,
nous avons testé leurs activités locomotrices en « open field ». Aucune différence significative
n’a été relevée entre les animaux 1ésés et les controles (Figure supplémentaire S4, ARTICLE],

test t-student, P=N.S).

Ces données montrent qu’il existe une ressemblance entre les comportements des
animaux [32KO et des animaux 1ésés pour le cortex prélimbique. En effet, ces deux groupes
d’animaux présentent une augmentation considérable du temps dédié au contact social lors
des 4 premieres minutes d’interaction sociale. De méme, cette augmentation du temps de
contact, concomitante avec une diminution franche de la part d’exploration, est liée a une
augmentation des séquences comportementales initiées par le résident. Les approches et les
poursuites initiées par le résident augmentent chez les 32KO (Figure 32B), tandis que seules

les poursuites augmentent chez les animaux 1ésés au prélimbique (Figure 36C droite).

b. Lésion du cortex orbitofrontal chez la souris

Parallelement aux lésions du cortex prélimbique, nous avons effectué des lésions du
cortex orbitofrontal (OFC). Comme pour les 1ésions PrL, les lésions sont spécifiques de

I'OFC, et n’atteignent pas les régions adjacentes.
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Sur la premiére période de l'interaction sociale, de 0 a 4 minutes, nous observons que
le temps dédié au contact social (ANOVA mesures répétées pour effet lésion ; F(1,19)=0.976,
P=N.S) et le temps d’exploration (ANOVA mesures répétées pour effet lésion ; F(1,19)=0.977,
P=N.S) ne différent pas entre les animaux lésés OFC et les controles (Figure 37A & B). En

effet, ils consacrent respectivement 39.61+3.83% pour les controles, et 39.76+5.77% pour les
lésés au contact social, contre 60.39+3.84% et 60.24+5.77% a 1’exploration de I'environnement.
En revanche, lors de la seconde partie de I'expérience, de 4 a 8 minutes, les animaux 1ésés
OFC conservent un taux de contact social élevé (26.97+3.86%) alors que celui-ci diminue chez
les animaux contrdles (18.64+2.21%). En effet les lésions OFC affectent le temps de contact,
mais seulement dans la seconde partie de l'interaction sociale (ANOVA mesures répétées
pour effet période; F(1,19)=37.064, P<0.0001, suivi d"un test t-student post-hoc ; Sham, t=6.19,
df=13, P<0.001 ; OFC, t=2.14, df=6, P=NS). Cette faible diminution du temps de contact social
affecte donc le temps consacré a l'exploration que font ces individus. Les animaux lésés
n‘augmentent que légerement leurs temps d’exploration vis-a-vis des controles (ANOVA

mesures répétées pour effet période; F(1,19)=37.069, P<0.0001, suivi d'un test t-student post-
hoc ; Sham, t=-6.19, df=13, P<0.001 ; OFC, t=-2.14, df=6, P=NS).

L’étude des séquences comportementales révele qu’'il n'y a aucune différence
significative notable entre les animaux 1ésés et les contrdles sur les 4 premieres minutes
(Figure 37C). En revanche, sur la seconde partie de 1'expérience on observe un plus grand
nombre d’approches initiées par le visiteur chez les animaux contrdles que chez les 1ésés
OFC (test t-student, t=3.15, df=19, P=0.005). Lorsque 'on s’intéresse a 1'évolution de ces
séquences comportementales entre les 2 périodes, on remarque que le nombre de poursuites
initiées par la souris résident diminue chez les animaux controles, mais pas chez les animaux
lésés OFC (ANOVA mesures répétées pour effet période; F(1,19)=18.24, P=0.0004, suivi d"un
test t-student post-hoc ; Sham, t=3.61, df=13, P=0.003 ; OFC, t=2.29, df=6, P=NS). Ce maintient
du nombre de poursuites expliquerait pourquoi le temps de contact des animaux OFC ne

diminue pas au cours de l'interaction sociale.
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Figure 37: Impact des lésions du cortex orbitofrontal sur le comportement social. (A)
Pourcentage du temps de contact sur les 4 premieres (0 a 4 min) et les 4 dernieres minutes (4
a 8 min) du test d’interaction sociale. (B) Pourcentage du temps d’exploration de
’environnement sur les 4 premiéres (0 a 4 min) et les 4 derniéres minutes (4 a 8 min) du test
d’interaction sociale. (C) Mesures comportementales (nombre d’approches du résident (IA),
de poursuites (IA-VE-IP), d’approches du visiteur (VA), et d’échappements du résident (VA-
IE)). Sham, n=14 ; lésion OFC, n=7. Les données sont présentées en moyenne + sem., et
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.0001.

Ainsi, grace aux lésions des deux aires préfrontales que sont le PrL et le COF, nous
pouvons montrer deux choses. D'une part montrer une dissociation fonctionnelle entre ces
deux aires préfrontale, et d’autre par faire un rapprochement entre le phénotype des

animaux lésés au PrL, et les souris f2KO au comportement social atypique. En effet, nous
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avons vu que les animaux 2KO présentaient une interaction sociale élevée comparée a
I'exploration d’objets lors de la premiere partie de la tache. Ce qui est également le cas chez
les individus ayant subis des lésions PrL. Nous allons donc par la suite éclaircir le role du

PrL.

c. Réexpression de la sous-unité f2*nAChRs

N 2

De facon a préciser le role du PrL, ainsi que le role des récepteurs nicotiniques
contenant la sous-unité P2 (P2*nAChRs) au sein de ce PrL, nous avons effectué des
réexpressions de la sous-unité p2KO chez des animaux p2KO spécifiquement au PrL (Figure
38). Pour cela nous avons utilisé des vecteurs lentiviraux contenant la séquence de la sous-
unité B2 (B2-IRES-eGFP) ou un vecteur lentiviral controle, c'est-a-dire ne contenant pas la
séquence de la sous-unité B2 mais uniquement la séquence eGFP. Ces deux vecteurs sont

sous la tutelle du promoteur PGK (cf. Matériels & méthodes ARTICLE 1).

Apres réexpression, le taux ainsi que la localisation de la réexpression a été analysée
grace a la liaison de I'épibatidine-[15]], ligand radioactif spécifique aux récepteurs contenant
la sous-unité f2. Dans la Figure 38A, nous observons que les animaux 2KO ne présentent
aucun marquage a l'épibatidine-[1?°I] contrairement aux animaux WT. Chez les animaux
ayant recu l'injection de vecteur lentiviral au sein du PrL (PrL-RESC), nous observons bien

une réexpression localisée des récepteurs nicotiniques dans le PrL (Figure 38A).

127



Chapitre 1 : Substrats neurobiologiques impliqués dans la flexibilité

p2-- PrL-RESC

0 o*

B C 80 %
9 = = O 60
5 e [ = = =
o [3) _—
g?_ @ 40-
<0 404 = — =
,ff_‘; 2 o % 74
a6~ £
wo = 20
.
ol X
0 T 0
PrL PrL 0(p2--) 0-20 20-40 >40 100(WT)

medan  Testal [1"25] Epibatadine binding

(% of WT)

Figure 38: Réexpression lentivirale de la sous-unité p2*nAChRs au niveau prélimbique
chez des animaux P2-/-. (A) Représentations des sections coronales montrant les sites de
restauration de la sous-unité 2 au sein du PrL (cercle noir). La réexpression a été effectuée
chez des individus 2-/- (PrL-RESC) comparés aux controles (WT), et aux souris P2-/-
injectées avec un lentivirus contrdle. L’'injection du vecteur lentiviral a été faite aux
coordonnées suivantes : AP : +2.80mm du Bregma, L : £0.6mm, DV : -2.3mm du crane. Les
récepteurs exprimant la sous-unité P2 sont détectés avec de 1'épibatidine-[125I] par
autoradiographie. (B) Valeur du taux de marquage de 1l'épibatidine-[']] quantifié sur 4
coupes ; 2 coronales rostrales (entre AP +2.8mm et +2.34 mm du Bregma) et 2 médiales plus
caudales (entre AP +2.34mm et +1.54 mm du Bregma) d’animaux PrL-RESC (n=9). (C)
Pourcentage de récupération comportementale des 2-/- en fonction des seuils de
réexpression de la sous-unité. Le taux d’épibatidine-['?°I] par autoradiographie a été
quantifié sur 4 sections médiales du PrL de fagon bilatérale. Le pourcentage de temps de
contact a été déterminé pour chaque groupe de souris, et exprimé en pourcentage du niveau
WT. (B2-/-, n=9 ; PrL-RESC : 0-20%, n=4 ; PrL-RESC : 20-40%, n=3 ; PrL-RESC : 240%, n=9 ;
WT, n=6). Les données sont présentées comme moyenne + sem., et *P<0.05.
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Cette réexpression montre que la sous-unité P2 réinjectée interagit avec les sous-
unités a présentent de facon endogéne pour reconstituer des récepteurs nicotiniques

hétéromériques fonctionnels.

Pour quantifier cette réexpression, une limite arbitraire entre PrL rostral et PrL plus
caudal (PrL médian) a été fixée a +2.34mm du bregma. Ainsi, on observe que malgré une
injection du vecteur lentiviral a des coordonnées plutot « rostrales » (+2.80mm du Bregma),
le taux de réexpression est plus élevé dans le PrL. médian (60%) que dans le PrL rostral (20%)
comparé au taux d’expression WT. Les animaux $2KO injectés avec le vecteur lentiviral
contrdle ne présentent pas de marquage a 1'épibatidine-[12I] (données non montrées). Parmi
les 16 souris 32KO injectées par le vecteur lentiviral contenant la sous-unité 32, neuf souris
injectées montrent une restauration des 2*nAChRs supérieure a 40% comparés aux WT,
trois souris entre 20 et 40 %, et quatre montrent un taux de restauration inférieur a 20%. En
quantifiant les temps dédiés au contact social pour chacune de ces souris, nous avons
observé que les souris présentant un taux de restauration inférieur a 40% passent autant de
temps au contact social que des animaux B2KO. A l'inverse les animaux avec un taux de
restauration supérieur a 40%, montrent un comportement social tout a fait similaire aux WT.
Finalement, seuls les animaux avec un taux de restauration d’épibatidine-[1?°I] supérieur ou
égal a 40% seront considérés comme réinjectés correctement et incorporées au groupe PrL-
RESC (Figure 38C ; ANOVA 1 voie : Fuz) = 11.65, P<0.001, suivit de tests post-hoc de Tukey,
*P<0.05).

L’analyse comportementale consécutive a la réexpression de la sous-unité 2 apporte
plusieurs informations : tout d’abord nous observons que les animaux 32KO, comme décrit
dans la premiere section de ce chapitre, effectuent plus de contacts sociaux (52+3.2%) et
moins d’explorations de l'environnement (23.5£2.2%) que les WT. Cette augmentation du
temps de contact étant principalement liée a une augmentation de certaines séquences
comportementales, comme les approches et les poursuites. Les animaux PrL-RESC montrent
un profil comportemental tres similaire aux WT (Figure 39A). IIs passent statistiquement
autant de temps que les WT et moins de temps que les p2KO au contact social (PrL-RESC :
37.1£3.9%; p2KO : 52+3.2% ; WT : 37.9£5.9% ; ANOVA 1 voie : F228=5.96, P=0.007 suivit d'un
test post-hoc de Tukey: WT*PrL-RESC: P=NS; WT*B2KO: P<0.05; B2KO*PrL-RESC:
P<0.01).
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Figure 39: Données comportementales des animaux réexprimés comparées aux WT et aux
B2KO. (A) Pourcentage du temps passé au contact social et du temps passé a 1'exploration de
’environnement. (B) Comportement de redressement et de toilettage durant les 4 premieres
minutes du test. (C) Séquences comportementales des WT, 2-/-, et PrL-RESC (nombre
d’approches du résident (IA), de poursuites (IA-VE-IP), d’approches du visiteur (VA), et
d’échappements du résident (VA-IE)). WT, n=7; 2KO, n=11 ; PrL-RESC, n=9. Les données
sont présentées en moyenne * sem., et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. WT, n=7 ; $2-/-, n=11;
et PrL-RESC, n=9.
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De la méme facon les animaux PrL-RESC montrent une augmentation du temps
d’exploration par rapport au 2KO (PrL-RESC: 40.6+3.8%; B2KO : 23.5£2.2%), et donc un
temps d’exploration quasi similaire aux WT (35.442.8% ; ANOVA 1 voie: Fpag= 6.51,
P=0.005, suivi d'un test post-hoc de Tukey: WT*PrL-RESC : P=NS; WT*2KO : P<0.05;
B2KO*PrL-RESC : P<0.01). Ce rétablissement du comportement d’exploration est également
visible par la restauration des comportements de redressement initiés par les animaux PrL-

RESC a un niveau semblable aux WT (Figure 38B ; PrL-RESC : 22.3+4 ; WT : 16.1£1.9 ; P=NS).

Nous avons ensuite analysé et comparé les séquences comportementales mises en
place lors de la tache d’interaction sociale chez les souris PrL-RESC, WT et p2KO (Figure
39C). L’analyse statistique révele une différence significative des nombres de chaque
séquence comportementale entre les groupes (ANOVA 2 voies, interaction : F96=4.39,
P=0.006 suivi de test post-hoc de Bonferroni). Comparés aux WT, les animaux PrL-RESC ne
montrent pas un nombre d’approches restauré (t=2.42, P<0.05), et effectuent un nombre
d’approches quasi identique au 2KO (t=0.99, P=NS). Par contre, les animaux PrL-RESC
montrent une diminution et donc une restauration du nombre de poursuites au niveau des
WT (PrL-RESC*WT: t=0.05, P=NS; p2KO*PrL-RESC: t=3.3, P<0.01). Le nombre
d’approches du visiteur ainsi que le nombre d’échappements du résident sont identiques
entre les animaux PrL-RESC et les WT. Malgré quelques différences avec les animaux WT,
les souris réexprimées montrent un temps de contact rétablit. Ceci s’explique par le fait que

ce temps de contact est en grande partie dt aux événements de poursuite.

La réexpression de la sous-unité P2 au niveau du PrL chez des animaux P2KO
restaure un comportement social quasiment normal. En effet les animaux réexprimant la
sous-unité B2 au sein du PrL montrent un taux d’interaction sociale, d’exploration, ainsi

que des séquences comportementales rétablies, similaires aux WT.
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Discussion:

Interaction sociale, gestion des motivations

naturelles et cortex préfrontal

Synthése des résultats:

Les résultats obtenus grace aux différentes expériences présentées précédemment
. . , A s .

permettent, dans un premier temps, de montrer la mise en place d'une tache d’interaction
sociale mettant en conflit plusieurs motivations naturelles. Durant cette tdche nous avons pu
montrer que les souris B2KO présentent une interaction sociale supérieure en termes de
temps de contact par rapport aux souris WT. Les expériences de marquage régional
d’expression de la protéine c-Fos apres interaction sociale chez les animaux WT ont permis
de démontrer I'implication spécifique d'une sous-partie du cortex préfrontal, le cortex

prélimbique médian, dans la motivation sociale.

Ensuite, les résultats de lésions du cortex prélimbique soutiennent également
I'hypothese du role prédominant du PrL dans la flexibilité comportementale en situation
d’interaction sociale. Ces animaux présentent en effet le méme profil comportemental que les
animaux [32KO, a savoir un temps de contact et un nombre de poursuite tres élevés lors de
l'interaction sociale. Nous avons pu affiner le role de cette structure en y réexprimant la
sous-unité 2 des récepteurs nicotiniques chez des souris qui en étaient dépourvues (les
souris 2KO). Ces résultats suggerent un role important des récepteurs nicotiniques localisés

dans le cortex prélimbique dans la flexibilité comportementale lors de la SIT.

Pour finir, des lésions du cortex orbitofrontal ont été réalisées. Les souris 1ésées
tendent a avoir un temps de contact élevé tout au long de la tache par rapport aux souris
témoins. Ces résultats renforcent 1'idée d’une différence fonctionnelle au sein des sous-
parties du CPF (ici PrL et COF). Ils sembleraient indiquer un réle du COF dans I’organisation

temporelle des interactions sociales et dans la gestion a long terme de la motivation sociale.
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1. Implication du cortex préfrontal dans la gestion du

comportement social

L’interaction sociale entre les individus a un but primordial dans la survie des
animaux. C’est par l'interaction sociale que les comportements d’accouplements sont initiés,
assurant la pérennité de I'individu et de I'espece. La mise en place de ces interactions sociales
nécessitent de prendre en compte rapidement et de maniere efficace, non seulement les
comportements initiés par le congénere, mais également de pouvoir adapter son propre
comportement a ceux-ci. Des prises de décisions rapides, efficaces, et surtout adaptées, ainsi
qu’une flexibilité comportementale solide permettant la réorientation du comportement, sont
indispensables. Ces fonctions principales sont majoritairement prises en charge par le cortex
préfrontal chez la quasi-totalité des espéces mammiferes. Cependant toutes les parties de
'organisation d'un comportement flexible ne sont pas gérées par un seul et méme réseau,

mais plusieurs régions spécifiques du cortex préfrontal sont impliquées.

Nous avons donc dans un premier temps mis en place une tache d’interaction sociale
en choisissant avec soin les parametres d’isolement et d’habituation a 1'environnement de
facon a obtenir une interaction sociale dénuée de toute agressivité. Nous avons choisi un
paradigme expérimental permettant un bon équilibre entre le taux d’interaction sociale avec
un nouveau congénere et l'exploration de l’'environnement nouveau. Cet équilibre n’est
obtenu que lorsque l'on isole l'animal test avant de le placer en habituation dans
’environnement. Ce protocole nécessite donc que I'individu test adapte son comportement a
ses propres motivations mais également aux comportements du congénere auquel il est
confronté. Cette tache implique donc une grande part de prise de décision dans un contexte

ou les motivations naturelles et I'incertitude sont mélées.

De facon a préciser le role de certaines sous-parties du CPF lors des processus de
prise de décision, plus précisément lors de la tache d’interaction sociale, nous avons réalisé
plusieurs expériences de lésions spécifiques de régions, et de quantifications d’activation du
gene précoce c-fos, et de sa protéine chez des souris adultes males lors d'une tache

d’interaction sociale.
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Le cortex prélimbique et la flexibilité comportementale lors de l’exposition a des

motivations concurrentes

Comme nous l'avons décrit, 'analyse de l'activation de la protéine c-Fos chez les
animaux WT montre tout d’abord que certaines structures cérébrales, telles que le cortex
orbitofrontal (LO/VO), le cortex prélimbique (PrL), le cortex infralimbique (IL), le cortex
cingulaire (Cing), et le noyau accumbens (NAcc), présentent une activation similaire chez les
animaux en interaction sociale ou en interaction avec un nouvel objet. Cette activation est
supérieure a celle observée chez les animaux controles. Ces résultats suggerent donc que ces
structures cérébrales sont activées par la nouveauté elle-méme et ne sont pas spécifiques de
I'une ou l'autre des taches. Ces résultats semblent appuyer de récentes données montrant
que l'exploration d'un nouvel environnement chez des animaux WT peut entrainer une
augmentation spécifique de l'activation de ces mémes structures corticales et sous-corticales
(Bourgeois et al. 2011). En contre partie, nos données montrent également une activation
différentielle du PrL. La partie rostrale du PrL est en effet activée de facon identique chez les
animaux en exploration d’objet et chez les animaux en interaction sociale, mais la partie
médiale montre une plus forte activation lors de la tiche d’interaction sociale que lors de

'exploration d’un nouvel objet.

Ainsi, le PrL médian semble spécifiquement activé lors de l'interaction avec un
nouveau congénere. Ces observations nous ont conduit a 'hypothése que cette partie du
cortex préfrontal, bien que jouant un role dans I'exploration de la nouveauté, joue également
un role particulierement important durant linteraction sociale chez ces individus. Des
expérimentations supplémentaires sont nécessaires pour valider et déterminer avec précision
le role différentiel de ces deux régions dans d’autres taches comportementales sociales.
Cependant plusieurs données de la littérature rapportent le fait que les différentes parties du
PrL (rostrale, médiale et caudale) présentent des connexions, afférentes et efférentes,
différentes avec le noyau accumbens notamment. En effet, grace a un marqueur rétrograde
les auteurs ont mis en évidence des connexions entre le PrL rostral et la partie « core » du
NAcc, tandis que la partie médiale du PrL semble étre connectée avec la partie « shell » du
NAcc (Gorelova & Yang 1997; Vertes 2004). Cette différence fonctionnelle entre les deux
régions du cortex prélimbique mises en valeur dans nos données est donc renforcée par les

différences anatomiques de connexion.

Pour tester plus précisément I'implication du PrL dans cette tache d’interaction, notre
premier objectif était de réaliser des lésions a la fois rostrales et médianes, de facon a
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caractériser comportementalement 'implication différentielle de ces deux sous-parties du
PrL. Cependant, Aprés de nombreux essais, nous n’avons pas été capables d’obtenir des
lésions localisées a I'une ou l'autre des sous-parties. Les lésions étaient trop étendues,
probablement a cause d'un effet de diffusion du PrL rostral vers le PrL médian et
inversement. Nous avons donc opté pour une lésion plus générale du PrL dans sa totalité.
Les résultats montrent un temps passé au contact du congénére plus important chez les
animaux lésés que chez les sujets controles, avec une augmentation des comportements
d’approches et de poursuites surtout. Les sujets 1ésés présentent également une diminution
du temps passé a I'exploration de I'environnement (qui représente la deuxieme motivation
de cette tiache). De précédentes études de lésions ont montré que l'exploration de la
nouveauté n’était pas altérée lors de lésions du cortex prélimbique chez le rat (Granon et al.
1996; Mogensen et al. 2004). Ces données suggerent que la propension a favoriser
lI'interaction sociale n’est probablement pas due a une diminution de l'intérét envers
I'exploration d’environnement. Ceci nous menant donc a I'hypothése que les animaux 1ésés
au PrL sont incapables de se désengager du comportement de contact social et d’alterner
entre des comportements sociaux et d’exploration de I’environnement. Cette interprétation
est soutenue par de nombreux travaux, montrant entre autre que la région prélimbique est
impliquée dans les processus de changement entre différentes stratégies, récompenses ou
actions (Ragozzino et al. 1999; Birrell & Brown 2000; Rich & Shapiro 2009). Ainsi la lésion du
cortex prélimbique ne semble pas affecter la motivation d’exploration de la nouveauté, mais

plutot la flexibilité comportementale des animaux.

De récentes données d’optogénétique ont brillamment montré 1'implication du cortex
prélimbique dans la motivation pour linteraction sociale avec un nouveau congénere
(Yizhar et al. 2011). Plus précisément, les auteurs ont montré qu’en injectant des récepteurs
canaux sensibles a un flash lumineux dans les neurones pyramidaux et les interneurones
GABA du cortex prélimbique et infralimbique, la balance excitation / inhibition peut étre
modulée. L’augmentation de cette balance, par 'activation des canaux présents sur I'un ou
I'autre des types cellulaires, provoque comportementalement une diminution des contacts
sociaux ainsi qu'une baisse du temps passé au contact d'un congénere social. De plus il
semblerait également que le cortex prélimbique soit aussi impliqué dans le controle de la
hiérarchie sociale au sein d'un groupe de rongeur. Les premiéres études a ce sujet ont été
réalisées chez le rat (Holson 1986). Les auteurs ont montré que des lésions du CPFm

affectaient le rang social des animaux, qui avaient soit tendance a se retrouver dominés, soit
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a voir leur rang social abaissé. Récemment, Wang et ses collaborateurs (Wang et al. 2011) ont
montré que les souris les plus dominantes présentaient un profil d’activation des afférences
excitatrices dans le cortex préfrontal médian (aire prélimbique et infralimbique, au niveau de
la couche V) plus important que leurs congéneres de plus bas rang. Ainsi, les résultats chez
les rongeurs (rat ou souris) viennent étoffer ceux de la littérature chez '’homme, concernant
le lien entre les comportements sociaux et le cortex préfrontal médian (Amodio & Frith 2006).
Cependant, dans notre tache, il n’existe pas de corrélation entre l'activation c-Fos du PrL
médian et le comportement social. Méme si les données de la littérature ainsi que les
analyses de lésions du PrL semblent étre cohérentes entre elles, il est important de noter que
I'activation du gene c-fos est générale. Elle donne un bon apercu de I'activation régionale,
mais de plus amples expérimentations sont nécessaires afin d’affiner ces résultats. Par
exemple, il serait intéressant d’étudier les profils électrophysiologiques de ces deux sous-
parties du PrL (rostrale et médiale) lors de la tache d’interaction sociale, afin de s’assurer du

role putatif de chacune.

Nos résultats suggerent également l'implication centrale d'une partie du CPF, le
cortex prélimbique, dans l'interaction sociale et la flexibilité comportementale chez 1’animal.
Cependant il est important de noter que l'intégration d’indices sensoriels (olfactifs,
auditifs...etc.) est également importante lors de l'interaction sociale. Cela peut influencer le
fonctionnement du cortex préfrontal. En effet, 'intégration de ces signaux en plus des
informations relatives a la «récompense » sociale, peut créer un état motivationnel,
attentionnel et émotionnel qui peut altérer l'interaction sociale. Cette question sera

approfondie dans la suite de la discussion.

Gestion a long terme de I'interaction sociale et cortex orbitofrontal

L’implication du cortex prélimbique dans les processus de flexibilité comportementale
lors de la tAche d’interaction sociale nous a conduit a étudier d’autres structures préfrontales

de maniere a comprendre I'étendue du réseau impliqué.

Nous avons ainsi pu voir que les souris avec des lésions du cortex orbitofrontal
montrent une altération de leur comportement social, mais que cette altération est tres
différente de celle observée lors de 1ésions prélimbiques. En effet, si 'on observe simplement
les 4 premiéres minutes d’interaction sociale, aucune différence n’apparait entre les animaux

« 16sé-OFC » et le groupe controle. Seules les 4 dernieres minutes (correspondant a la période
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de 4 a 8 minutes) montrent un temps de contact plus élevé chez les animaux « 1ésés-OFC »
par rapport aux controles. Ce temps de contact plus élevé lors des 4 dernieres minutes ne
s’accompagne pas d'une augmentation de certaines classes comportementales. En effet, les
animaux « 1ésés-OFC » font le méme nombre de contacts que les animaux controles mais ces
contacts durent plus longtemps. Ces données sont cohérentes avec celle obtenues chez le rat,
qui montrent que des lésions spécifiques du cortex orbitofrontal n’affectent en aucun cas le

comportement social des animaux sur les 5 minutes de durée du test (Rudebeck et al. 2007).

De nombreuses données montrent que le COF posséde un role important dans la
mise a jour des valeurs associées aux différentes options (Sul et al. 2010), mais également
dans la réduction des «interférences » dues aux stimuli non pertinents lorsque plusieurs
options sont présentes (Kim & Ragozzino 2005). De plus, des données électrophysiologiques
ont montré que les neurones du cortex orbitofrontal possedent une décharge particuliere au
cours du temps. En effet, non seulement les neurones déchargent différemment pour une
récompense selon la taille espérée et le temps mis pour I'obtenir (Roesch & Olson 2004), mais
ils déchargent aussi lors de l’anticipation de la récompense, cette décharge diminuant
progressivement au cours du temps (Schoenbaum et al. 2006). Ainsi, nous pouvons supposer
que lors de la tache d’interaction sociale, les animaux « 1ésés-OFC » ne peuvent plus évaluer
dynamiquement la valeur du renforcement. Le contact social n’est ainsi pas dévalué au cours
du temps, ce qui conduit les animaux a ne pas diminuer leur temps de contact social au

cours de la tache au profit d"autres motivations.

Les données obtenues et discutées jusque la, renforcent l'idée que la tache
d’interaction sociale impose un comportement flexible et des prises de décision rapides et
adaptées, principalement vis-a-vis des comportements du congénére. En effet, nous venons
de voir que durant cette tache, des régions cérébrales décrites comme intervenant dans des
processus de choix flexibles entre différentes options, sont impliquées. C'est le cas
notamment du cortex prélimbique et du cortex orbitofrontal. Comme montré chez ’humain,
nous observons chez le rongeur une dichotomie fonctionnelle entre le COF et le cortex
« prélimbique » (inexistant chez 1'homme, mais fonctionnellement proche du CPF
dorsolatéral). En effet, des études d’imagerie ont montré que le COF de 'homme était
particulierement impliqué dans les processus de traitement des informations concernant les
renforcements positifs ou négatifs (Wallis 2007; Amodio & Frith 2006), tandis que le CPF
dorsolatéral est impliqué dans les processus de récupération d’informations cognitives et

dans les processus attentionnels nécessaires a la prise de décision (Rangel et al. 2008). Nos
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résultats renforcent I'idée d'une implication différentielle de sous-parties du CPF, telles que
le PrL et le COF. De plus, I'implication du COF lors de la tache d’interaction sociale chez la
souris, conforte I'idée que le comportement social en général, sans but reproductif, peut tout
a fait avoir les caractéristiques d’'une récompense au méme titre que d’autres types de

renforcements naturels (Panksepp & Lahvis 2007; Wohr & Schwarting 2009).

2. Implication des récepteurs nicotiniques contenant la sous-

unité B2 au cortex préfrontal.

Tout d’abord, I'étude de I'activation de la protéine c-Fos au sein du cerveau de souris
2KO ne montre pas d’activation spécifique. En effet, il n’existe aucune différence entre les
animaux ayant réalisé une interaction sociale (résident social) et les animaux ayant fait une
exploration d'un nouvel objet (nouvel objet). Ce résultat montre que chez les souris f2KO,
contrairement aux souris WT, aucune structure n’est particulierement sollicitée par
I'interaction sociale. Mais étrangement, le niveau d’activation des animaux controles
(animaux amenés dans la piece d’expérimentation puis anesthésiés) est tres élevé. Ainsi, il
n'y a aucune différence d’activation entre les groupes. De précédentes études d’activation de
la protéine c-Fos chez les souris f2KO ont non seulement montré un niveau d’activation
dans des structures corticales et sous-corticales beaucoup plus faible par rapport aux
animaux controles, mais également que des structures comme le PrL, le M1, le NAcgc, et la
BLA étaient activées par la nouveauté (Bourgeois et al. 2011). C-Fos étant un gene immédiat
précoce activé aprés une multitude, si ce n’est tous; les comportements, il est fortement
envisageable qu'une interférence comportementale ou expérimentale soit venue perturber le
niveau d’expression de ce gene et de sa protéine associée chez les individus de ce groupe
controle. Cette perturbation (observée lors de deux expériences reproduites de maniere
indépendante) nous empéche de conclure d'un effet de la nouveauté sur l'activation de

certaines structures chez les animaux $2KO.

Cependant, les résultats comportementaux obtenus avec les souris 32KO, montrent
que ces souris présentent un comportement social altéré. En effet, par rapport aux animaux
WT, les animaux 2KO passent beaucoup plus de temps au contact du congénére social.

Cette augmentation du temps de contact est concomitante avec une diminution du temps
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passé a l'exploration de I'environnement et est principalement due a 1'augmentation de
certaines classes comportementales, comme les poursuites (IA-VE-IP) ou les approches (IA).
Nos résultats renforcent l'idée que ces souris 2KO possedent un déficit de flexibilité
comportementale. En effet, des données obtenues chez ces souris 32KO montrent que ces
animaux n’adaptent pas leurs déplacements au cours du temps dans un environnement libre
a mesure que celui-ci devient familier. Il a également été montré que les séquences
d’approche de ces animaux étaient modifiées par rapport aux WT et que la flexibilité était
altérée de facon plus générale (Granon et al. 2003), confirmant ainsi nos résultats. Les
données obtenues chez les animaux 2KO non isolés ne montrent aucune différence de
comportement social. Dans cette condition ot la motivation sociale n’est pas augmentée par
l'isolement, les animaux P2KO ont un taux d’interaction sociale et un taux de poursuite au
méme niveau que celui des WT. Ces données renforcent 1'idée que ces animaux ne
présentent pas de déficit dans I'évaluation des motivations sociales ou d’exploration, mais
montrent plutét un déficit dans la gestion lorsque ces motivations entrent en conflit apres

isolement.

En sachant que la sous unité P2KO est présente dans 1'ensemble du cerveau (Le
Novere et al. 2002), il est d’autant plus surprenant que les résultats obtenus chez les souris
2KO coincident fortement avec le comportement social atypique des animaux lésés pour le
cortex prélimbique. Ceci nous a conduits a supposer que les récepteurs nicotiniques
contenant la sous-unité 32 au sein du cortex prélimbique jouent un role clé dans les

comportements sociaux.

Les résultats de la réexpression de la sous-unité B2 spécifiquement au sein du cortex
prélimbique répondent directement a cette question. En effet, la réexpression a ce site
spécifique, suffit a restaurer un temps de contact social normal, et des séquences d’approches
proches de celles obtenues chez WT. De maniére intéressante, un minium de 40% de
restauration est tout de méme nécessaire pour 1’obtention d"un comportement « normal » au
sein des animaux «réexprimés». Il a été montré que les sous-unités des récepteurs
nicotiniques s’assemblent selon deux schémas de sensibilité: « haute-sensibilité » et « faible-
sensibilité », dépendant du ratio des sous-unités a/f (Moroni et al. 2006). Dans notre
systéme, la sous-unité 2 réexprimée s’associe avec les sous-unités a endogenes pour former
des P2*nAChRs. De plus, de précédentes données d’électrophysiologie et de microdialyse,
montrent l'obtention de P2*nAChRs fonctionnels grace a la réexpression via vecteur

lentiviral (Maskos et al. 2005; Mameli-Engyvall et al. 2006; Avale et al. 2008). Dans notre étude,
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nous avons observé que la réexpression se fait principalement (a plus de 60%) au niveau du
cortex prélimbique médian, et ce malgré une injection du vecteur lentiviral a des
coordonnées correspondant au PrL rostral. Etant donné que les particules virales n’infectent
et n'intégrent que les corps cellulaires a proximité de l'injection (Avale et al. 2008), ceci
suggere que les sous-unités 2 sont transportées ou réexprimées principalement au niveau
du CPF médian via des efférences qui iraient du PrL rostral vers le PrL médian. Ces données
viennent donc renforcer l'impact du PrL médian wversus le PrL rostral dans les
comportements flexibles et leurs implications différentielles observées lors de 1’activation de

la protéine c-Fos.

Nos résultats, ainsi que ceux de la littérature renforcent I'hypothese de la contribution
majeure des récepteurs f2*nAChRs au sein du PrL. D’autant plus que de récentes données
montrent également qu'une réexpression de cette sous-unité 32 au sein de la ATV ou de la
SNpc chez des animaux [B2KO restaure le comportement flexible d’adaptation entre
comportement d’exploration lent et rapide dans un environnement libre. Cependant cette
réexpression ne restaure pas le comportement social (U Maskos et al. 2005; Avale et al. 2008).
De plus, les projections du systeme cholinergique vers le CPF médian jouent un role
prépondérant dans plusieurs processus cognitifs, tels que 1'apprentissage, la mémoire de
travail, et I'attention (Granon et al. 1995; Everitt & T W Robbins 1997; M Sarter & Bruno 1997;
Ross et al. 2005). Plusieurs auteurs montrent notamment que la sous-unité 2 au sein du
cortex préfrontal joue un role central dans les processus d’attention (Howe et al. 2010;
Guillem et al. 2011). Les récepteurs nicotiniques contribuent également a la régulation de
plusieurs circuits (Mansvelder et al. 2006; Dos Santos Coura & Granon 2012), dont les circuits
corticaux-limbiques (Mansvelder et al. 2009, Uwe Maskos 2010). Plus particulierement, les
B2*nAChRs ont été décrits aux sein d’interneurones du cortex préfrontal, mais également
aux sein de neurones pyramidaux (Dos Santos Coura & Granon 2012). Ces données sont a
mettre en paralléle avec 'hypothese de I'action bimodale de la dopamine au sein du CPF. En
effet, nous avons vu en introduction que la dopamine provoquait deux états d’activation en
fonction du type de récepteurs (« D1-like» ou « D2-like ») sollicités, mais également en
fonction du taux de décharge de la dopamine (tonique ou phasique). Selon I'hypothese, I’état
d’activation « D2 » conduirait a une réduction du réseau d’inhibition permettant I'évaluation
des différentes modalités arrivant au CPF, tandis que «l'état D1 » augmenterait I'état
d’inhibition, de telle sorte que seuls les signaux les plus forts seraient capables de franchir le

seuil nécessaire. Or, les récepteurs 32*nAChRs sont présents a la fois sur les corps cellulaires
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dopaminergiques et leurs projections au niveau du CPF (Dos Santos Coura & Granon 2012),
modulant ainsi (via les afférences cholinergiques) la libération de dopamine au préfrontal.
Cette modulation participerait donc a la balance entre les états « D1-like » et « D2-like », et
pourrait expliquer, en partie en tous cas, I'implication des récepteurs p2*nAChRs dans les
processus d’attention, d’apprentissage et de mémoire de travail. En effet, en 1'absence de
récepteurs P2*nAChRs, la modulation dopaminergique favorisant la sélection d’un signal
préfrontal fort ne se fait plus, ainsi plusieurs signaux se retrouvent en concurrence,
entrainant un déficit de sélection et/ou de focalisation. Dans le méme registre, en sachant
que les p2*nAChRs postsynaptiques sont abondants sur les neurones GABAergiques du CPF
(Porter et al. 1999), leurs absence chez les animaux P2KO pourrait provoquer une
désinhibition préfrontal. Ainsi, ces récepteurs joueraient un rodle de régulateur dans la
balance entre excitation et inhibition au sein du CPF, comme il I'a été démontré dans le

cortex visuel (Lucas-Meunier et al. 2009).

De plus, étant donné le profil d’infection des particules virales, seules les efférences
au niveau du PrL sont atteintes par la réexpression. En effet, les afférences arrivant au PrL ne
peuvent pas étre sujettes a la réexpression, puisque le virus n’affecte que les corps cellulaires
(Avale et al. 2008). Sachant cela, nos résultats montrent que le role de la sous-unité p2 au sein
des nAChRs est probablement d@i aux modulations des connections du CPF vers les
structures sous-corticales. En effet, le controle du CPF, sur les structures limbiques
notamment, implique des projections glutamatergiques susceptibles d’altérer la balance
entre I'amygdale, I'hippocampe, et le noyau accumbens (Del Arco & Mora 2009). Chez le
rongeur, les projections les plus denses entre le CPF et le noyau accumbens et I'amygdale,
proviennent du cortex prélimbique (Vertes 2004). Ainsi, 'absence de p2*nAChRs au niveau
du PrL affecte probablement la balance fine entre les comportements dirigés vers un
renforcement (régulation « top-down » via PrL-NAcc) et I'état motivationnel (via le circuit PrL-
Amygdale). Ces deux processus étant tous deux requis dans l'adaptation et l'intégration
dynamiques des motivations internes et des stimuli externes a l’animal lors de ce

comportement d'interaction sociale (Sesack et al. 2003).
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Chapitre 2: Indices comportementaux associés aux

processus de prise de décision.

Données : dans ce chapitre la majorité des données sont issues des ARTICLE 2 & 4,

cependant certaines données sont non publiées (papier en cours de préparation).

Dans cette deuxiéme partie, nous nous sommes focalisés sur les indices
comportementaux pris en compte par les individus lors de prise de décision. En effet, lors de
l'interaction sociale, les souris doivent réagir en fonction des comportements effectués par le
congénere. Pour cela ils doivent prendre en compte différentes informations sensorielles
(olfactives, auditives, visuelles, contacts) de fagon a interagir de la maniere la plus adapté au
congénere et au contexte. On sait par exemple depuis plusieurs dizaines d’années déja, que
les rongeurs (et plus particulierement les souris) sont capables d’émettre des vocalisations
ultrasoniques (USVs) dans différents contextes (Portfors 2007). Ces USVs sont émises
notamment lors de relations entre les meres et les petits (D’Amato et al. 2005; Ehret 2005),
mais également lors de contacts sociaux a vocation sexuelle entre males et femelles
(Sugimoto et al. 2011; Wang et al. 2008; White et al. 1998). La participation de ces USVs lors
de contextes sociaux a caractéres non sexuels, comme lors de la tAche d’interaction sociale,

reste encore a déterminer.

Hypothétiquement, ces USVs permettraient I'adaptation des comportements par la
mise en place d'une « communication » entre les deux individus impliqués dans l'interaction.
Ainsi, Le but de ce chapitre a été de déterminer s’il existe des indices comportementaux
associés aux processus de prise de décision chez les animaux WT et f2KO. Et quel(s) est

(sont) le(s) role(s) des vocalisations lors de I'interaction sociale.
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2.1. Influence des différents contextes sociaux et vroduction d’USVs

Nous avons été capables d’observer et d’enregistrer une grande variété d’"USVs lors de
nombreuses taches de comportement entre deux souris adultes males. Ces USVs ont été
répertoriées selon les 10 catégories précédemment décrites (matériels & méthodes section

7.2).

a. Différents degrés d’interaction sociale et production d’USVs

Dans cette partie nous avons confronté les animaux a différentes conditions sociales.
Ces conditions varient selon le «degré d’information sociale » auquel les animaux sont

exposés.

Les souris WT et B2KO ont été exposées a trois conditions sociales: la tache SIT
classique, une tache d’interaction sociale indirecte (trois chambres social ot le congénere est
captif sous un pot), et une présentation d’odeur d'urine issue d'une cage d'individus sociaux
males. Nous avons montré que le nombre d’USVs par minute varie sensiblement en fonction
de la tache «sociale » a laquelle les animaux sont exposés (Figure 40A). En effet, malgré
'absence de différences entre les animaux WT et f2KO (excepté pour les corrélations), il y a
une différence significative entre les conditions pour le nombre d"USVs par minute (effet
génotype, Fa30= 0.046, P=0.83 ; effet condition, Fp30= 26.26, P<0.0001, interaction génotype x
conditions, Fp30= 0.09, P=NS). Que ce soit les animaux WT ou les p2KO, les animaux
émettent beaucoup plus d’'USVs lorsqu’ils sont en contact direct avec le congénére durant la
tache SIT (WT : 61.9+10.76, p2KO : 64.77£22.13 USVs par minute), que lors du contact séparé
par une paroi de plexiglas (3 chambres social, WT : 3.11+0.35, p2KO : 2.28+0.25 USVs par
minute), ou encore lors de la seule présentation d’indices sociaux comme les odeurs de

congénere (WT : 1.1840.36, 32KO : 0.61+0.34 USVs par minute).
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Figure 40: USVs émises lors de trois tiches a caractere social différent. (A) Nombre d"USVs
émises par minute en interaction sociale (SIT), 3 chambres social (3ch), et présentation
d’urine (B) Pourcentage de temps passé au contact du stimulus social (C) Courbes de
corrélations entre ces deux parametres pour des animaux WT (n=16) et f2KO (n=17). Les
données sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 pour les tests de
Mann-Whitney, et corrélations de Spearman.

De fagon intéressante, nous avons quantifié le temps d’exploration sociale dans les
trois cas. Donc le temps passé au contact soit du congénére directement, soit a explorer le pot
contenant le congénere, ou lors de I'exploration de la pipette contenant le coton imbibé
d’urine (Figure 40B). Nous avons ainsi mis en évidence qu’il existe une différence
significative entre les conditions SIT, 3 chambre et présentation d'urine (ANOVA, effet

condition, Fps1= 214.13, P<0.0001). De plus les animaux p2KO passent plus de temps que les
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animaux WT au contact du congénere en SIT, tandis que les WT explorent plus 1'urine.
Aucune différence n’est observée en trois chambres (effet génotype, Fas1= 17.51, P=0.0002 ;
interaction génotype x condition, F31y= 29.71, P<0.0001, test post-hoc de Mann-Whitney WT
Vs B2KO, SIT : P<0.0001 ; 3Ch : P=NS ; Urine : P=0.008).

'étude de corrélation entre le nombre d"USVs par minute et le pourcentage de temps
passé a I'exploration du congénere social révele une corrélation positive, et significative pour
les animaux WT (Figure 40C gauche, R?=0.82, z=3.17, P=0.001). A l'inverse, aucune
corrélation entre ces deux parametres n’est observée chez les individus P2KO (rs=0.43,
z=1.73, P=NS). Etonnamment, aucune corrélation n’est observée entre le nombre d’'USVs
émises par minute lors de la tdche de 3 chambres et la proportion de temps passé a cette
exploration chez les WT et les 32KO (Figure 40C centrale, WT : rs=0.099, z=0.38, P=0.09 ;
B2KO: rs=0.31, z=1.25, P=0.20). Mais, malgré le faible nombre d'USVs émises, les WT
présentent une corrélation entre le nombre d"USVs par minute et le temps d’exploration de la

pipette d'urine (Figure 40C droite, rs=0.51, z=2, P=0.045).

Nous avons ensuite étudié le répertoire vocal des souris lors des conditions
d’interaction sociale classique et de 3 chambres. L’étude du répertoire lors de 'exploration
d’urine n’a pu étre réalisée pour cause de nombre d’USVs trés faible (WT: 7.125+2.21 ;
B2KO : 3.68+2.04 USVs sur la totale durée du test). Ainsi, le répertoire d"USVs observé chez
les animaux WT et p2KO en interaction sociale est composé majoritairement d"USVs courtes,
appelées « short » (Figure 41A, détails dans le Tableau 4), en seconde position les USVs avec
sauts de fréquences «Jump ». Viennent ensuite pour les WT les USVs présentant des
modulations de fréquences « Modulées », les USVs a fréquence montantes « upward », les
« composite », et enfin les « downward », « u-shape», « Flat » et « chevron ». Les 32KO présentent
une tout autre organisation lors de la SIT, apres les « shorts » et les « jumps », viennent les
USVs «composite », les «modulées», «upward», «downward», «u-shape», «flat» et
« chevron ». Les animaux B2KO émettent significativement plus de « short », et moins de

« jump », « modulée » que les WT.
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Interaction sociale (SIT)

Type USVs WT B2KO Statistiques
(en % * sem.) (en % * sem.) (Mann-Whitney)
Short 40.5+5 56.816.8 U=70, P=0.04
Jump 28.2+3.2 14.243.3 U=54, P=0.009
Modulée 14.7+2.3 7.242 U=61.5, P=0.02
Upward 8.46£1.5 6.76%2 N.S
Composite 5+1.1 11.79+2.9 N.S
Downward 1.7£04 2.17+0.8 N.S
U-Shape 0.63+0.17 0.63£0.3 N.S
Flat 0.48+0.13 0.21+0.08 N.S
Chevron 0.20+0.08 0.12+0.08 N.S
3 chambres (3Ch)
WT B2KO Statistiques
Type USVs (en % * sem.) (en % * sem.) (Mann-Whitney)
Short 59.8+3 68.91£3 N.S
Jump 3+0.83 1.64+0.7 N.S
Modulée 0 0 N.S
Upward 1.62+0.56 1.4+0.65 N.S
Composite 0.21+0.22 0 N.S
Downward 0 0 N.S
U-Shape 20.4+2.8 18.7+.2.6 N.S
Flat 1.16+0.59 1.26+0.9 N.S
Chevron 13.7£2.2 1242 N.S

Tableau 4: Composition du répertoire vocal chez les animaux WT et f2KO lors des taches

de SIT (haut) et de 3Ch (bas).
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Figure 41: Composition du répertoire vocalisant et (en encadré) les fréquences d’émission
des USVs lors de la tiche SIT (A) et de 3 chambres (B) chez les animaux WT (n=16) et
P2KO (n=17). Les spectrogrammes de chaque classe d'USVs sont visibles sous chaque
diagramme. Et pf min: fréquence minimale, pf max: fréquence maximale, pf début:
fréquence de départ, pf fin: fréquence de fin. Les données sont présentées en moyenne *
sem., et *P<0.05, **P<0.01, **P<0.001 pour les tests de Mann-Whitney.
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Pour l'ensemble des ces USVs, nous avons mesuré les parametres de fréquences
(Figure 41A encadré, min, max, début, fin) associés a ces USVs. Il n’existe aucune différence
entre les deux génotypes pour ces parameétres. Mais, nous avons remarqué que la fréquence
d’émission des USVs lors de la SIT est relativement élevée (WT : pf min = 62.8+1.7 kHz, pf
max = 78.12+2.4 kHz, pf début = 69.6+2 kHz, pf fin = 70.2£2.1 kHz ; 2KO: pf min =
60.1+£2.14 kHz, pf max =70.9+3.2 kHz, pf début = 64.8+2.5 kHz, pf fin = 6.6+2.5 kHz).

La répartition des USVs au sein de la condition de 3 chambres varie 1égérement vis-a-
vis de celle observé en SIT. Premiérement, aucune différence n’est observée entre les
génotypes. Les USVs « shorts » restent toujours majoritairement représentées (Tableau 4). Par
contre l'organisation des USVs suivantes est différente. Les «u-shape» se placent
deuxiémes, viennent ensuite les « chevrons », les «jumps », les « upward », les «flats »,
« composites », « modulées » et « downward ». Le répertoire vocal est beaucoup plus

restreint que lors de la SIT pour les deux génotypes.

L’analyse des fréquences d’émission (Figure 41B encadré) nous a permis de mettre en
évidence une fréquence moyenne d’émission plus basse que lors de la SIT (WT : pf min =
50£1.3 kHz, pf max = 54.1+2 kHz, pf début = 53.5+1.3 kHz, pf fin = 54+1.5 kHz ; 2KO: pf
min = 46.6+1.4 kHz, pf max = 51.1+£1.6 kHz, pf début = 50.64+1.4 kHz, pf fin = 51.3+1.5 kHz,
respectivement SIT Vs 3 chambres, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001, P<0.0001).

b. Controle de I'audition de ces animaux

La vérification de la bonne audition des animaux utilisés pour 'ensemble de ces
taches a été réalisée en collaboration avec le Dr Edeline J-M. La mesure des potentiels
évoqués du tronc cérébral a été réalisée comme décrit lors du matériel et méthodes section 9.
Pour chaque stimulus auditif, nous avons enregistré une réponse auditive dans laquelle nous
pouvons discerner différentes ondes (de I a IV). A partir de ces traces, nous avons déterminé
le seuil d’audition spécifique de chaque fréquence, défini par l'intensité précédant la
disparition de toutes les ondes auditives. Le seuil obtenu (Figure 42) varie considérablement
en fonction de la fréquence du son (ANOVA mesures répétées, effet fréquence, F,26= 115.13,
P<0.0001), avec une audition optimale pour les sons purs de 8 kHz, et un autre pic d’audition

optimale autour de 16 kHz. Le seuil d’audition varie de maniere identique dans les deux
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groupes de souris (génotype x fréquences : F24= 0.889, P=0.52), et aucune différence n’est

détectée entre les génotypes (effet génotype, F1,28= 0.139, P=0.71).
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Figure 42: Seuil d’audition a différentes fréquences pour des souris WT (n=16) et p2KO
(n=17). . Les données sont présentées en moyenne + sem.
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2.2. Production d’USVs, vers un indice de l'état motivationnel de

U'animal.

Dans cette partie, nous nous sommes demandé si les USVs pouvaient étre un indice
de l'état motivationnel de l’animal. Pour cela nous avons choisi d’enregistrer les
vocalisations émises par des individus WT (C57BL6/]) subissant la méme tache d’interaction
sociale, mais ayant ou non été isolés avant I'expérience (Figure 43A). En isolant les animaux
durant les 3 semaines précédant l'expérience, nous émettons 1’hypothése que nous
augmentons leur motivation pour l'interaction sociale au dépend de l'exploration de
I'environnement. Ainsi lorsque les animaux n’ont pas été isolés, on s’attend a ce que leur

motivation pour l'interaction sociale soit moindre que s’ils avaient été isolés.

a. Parametres acoustiques modulés par la motivation sociale

Dans ce cas de figure, nous avons observé que les dyades d’animaux contenant
I'individu précédemment isolés émettent environ deux fois plus d’USVs (318+47.74) que
ceux non isolés (135.87+65 ; Test de Mann-Whitney, U=29.5, P=0.024, Figure 43B). Il existe
une différence significative entre les deux conditions pour le nombre d’USVs par minute
(Figure 43B), a savoir que les animaux isolés émettent plus d"USVs par minute (1.32+0.19)
que les animaux non isolés (0.56+£0.27, Test de Mann-Whitney, U=29.5, P=0.024). En plus du
nombre de vocalisations, certaines caractéristiques acoustiques différent également. Une
analyse détaillée des fréquences d’émissions de ces USVs (fréquence minimale, maximale, de
début et de fin, Figure 43C) montre que la condition d’élevage précédant 1'expérience
impacte également les fréquences d’émissions. En effet, les souris isolées (Pf début= 68.2+1.59
kHz; Pf min= 62.241.28 kHz ne présentent pas de différences significatives pour les
fréquences de début et les fréquences minimales par rapport aux souris non-isolées (Pf
début= 58.60+4.85kHz, Test de Mann-Whitney U=37.5, P=NS ; Pf min= 54.56+4.76kHz, U=50,
P=NS).
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Figure 43: Emissions de vocalisations et motivation sociale. (A) Diagramme temporel
schématique des deux conditions expérimentales exposées. D’un coté (en noir) les animaux
ayant été isolés précédemment a l'interaction sociale (SIT-isolé) et de l'autre un groupe
indépendant n’ayant pas été isolé (SIT-groupé, en blanc). (B) Nombre d"USVs par minute. (C)
Parametres acoustiques communément observés, de gauche a droite, les parametres de
fréquence minimum (Pf min), maximum (Pf max), de début (Pf début), et de fin (Pf fin), et la
durée moyenne de toutes les USVs émises. SIT-isolé, n=17 ; SIT-groupé, n=8. Les données
sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 pour les tests de Mann-
Whitney.
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Par contre malgré le fait que ces deux populations commencent leurs vocalisations
approximativement aux mémes seuils de fréquences, les souris isolées tendent a avoir une
fréquence de fin de leurs USVs plus élevée que les animaux non-isolés (SIT-isolés : Pf fin=
70.42+1.7 kHz ; SIT-groupé : Pf fin= 59.58+5.14 kHz, test de Mann-Whitney : U= 32, P=0.03).
De plus la fréquence maximale d’émission est également plus élevée en condition isolée
qu'en condition non-isolée (SIT-isolé: Pf max= 77.66+2.18 kHz; SIT-groupé: Pf max=
64.02+5.5 kHz, test de Mann-Whitney : U= 23.5, P<(0.01). Les dyades d’animaux dont le
résident a été isolé avant I'interaction sociale présente donc des USVs a des fréquences plus

élevées que les dyades dont le résident n’a pas été isolé.

Nous avons également montré que les USVs émises par les individus isolés sont plus
longues en moyenne que celle des animaux non-isolés (Test de Mann-Whitney, U=112,
P<0.01). Ce résultat est probablement du a la présence de vocalisations plus longues chez les
animaux isolés. En effet, la durée moyenne des USVs émises est intimement liée au
répertoire vocal des individus et nous avons tenu compte de I'impact de ce répertoire en

analysant séparément la durée de chaque type d'USVs (Figure 44A).

b. Modification du répertoire vocal

Nous avons observé que les animaux isolés en interaction sociale émettent des
vocalisations de type « Short », « composite », et « one frequency jump » plus longues que les
animaux non-isolés (short : U=104, P=0.03 ; composite : U=93.5, P=0.0042 ; one frequency jump :
U=78, P=0.026). Cette augmentation de durée des principaux types d’'USVs au sein du
répertoire pourrait expliquer pourquoi les animaux isolés ont une durée moyenne de
vocalisations globale plus longue (Figure 43C). Tous les autres types d'USVs ont une durée
moyenne similaire entre les deux groupes. Nous nous sommes ensuite intéressés au

répertoire vocal de ces animaux (Figure 44B).
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Figure 44: Répertoire vocal et durée des USVs durant l'interaction sociale. (A) Durées
moyennes de chaque types d’USVs en millisecondes. (B) Proportion des différentes
catégories de vocalisations. SIT-isolé, n=17 ; SIT-groupé, n=8. Les données sont présentées en
moyenne + sem., et *P<0.05 pour les tests de Mann-Whitney.

De fagon générale, I'ensemble des catégories d'USVs sont émises par les animaux
isolés et les non-isolés en interaction sociale (Figure 44B). Dans les deux cas, la classe
majoritairement représentée reste les USVs courtes et sans modulation de fréquence de la
catégorie « Short» (SIT-isolé, 39.48+5.05%, SIT-groupé, 69.9+9.5%). Viennent ensuite les
USVs ayant un seul saut de fréquence, les «one frequency jump», qui représentent
18.07+2.54% chez les SIT-isolé et 13.07+5.68% chez les SIT-groupé. En troisiéme position des
USVs les plus représentées en interaction sociale, nous retrouvons les USVs montantes a

fréquence constante, les « Upward » (SIT-isolé, 17.62+2.34%, SIT-groupé, 5.66+£2.56%).
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Nous avons constaté que les individus non-isolés émettent plus de vocalisations
courtes que les individus isolés (Test de Chi?, X?=8.46, P=0.003). Or nous avons vu que celle-
ci sont également relativement plus courtes que chez les SIT-isolé (Figure 44A). Comme
suggéré précédemment, ceci pourrait expliquer la diminution de la durée moyenne des
vocalisations émises par les animaux SIT-groupé. Inversement les animaux ayant été isolés
produisent plus de vocalisations de type «upward» et contenant plusieurs sauts de
fréquences (« frequency jumps ») que leurs homologues non-isolés (upward, X?=6.15, P=0.01;
frequency jumps, X?=4.14, P=0.04). Pour l'ensemble des autres catégories il n'y a aucune

différence significative entre les groupes.

c. Production d’"USVs et comportement social

Nous avons ensuite analysé les comportements sociaux mis en place lors de
I"émission de ces USVs. Nous avons ainsi montré, au sein du groupe d’individus isolés, qu’il
existait une corrélation positive et significative entre le nombre d"'USVs produites et le temps
que les animaux passent au contact social (Corrélation de Spearman, rs= 0.778, P=0.0001 ;
Figure 45A). Aucune corrélation entre ces deux parametres n’est observable chez les
animaux non-isolés (rs= 0.102, P=0.81; Figure 45B). Le méme type de corrélation a été
effectué pour les trois catégories principales d’'USVs émises lors de cette tache (Short, upward,
one frequency jump). Chez les animaux isolés, nous avons observé ’existence d"une corrélation
significative, uniquement entre le nombre d’'USVs de type « short » (rs=0.749, P=0.0003), de
type «one frequency jump » (rs=0.60, P=0.009) et le temps dédié au contact social. A contrario,
aucune corrélation n’est visible entre les nombres d'USVs « short », « upward » ou « one

frequency jump » et le temps d’interaction sociale chez les animaux non-isolés (ARTICLE 2,

Figure 3).
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Figure 45: Corrélation entre production de vocalisations et comportement social. (En haut)
Relation entre les émissions d"USVs et le contact social pour les animaux isolés (A) et les
animaux groupés (B). Répartition des vocalisations majoritaires de type « Short» selon
différents types de contacts, Oro-oral, Oro-c6té, Oro-génital, et autres (en bas). SIT-isolé,
n=17 ; SIT-groupé, n=8. Les données sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05, **P<0.01
pour les corrélations de Spearman et test U de Wilcoxon.

Pour continuer, nous avons déterminé avec précisions quels types de contacts (ou
non contact) sont effectués lors de I'émission des grandes catégories d'USVs représentées.
Nous avons ainsi pu montrer que les animaux précédemment isolés émettent la majorité de
leur USVs durant les phases de contact social, a I'inverse des animaux non-isolés (Figure 45A
&B, bas). Approximativement 80% des USVs de type « short » sont émises par les individus
isolés durant le contact, contre 20% émises quand les souris ne se touchent pas (test de rang
de Wilcoxon, z=-3.24, P=0.0012 ; Figure 45A, bas). Nous avons observé la méme répartition

au sein des deux autres classes les plus représentatives (ARTICLE 2 Figure 4), a savoir les

«upward » (z=-2.82, P=0.0048) et les « one frequency jump » (z=-2.84, P=0.0045). A l'inverse,
chez les souris non-isolées, la majorité des USVs de type short sont émises lors de périodes de
non-contact (60.8+8.9% en non-contact, contre 39.2+8.9% en contact ; z=-1.09, P=0.271). Il en

va de méme pour les deux autres catégories (upward, z=-0.73, P=0.46 ; one frequency jump, z=-
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1.36, P=0.173). Une analyse plus approfondie des types de contacts engendrés montre que les
souris isolées émettent leurs vocalisations de fagon équitable entre les trois types de contacts,
oro-oral, oro-génital, oro-coté, et tres minoritairement durant les contacts « autres » (Figure
45A, bas). A I'inverse, les animaux non-isolés semblent privilégier a plus de 50% les contacts

de types oro-génitaux lors de I'émission de leurs vocalisations (Figure 45B, bas).

2.3. Une production d’USVs non restreinte aux contextes sociaux

Contrairement a ce qui est suggéré par les données de la littérature, I'émission de
vocalisation par les souris n’est pas restreinte a des contextes sociaux. En effet, nous avons au
cours de nos travaux mis en évidence 1'émission d’'USVs au cours de différents contextes non
sociaux chez les souris C57BL6/]J. Par ailleurs, I"étude approfondie de ces USVs pose la
question du role de ces USVs lors de tache non social. Et quelle est la différence avec les

USVs émises lors de l'interaction sociale.

a. Parametres acoustiques lors de tdches non sociales

Nous avons ainsi enregistré des USVs lors de I'exploration d’environnement (EXPLO)
et durant un stress de contention (Contention). Comme précédemment décrit pour
I'exploration d’environnements (matériels & méthodes sections 4 & 6) deux groupes
d’animaux ont été utilisés, un groupe isolé durant trois semaines avant l'exploration

(EXPLO-isolé), et 'autre non isolé (EXPLO-Groupé ; Figure 46A).
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Figure 46: Emissions de vocalisations lors de l’exploration et de la contention. (A)
Diagramme temporel schématique des trois conditions expérimentales exposées. (Barres
grises) les animaux ayant été isolés précédemment a I'exploration d’environnement (EXPLO-
isolé), les animaux n’ayant pas été isolés (EXPLO-groupé, barres rayées), et enfin les animaux
ayant subis un stress de contention (Contention, barres blanches). (B) Nombre de
vocalisations par minute. (C) Parameétres acoustiques communément observés, de gauche a
droite, les parametres de fréquence minimum (Pf min), maximum (Pf max), de début (Pf
début), et de fin (Pf end), et la durée moyenne de toutes les vocalisations émises. EXPLO-
isolé, n=17; EXPLO-groupé, n=8, Contention, n=16. Les données sont présentées en
moyenne + sem. Effet groupe testé avec un test de Kruskall-Wallis, et *P<0.01, **P<0.001,
***P<0.0001 pour test post-hoc de Mann-Whitney apres correction du seuil (Bonferroni).
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Au cours de ces différentes taches, nous avons montré que le nombre de vocalisations
émises était tres amoindri par rapport aux contextes sociaux. En effet le nombre total de
vocalisation ne dépasse pas 50 USVs lors de l'exploration des animaux non-isolés, alors
qu’'en interaction sociale dans les mémes conditions, il était de 100 vocalisations environ.
Pour ces trois conditions expérimentales une analyse de variance réalisée grace a un test non
paramétrique montre un effet de la condition expérimentale sur le nombre d’'USVs émises
par minute (test des variances 1 voie Kruskall-Wallis, H>= 7.64, P=0.02 ; Figure 46B). En effet
les animaux préalablement isolés émettent significativement moins d'USVs que leurs
homologues non-isolés en exploration d’environnement (comparaison 2 a 2 test de Mann-

Whitney, U=17.5, P=0.006).

Les animaux en contention émettent autant d’'USVs que les animaux isolés en
exploration d’environnement ((Kruskall-Wallis effet groupe, H.= 7.64, P=0.02;
contention*EXPLO-isolé : U=117, P=0.90 ; Figure 46B). De méme, les animaux non isolés en
exploration émettent plus de vocalisations a la minute que les autres groupes (EXPLO-
groupé*EXPLO-isolé, U=17.5, P=0.006 ; EXPLO-groupé*Contention, U=27, P=0.02 ; EXPLO-
isolé*Contention, U=117, P=0.90).

Comme pour les vocalisations émises en interaction sociale, nous avons réalisé des
mesures de fréquences sur les USVs émises lors de ces taches non sociales (Figure 46C).
Nous avons montré qu'il existe un effet groupe pour les mesures de fréquences minimales
(Pf min, Kruskall-Wallis effet groupe, H,=13.48, P=0.001), fréquences de début (Pf Début,
Kruskall-Wallis effet groupe, H>=12.92, P=0.001), et fréquences de fin (Pf end, Kruskall-
Wallis effet groupe, Ho=14.42, P=0.0007). En effet les souris en contention émettent des USVs
a plus basses fréquences que lors de I"exploration d’environnement isolé ou non (Pf Début,
Contention : 35.74+2.9 kHz ; EXPLO-isolé : 45+1.6 kHz ; EXPLO-groupé : 50.8+3.3 kHz, Pf end,
Contention : 35.3+2.8 kHz ; EXPLO-isolé : 45.7+1.5 kHz ; EXPLO-groupé : 49.3.8+2.2 kHz).
Les fréquences de début, et de fin des USVs en contention sont significativement plus basses
que celles des individus EXPLO-isolés (respectivement Pf Début, U=52, P=0.007 ; Pf end,
U=39, P=0.001), ou EXPLO-groupés (Pf Début, U=13, P=0.001 ; Pf end, U=16, P=0.003). De
méme, les souris en contention émettent des USVs dont la fréquence minimale est beaucoup
plus basse (30+2.7 kHz) que les souris EXPLO-groupé (43.9+1.6 kHz, test post-hoc de Man-
Whitney, U=16, P=0.003), ou les souris EXPLO-isolé (40.5+2.4 kHz, U=43, P=0.002).
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De maniére intéressante, 1'analyse de la durée moyenne des vocalisations émises
(Figure 46C) révele une différence significative entre les groupes. Cette différence est due au
fait que les animaux isolés en exploration émettent les USVs les plus courtes. En effet, en
condition EXPLO-isolé, les animaux émettent des USVs qui sont plus courtes que celle
émisent par les animaux EXPLO-groupé (U=10, P<0.001), ou encore par les animaux en
contention (Contention, U=18, P<(0.0001). Cette différence de durée moyenne des USVs est
fortement liée a la composition du répertoire vocalisant des animaux. Nous avons tenu
compte de cela dans notre analyse en séparant les durées moyennes pour chaque catégorie

d"USVs au sein de ces trois groupes (Figure 47A).

b. Répertoire vocal et situations non sociales

Nous avons observé que les animaux isolés en exploration émettent des vocalisations
de type « short » plus courtes que les animaux non-isolés (U=16, P=0.003), et que les animaux
en contention (U=6, P<0.0001). Il en va de méme pour les vocalisations de type « composite »
(EXPLO-isolé*EXPLO-groupé, U=10, P<0.001 ; EXPLO-isolé*Contention, U=26, P<0.0001).
Nous avons ensuite étudié le répertoire vocal de ces animaux (Figure 47B). Nous avons ainsi
pu montrer que les proportions d'USVs de type «short», «downward», «upward»,
«modulated», ou encore «frequency jumps» ne varient pas entre les groupes. A l'inverse, il y a
un effet groupe majeur pour les USVs de type «composite » (Kruskall-Wallis, H»>=12.13,
P=0.002) et « one frequency jump » (H2=14.91, P=0.0006). En effet les animaux EXPLO-groupé
émettent moins de « composite » que les EXPLO-isolé (X?=8.85, P=0.003), et que les animaux
en contention (X?=17.22, P<0.0001). Par contre, ils émettent plus d’'USVs avec un seul saut de
fréquence, «one frequency jump » (EXPLO-groupé*EXPLO-isolé, X?=4.86, P=0.02 ; EXPLO-
groupé*Contention, X?=11.85, P<0.001).
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Figure 47: Répertoire vocal et durée des USVs durant les taches non sociales d’exploration
et de contention. (A) Durée moyennes de chacune des USVs en millisecondes. (B) Proportion
des différentes catégories de vocalisations. EXPLO-isol¢, n=17; EXPLO-groupé, n=8,
Contention, n=16. Les données sont présentées en moyenne * sem. Effet groupe testé avec un
test de Kruskall-Wallis, et *P<0.01, **P<0.001, ***P<0.0001 pour les tests post-hoc Chi-deux (A)
et Mann-Whitney (B) apres correction du seuil (Bonferroni).

Comme précédemment suggéré la composition du répertoire influence de maniere
non négligeable la durée moyenne des USVs émises. En effet, les données de la Figure 47
confirment que les animaux du groupe EXPLO-isolé émettent autant d"USVs « short » que les
autres groupes, mais que celles-ci sont plus courtes. De méme, ils tendent a émettre autant de
« composite » que les animaux en contention, mais celles-ci sont également plus courtes chez
les animaux EXPLO-isolé. Alors que pour la méme catégorie, les animaux du groupe

EXPLO-groupé en émettent moins mais les leurs sont plus longues.
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Tableau 5: Récapitulatif des résultats principaux concernant les émissions d’"USVs au sein
des différentes conditions expérimentales

Corrélation au

Nombre d'USVs Fréquences d’émissions comportement
social
Isolé : oui
SIT Isolé>groupé Isolé>groupé

Groupé : non

Groupé>Isolé =
EXPLO Groupé>Isolé>Contention
Contention
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Discussion :

Production de vocalisations ultrasonores,
motivation sociale et contexte d’étude

comportemental

Synthése des résultats:

Les données obtenues dans différentes conditions sociales, en faisant varier le niveau
d’indice social délivré aux l'animaux, montrent l'importance du «feedback » social. Le
niveau d’émission, le répertoire, ainsi que la fréquence d’émission des vocalisations est
d’autant plus important que la situation permet une interaction sociale directe. Grace a une
étude comparée nous avons également pu comparer les profils d’émissions d"USVs entre les
souris WT et 32KO lors de ces différents contextes sociaux. Nous avons ainsi pu montrer que
les USVs des souris f2KO ne sont jamais corrélées au comportement social, contrairement
aux WT. De plus, des données non encore publiées de 1'équipe montrent que lors de

l'interaction sociale entre deux animaux p2KO n’entraine pas la production d’"USVs.

Par ailleurs, nous avons comparé les émissions de vocalisations d’animaux WT
préalablement isolés ou non pendant la tache de SIT. Nous avons montré que lorsque les
animaux sont motivés pour l'interaction sociale (en isolant les animaux), ils émettent un plus
grand nombre d'USVs, a des fréquences plus élevées (75kHz environ), avec un répertoire
différent par rapport aux animaux non isolés. De plus, contrairement aux animaux non
isolés, l'isolement social entraine une émission d'USVs directement corrélée au
comportement de contact social, avec plus de 80% des USVs émises durant ces phases de
contact. Ces résultats suggerent donc un role primordial des USVs, elles pourraient étre le
reflet du « plaisir » éprouvé par le contact social. En effet, une des hypotheses alternatives a
l'isolement social est qu’en isolant les animaux, non seulement ils sont plus motivés, mais
leur état émotionnel change. Entrainant ainsi une modification de leurs émissions d’'USVs

vis-a-vis des animaux non isolés.
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Pour finir, de fagon intéressante et totalement nouvelle, nous avons observé que des
USVs peuvent étre émises dans de multiples situations non sociales. Ces résultats nous ont
permis d’apprendre que le nombre d'USVs, le répertoire vocal ainsi que les parametres
acoustiques (fréquence, durée des USVs, occurrence d’émission...etc.) varient en fonction des
conditions comportementales. La condition plus stressante (contention) présentant un profil
d’émission particulier, avec un nombre d’USVs restreint et des fréquences d’émission tres

basses (35kHz environ).

1. La production d’"USVs contexte-dépendante

Nos présents résultats détaillent le comportement vocal des souris adultes lors de tache
d’interaction entre deux souris de méme sexe, ou lors d’autres contextes, sociaux ou non.
Cette étude montre que le nombre total d"USVs émises, le nombre d"USVs par minute, le
répertoire vocal, la fréquence d’émission, ainsi que la durée moyenne des USVs peuvent

varier en fonction des contextes.

Les contextes de production de vocalisations ultrasonores

Depuis pres de 50 ans, il est tres bien connu que les rongeurs émettent des USVs
particuliéerement en présence de congénere (Yajima & Hayashi 1983a; Panksepp & Lahvis
2007; Scattoni, Gandhy, et al. 2008; Burgdorf et al. 2008; Scattoni et al. 2010; Panksepp et al.
2007; Holy & Guo 2005; Brudzynski 2007). Notamment lors d’interactions directes entre
males et femelles (White et al. 1998; Hammerschmidt et al. 2009; Scattoni et al. 2010), entre
femelles et juvéniles (D’Amato et al. 2005; Wohr et al. 2008), ou lors d’interaction entre
individus de méme sexe (Scattoni et al. 2010; Panksepp et al. 2007). Toutefois, ces USVs
peuvent également étre associées a la présentation d’indices indirects, tels que la
présentation d’urine ou encore 1'émission de playback en bande sons (Wohr & Schwarting

2007; Hoffmann et al. 2009).

Malgré la diversité des conditions d’enregistrement, il flotte une idée dans la littérature
que les souris ne vocalisent pas lors de conditions aversives telle que la contention physique
ou lors de chocs électriques (Portfors 2007). Cependant, chez le rat et contrairement aux

souris, de nombreuses données existent sur la production de d’USVs lors de situations
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aversive et/ou d’agressivité (Brudzynski & Ociepa 1992; Brudzynski & Chiu 1995;
Brudzynski & Pniak 2002; Borta et al. 2006, Hegoburu et al. 2011). Nos résultats montrent
donc pour la premiere fois, que nous sommes capables d’enregistrer des USVs dans diverses
conditions sociales mais aussi lors de conditions non sociales, ou lors de conditions aversives
comme la contention. En effet, nous avons observé que les animaux étaient capables
d’émettre des vocalisations lorsn de la tache de contention, mais aussi lors de 1'exploration
de l'environnement peu importe si ils avaient été isolés ou non avant l'expérience.
Cependant le nombre moyen d"USVs émises lors de I'exploration est trés largement inférieur
a celui observé lors de l'interaction sociale (diminution de 88 %). La fonction de ces USVs en
exploration d’environnement reste encore a définir. Il serait en effet intéressant de comparer
les émissions d’USVs lors de tels contextes entre des animaux WT et des souris mutantes
modeles de I'autisme (Ey et al. 2011; Schmeisser et al. 2012). En effet, la comparaison de telles
USVs non sociales, entre des WT et des mutants, pourrait nous permettre de distinguer les
déficits généraux de l'émission des USVs et les déficits spécifiques dans 1'émission de
signaux a caractere social. Il serait également intéressant d’étudier 1'émission d’'USVs chez
des animaux hypo ou hyper anxieux lors de ces taches d’exploration d’environnement. Ces
études nous permettraient d’éclaircir les relations entre état émotionnels et émissions d"USVs

dans un contexte non social.

L’expression vocale de 1'état émotionnel chez la souris

L’utilisation de plusieurs taches (sociales et non) nous a surtout permis de renforcer 1'idée
que l'expression vocale chez les mammiféres est étroitement liée a 1'état émotionnel et
motivationnel de I'individu produisant les vocalisations (Briefer 2012). En effet, nos résultats
montrent une nette différence de niveau de vocalisations entre les conditions sociales (SIT) et
les conditions non sociales (EXPLO et Contention). Lors de l'interaction sociale, les animaux
émettent un grand nombre d’USVs, qui représentent bien plus du double de ce que 1'on
observe lors de I'exploration d’environnement ou lors de la contention. Cette observation
suggere que lors de la SIT, I'enregistrement d'un grand nombre d’USVs n’est pas seulement
du a la présence de deux animaux dans la cage. Bien qu’aujourd’hui nous sommes encore
incapables de différencier quel individu vocalise a quel moment, il reste bien évidemment
possible que les deux animaux (le résident test et le visiteur social) sont susceptibles de
vocaliser lors de cette tdche. Néanmoins, lors de la contention nous enregistrons un nombre
d’USVs extrémement bas (4 USVs/min), alors que lors de I'exploration, ce niveau est plutot
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intermédiaire (EXPLO-isolated : 4 USVs/min, EXPLO-grouped : 9 USVs/min). En SIT ce
taux d’émission est relativement élevé (entre 35 et 80 USVs / min). Cette augmentation du
nombre d’USVs reflete probablement la différence d’état émotionnel dans lequel se trouve
les animaux selon qu’ils se trouvent en situation plaisante (SIT : état émotionnel positif), en
situation non sociale a caractére légerement stressant (EXPLO : état émotionnel neutre) ou
lors de situations aversives (contention ; état émotionnel plutdt négatif). Nos données vont
dans le méme sens que le concept de « régle structurelle de motivation » émit par Morton en
1977 (Morton 1977). En effet, selon Morton, les vocalisations produites dans un contexte
«hostile » doivent étre structurellement différentes de celles émises dans un
contexte « amical » ou de « peur ». Cette théorie est basée sur I'observation de vocalisations
émises par de nombreuses espéces d’oiseaux mais aussi de mammiferes. Elle suppose que
dans un contexte hostile, les animaux ont tendance a émettre des sons de basse fréquence
(imitant ainsi le son d’un animal plus gros, trompant le receveur quand a la taille réelle de
"émetteur), et émettent des sons de haute fréquence lors de contextes plaisants ou de peur
(reproduisant les sons produits par les enfants, censé apaiser le receveur). Chez I"humain, il

est maintenant bien décrit que les

émotions affectent profondément Ia Negative
emotional state

prosodie (House et al. 1987; Briefer 2012).
Les émotions induisent en effet un
changement dans les systémes nerveux
somatique (SNS) et autonome (SNA), qui
modifient aussi bien 1'action et la tension
des muscles utilisés pour la production de
la  voix (phonation, résonance et
articulation, controlées par le SNS), que le
rythme respiratoire et la salivation (sous
controle du  SNA). Toutes ces

modifications de "appareil vocal induisent

des changements particuliers dans les Positive emotional state

caractéristiques de la voix (Scherer 2003). Figure 48: interprétation de la relation entre

USVs et état motivationnel.
Tout au long de ce chapitre, les

données obtenues nous montrent que la fréquence d’émission des USVs differe selon les

conditions d’expérimentations. Les USVs associées aux conditions sociales sont émises a des

167



IV Chapitre 2 : discussion

fréquences tres hautes (environ 75 kHz), tandis que les USVs a fréquences plus basses
(environ 35kHz) sont enregistrées lors de la contention. Ces changements au sein de la
fréquence d’émission en fonction du contexte semblent étre retrouvés chez de tres
nombreuses espéces (e.g., rat, chien, humain, primate non-humain, oiseaux) au sein
desquelles I'état émotionnel et motivationnel induit un changement de prosodie (Bollen et al.
2007; Burgdorf et al. 2008; Brudzynski 2007; Brudzynski & Ociepa 1992; Hegoburu et al. 2011;
Litvin et al. 2007; Fendt et al. 2006; Scherer & Zei 1988; Briefer 2012). La plupart des études
montrent, en accord avec le concept de Morton, que les vocalisations émises lors de
rencontres agonistiques sont de longues durées, de basses fréquences, et de faibles
modulations de fréquence. A l'inverse les vocalisations produites durant des contacts non-
agressifs, sont souvent courtes, hautes et modulées en fréquences. Nos résultats concernant
les différences de fréquences tendent a renforcer ces données (Figure 48), mais nous
observons a l'inverse que les USVs émises lors de la tdche d’interaction sociale sont plus
longues que les USVs des autres conditions non sociales. Cette différence est principalement
due au fait que le répertoire vocal chez les animaux en SIT est beaucoup plus large que celui
des animaux en exploration ou méme lors de la contention. En effet, les souris émettent des
USVs de type «short » et « composite » dans toutes les conditions. Cependant, les souris
émettent plus de vocalisations a durée plus longue, telles que les « upward », « modulée »,
« multiple frequency jump », «U-Shape», «chevron», et «flat» en SIT que lors des
conditions non sociales. Les « short » et les « composite » pourraient alors représenter des
vocalisations plus « basiques » retrouvées dans n'importe quelles conditions, tandis que les
autres types seraient plus «informatifs » du contenu comportemental, émotionnel, ou
motivationnel. Au cours de 1'évolution de la transmission des signaux, différentes pressions
sont survenues dans la conception des signaux en fonction du type d’information, publique
ou privée, que 1'on souhaite faire passer (Mc Gregor & Dabelsteen 1996). De cette facon, les
USVs émises durant l'interaction sociale pourraient étre assimilées a de l'information
« privée », transmise a faible portée, sachant que les hautes fréquences diffusent moins dans
’environnement et sont plus vite absorbées que les basses fréquences. Inversement les USVs
émises lors de la contention seraient plus « publiques », destinées a une audience plus
lointaine en guise d’avertissement ou de signaux de détresse. Ainsi les USVs plus
« basiques » émises en contention seraient similaires aux cris de 22-kHz émis chez le rat en
tant que cris d’alarme lors de taches aversives (Borta et al. 2006; Litvin et al. 2007; Brudzynski
2007). Notons toutefois que les cris d’alarmes émis chez le rat possedent des caractéristiques

précises (fréquence moyenne a 22 kHz, et longue durée) que ne possedent pas les USVs
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enregistrées lors de notre tache de contention. Cette différence souligne un peu plus les

divergences qui existent entre les études chez le rat et celles chez la souris.

Importance des USVs dans les relations sociales

Chez I'humain comme chez 1’animal, les indices sur 1'état émotionnel distillés par
lI'individu vocalisant jouent un réle important dans la régulation des comportements sociaux.
IIs informent l'individu receveur des possibles intentions comportementales de l'autre
(Panksepp 2009; Briefer 2012). Par exemple, un signal émis dans contexte amical implique
que I'émetteur est dans un état émotionnel positif, et qu’il ne risque pas d’attaquer. Pour ces
raisons, et selon Brudzynski S. (Brudzynski 2007), la corrélation entre la production vocale et
I’état émotionnel revét une importance toute particuliere au sein des espeéces sociales. De
plus, le réseau cérébral a l'origine de la production d'USVs chez les mammiferes est
aujourd’hui bien détaillé (Arriaga & Jarvis 2011; Jiirgens 1994; Jiirgens 2002; Jiirgens 2009). 11
a notamment été montré que, chez le primate non-humain, le cortex antérieur cingulaire
(ACC) joue un role dans l'initiation volontaire des vocalisations, tandis que la substance
périaqueducale (PAG) joue un role dans les mécanismes de production de vocalisations
élémentaires (Jurgens 1994; Jiirgens 2009) et est activé durant le langage chez '’homme (L. a
O’Connell & H. a Hofmann 2011; Schulz et al. 2005). En effet, chez 'Homme comme chez le
primate, des lésions de 'aire PAG entrainent un mutisme complet (Jiirgens 1994; Esposito et
al. 1999). De plus, il semblerait que la PAG ne participe pas a la coordination motrice des
vocalisations elles-mémes, mais plutdt au couplage entre motivations spécifiques (issues de
différents états internes et externes) et expression vocale correspondante (Ploog 1988; Jiirgens
1994). Tres récemment, une étude phylogénique a grande échelle a mis en évidence la
conservation d'un réseau cérébral dédié au comportement social (O’Connell & Hofmann
2012). Dans ce réseau, la PAG tient un role central et posséde une interconnexion forte avec
de nombreuses structures cérébrales, notamment avec le systeme de récompense (Figure 49).
I est intéressant de noter la présence et I'implication de la PAG dans deux processus aussi
différents que sont la production de vocalisations et le comportement social, mais qui,
semble-t-il, sont intimement liés. Nous verrons plus tard dans cette discussion que lors de
l'interaction sociale, les USVs émises par la souris sont fortement corrélées aux contacts
sociaux et possedent probablement un role dans I'établissement et le maintien des contacts

sociaux affiliatifs entre les individus.
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Figure 49: Représentation schématique des régions connectées a PAG chez ’homme basée
sur la mesure du tenseur de diffusion. Abréviation: ACC: cortex cingulaire antérieur ;
Cerebell : cervelet ; dmPFC : CPF dorsomédian ; vinPFC : CPF ventromédian ; vIPFC : CPF
ventrolatéral ; WM : matiere blanche (adaptée de Linnman et al. 2012).

2. L’expérience sociale influence le comportement vocal

Comme abordé dans le chapitre 1, nous avons vu que lors de la SIT, il fallait opter pour
une balance fine entre motivation sociale et motivation pour I'exploration d’environnement
en jouant sur l'isolement et 'habituation des animaux avant la tdche. De maniere simple
nous avons vu que lorsque les animaux WT ne sont pas isolés, le temps qu’ils passent au
contact du congénere est tres faible par rapport au temps passé a 1'exploration. Nos résultats
sur I'émission de vocalisations montrent comment ces USVs sont justement influencées par
les conditions d’élevage avant expérimentation. En effet, partant du fait que l'isolement joue
le role de modulateur de I'état motivationnel de l’animal, les souris en condition isolées
seraient plus motivées pour l'interaction sociale que les souris non isolées et élevées en
groupes. Cette modulation entraine une modification considérable de I'émission d"USVs.

Notamment, les souris en condition isolées (SIT-isolé) émettent plus d'USVs, plus longues, a
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un taux plus élevé, et a des fréquences plus hautes, que leurs homologues non isolées. Ces
résultats renforcent les résultats montrant que la modulation du renforcement social module
fortement I"émission d’USVs chez le rongeurs (Panksepp & Lahvis 2007; Fendt et al. 2006;
Moles et al. 2007; Wohr & Schwarting 2009), comme cela a été montré chez le primate
(Schehka et al. 2007). Nos résultats montrant que les individus élevés en groupe émettent
moins d’USVs, sont cohérents avec des résultats précédents montrant que des individus
males socialement expérimentés (ayant déja rencontré un congénere de méme sexe) émettent
moins d'USVs que les individus inexpérimentés, n’ayant jamais rencontré de congénere
(Hoffmann et al. 2009). Les animaux doivent étre motivés pour l'interaction sociale, par
l'isolement social, pour émettre plus d’'USVs. De récentes données exposent que les contacts
sociaux (autres qu’a but reproductif, ou dans les relations mere-petit) peuvent étre motivant
pour l'animal, démontrant ainsi l'intérét de la motivation sociale dans 1'établissement des
contacts sociaux (Panksepp & Lahvis 2007). A notre connaissance, nos résultats sont les
premiers montrant que cette motivation sociale impacte le nombre ainsi que les
caractéristiques acoustiques des USVs. De la méme fagon, nous avons montré que les
animaux isolés émettent des USVs a des fréquences plus élevées que les souris non isolées en
SIT, renforcant I'hypothése abordée précédemment, d’une relation étroite entre I'état
motivationnel de I'animal et la fréquence d’émission des USVs (Brudzynski 2007). En effet,
chez le rat la distinction nette entre deux types d’'USVs obtenues dans des conditions
positives ou négatives, a permis de soulever cette question. Brudzynski S. a alors suggéré
que l'activation d’une portion précise du systéme ascendant cholinergique induit
invariablement un état émotionnel négatif et I'émission d'USVs de basses fréquences
(exemple : 22 kHz), tandis que l'activation du systéme dopaminergique induit un état positif
et donc l'émission d'USVs de haute fréquences (exemple: 50 kHz). Ces données sont
largement appuyées par des études pharmacologiques d'une part (Brudzynski 2001;
Burgdorf et al. 2001; Wintink & Brudzynski 2001; B. Thompson et al. 2006), et
d’'immunohistochimie d’autre part (Sadananda et al. 2008). Cependant de nombreuses
études reportent également l'implication du systéme glutamatergique (Wintink &
Brudzynski 2001; Brudzynski & Pniak 2002). Dans notre cas, les USVs émises lors de la tache
d’interaction sociale sont pour la plupart a des seuils de fréquences élevés (au dessus de 60
kHz). Ainsi, et selon cette dichotomie basée sur des criteres de fréquences entre deux types
d’USVs, il semblerait que lors du contact social, 1'activation du systeme dopaminergique
entraine 1'émission d’'USVs a haute fréquence. Chez le diamant mandarin, il a récemment été

montré que le systeme dopaminergique (' ATV et la SNpc plus précisément) jouait un role
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dans la modulation de l’activation des aires impliquées dans la production du chant lors de
différents contexte sociaux (Hara et al. 2007). Ainsi, une différence dans la valeur du
renforcement social, selon que les animaux sont peu ou tres motivés pour l'interaction
sociale, pourrait expliquer la variation de fréquence des USVs observée dans nos résultats

entre SIT-isolé et SIT-groupé.

Un fort taux de motivation sociale semble également générer une forte corrélation entre
les émissions d’USVs et le comportement social. En effet, en condition d’interaction sociale
ou les animaux tests ont été isolés, et seulement dans celle-ci, nous observons une corrélation
positive significative entre le temps passé au contact du congénere et le nombre d'USVs : en
condition SIT-isolé, plus de 80% des USVs sont émises lors d’épisode de contact, contre a
peine 40% en condition SIT-groupé. Ces résultats suggérent que la motivation d"un seul des
deux animaux engagé dans l'interaction sociale est un modulateur de I'émission d"'USVs. De
plus, nos résultats étendent ce qui a déja été trouvé chez les souris juvéniles et femelles, pour
lesquelles le nombre d"USVs est fortement lié au temps passé a I'investigation sociale (J B
Panksepp et al. 2007; Moles et al. 2007). Par ailleurs, lors de la SIT, les souris précédemment
isolées émettent des USVs plus longues que leurs homologues maintenues en groupes. Cette
différence tient également au fait que la composition du répertoire vocal varie entre les deux
groupes. Les animaux en SIT-isolé émettent moins d"USVs « short » (donc courtes) et plus
d’USVs « modulées » et autres USVs plus longues (telles que les « jump »). Leffet inverse est
observé en exploration d’environnement. En effet, en EXPLO, les animaux précédemment
isolés, émettent des USVs globalement plus courtes que les souris maintenues en groupe. Les
raisons et mécanismes de l'influence de la motivation sociale durant 'exploration d'un
nouvel environnement restent a déterminer. Mais lors de la SIT, les USVs émises par une
souris adultes male lors des contacts, et avec des caractéristiques acoustiques spécifiques

semblent avoir une certaine utilité sociale, indépendante de I'aspect reproductif ou agressif.

3. Renforcement social et USVs chez WT et f2KO

Une motivation sociale suffisante pour [Iétablissement de certains types de
comportements semble étre cruciale pour la production de vocalisations. En effet, le degré de
motivation est fortement influencé par la probabilité de recevoir le renforcement, mais aussi,

et surtout, par la force de ce renforcement (Berridge & Robinson 1998; Berridge 2004;
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Burgdorf & Panksepp 2006; Robinson & Berridge 2008). Nous avons donc étudié
I'importance du renforcement social direct ou indirect dans 1"émission de vocalisation chez
les animaux WT et f2KO. Nous avons montré que chez les souris p2KO, le comportement
social était altéré. Etant donnée la relation qui existe entre la production d"USVs et le contact
social, qu’en est-il de la production d'USVs en contexte social ? Pour cela nous avons choisi
I'étude en parallele de trois conditions sociales variant en fonction du degré d’information
sociale disponible : une interaction sociale directe, une interaction sociale a travers une paroi

de plexiglas, et une présentation d"urine de male.

Renforcement social et impact sur le comportement

Nos résultats, chez les souris WT et p2KO, montrent une nette différence a la fois sur
les niveaux de production d"USVs, et sur le comportement (proportion du temps passé au
contact) en fonction de la condition. En effet, il y a une gradation relative a la valeur du
renforcement social fournie aux animaux lors des différentes taches. L’hypothése soutenue
ici est que les animaux en interaction sociale sont plus fortement récompensés par une
interaction sociale directe que lors d’un contact non direct (trois chambres), ou lors de la
seule présentation d'urine de males. Quel que soit le génotype des animaux, nous observons
en effet que le pourcentage de temps passé au contact du stimulus social est toujours plus
élevé en SIT (plus de 35 % du temps), qu'en test de trois chambres (20% du temps) ou en
présentation d’urine (moins de 10% du temps). Ces données sont consistantes avec la
littérature ot les cadres basiques de la théorie de la récompense semblent s’appliquer aux
contacts sociaux avec un congénere (Panksepp & Lahvis 2007). En effet, les concepts
classiques de la motivation (Glickman & Schiff 1967; Young 1959; Ferguson et al. 2002)
proposent que le comportement d’approche vers la récompense soit un indicateur de I'état,
de la « force » d'une récompense (Berridge & Robinson 1998). Certains auteurs proposent
méme que 1'une des fonctions les plus basiques du systéme de récompense serait de servir de
médiateur a des comportements d’approches en fonction d’événements biologiques
significatifs (Kelley & Berridge 2002). Chez le rongeur, il a été montré que plusieurs acteurs
(comme le systeme dopaminergique, ou les opioides endogénes) particulierement impliqués
dans la motivation et les propriétés hédoniques des drogues ou de la motivation alimentaire,
étaient également impliqués dans les interactions sociales (Trezza, Damsteegt, et al. 2011;
Trezza, Campolongo, et al. 2011a), mais aussi dans 1’émission de vocalisations lors de
contextes appétitifs (Brudzynski 2007; Wang et al. 2008).
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Dans nos présents résultats, nous montrons que les souris WT et f2KO sont
particuliérement motivées pour l'approche dun congénere, et émettent durant ces
approches/contacts un grand nombre d"USVs. De plus, le retour social (« feedback ») semble
revétir une importance dans le maintien d'un comportement social significatif, mais

également dans le niveau de production d"USVs.

Parallelement a cela, nous avons montré que les niveaux de fréquences utilisées lors
de la SIT et lors de la tache de 3 chambres sociale sont différents. Aucune différence n’est
observée entre les animaux WT et les animaux 2KO, en SIT, les animaux émettent des USVs
a des fréquences tres élevées (Pf min ~ 65 kHz, Pf max ~ 75 kHz), tandis que lors de la tache
de 3 chambres sociale ils émettent a des fréquences beaucoup plus basses (Pf min = 50 kHz,
Pf max = 55 kHz). Ceci va dans le méme sens que les données de la littérature suggérant que
I'émission d'USVs reflete le niveau d’approche sociale chez le rat (Knutson et al. 2002).
Cependant, étant donné que nous ne sommes pas en mesures de déterminer quelle souris
vocalise lors des ces taches, il est aussi probable que nous enregistrions aussi les USVs émises
par l'individu enfermé sous le pot lors de la tdche de 3 chambres. Vu la condition
inconfortable dans laquelle il se trouve, les USVs qu’il produit pourraient, comme chez le rat
(Blanchard et al. 1991; Litvin et al. 2007), ou comme précédemment discuté chez la souris lors
de la contention, étre émises a des fréquences plus basses. Ainsi, lors de l’analyse, le mélange
entre les USVs issues de 'animal test et « 'animal récompense » diminuerait le niveau de
fréquence moyenne observé lors de la tdiche de 3 chambres. Dans ce cas, soit les deux
animaux ont le méme état motivationnel, et I'observation du comportement vocal reflete
I'état « général » de la dyade, soit les deux animaux sont dans des états motivationnels
différents. Ainsi, nous observons une fréquence plus faible car 1'état motivationnel de
I'animal test ne suffit pas a masquer les émissions du visiteur, ou I'individu test ne partage
pas son état motivationnel et/ou ne modifie pas 1'état motivationnel du visiteur. Cela
suggere qu’il y ait une sorte de «contagion émotionnelle » entre les deux individus, et que la
modification de I'état motivationnel d'un seul des deux animaux suffit a placer la dyade
dans le méme état motivationnel. Pour I'heure quelques données sporadiques suggerent une
sorte «d’empathie » entre les rongeurs (Jordan 2006; Chen et al. 2009). En effet, un rat
observant un congénere subissant des chocs électriques se trouve dans un état émotionnel
négatif, et émet des USVs a basses fréquences, quand bien méme il ne subit aucun traitement

négatif (Langford et al. 2006).
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A T'heure actuelle, nous ne sommes pas en mesure de répondre a ces questions.
Pouvoir identifier avec certitude les USVs produites par I'un ou I'autre des animaux est I'une

des clés a la compréhension complete de nos données.

Production d’'USV indépendantes du comportement chez les f2KO

La comparaison entre les émissions des animaux WT et f2KO montre que les deux
groupes d’individus vocalisent de la méme fagcon dans chacune des trois taches. Ainsi,
malgré un comportement social différent chez les p2KO (temps de contact plus élevé que
chez les WT), ces animaux ne présentent pas de déficit ou d’augmentation des USVs lors de
la SIT. De la méme fagon nous avons remarqué que les animaux WT passent plus de temps
au contact de l'urine sociale que les p2KO sans que le niveau d’USVs ne soit différent. Dans
la littérature, il est montré qu’il y a une forte corrélation entre le temps d’investigation sociale
et le nombre d’'USVs émises chez des souris adolescentes males (Panksepp et al. 2007). Nos
résultats appuient et complétent ces données, en montrant que chez les animaux adultes WT,
nous observons une corrélation positive et significative entre le nombre d"USVs émises et la
proportion de temps passé au contact de la motivation sociale dans les trois conditions
(contact social, exploration de la pipette d'urine). Chez les animaux 2KO cependant, aucune
corrélation n’est observée. L’absence de corrélation lors de la SIT chez les animaux
déficitaires pour la sous-unité P2 des nAChRs et chez les animaux en SIT-groupé est
particulierement intéressante. En effet, les premieres (souris P2KO) présentent un déficit
certain de flexibilité lors de cette tache, tandis que les secondes (souris SIT-groupé) effectuent
moins de contact social que les animaux en SIT-isolé. Il semblerait que !'émission de
vocalisations chez la souris soit d'une part liée a la motivation pour l'interaction sociale, mais
que ces USVs soient aussi corrélées a la flexibilité comportementale. Le role joué par
"émission d"USVs lors de l'interaction sociale chez les animaux 2KO reste encore a élucider.
Etant donné le fait qu’ils ne semblent pas avoir de déficit d’audition dans les premieres
fréquences des ultrasons (maximum testé 32 kHz), nous pouvons exclure I'implication d’un
déficit de réception des USVs. Cependant, comme nous n’avons pu le tester, un possible
déficit dans la réception de vocalisations a plus haute fréquence (au-dela de 32kHz) est
possible. De méme, il n’est pas a exclure que ces animaux P2KO aient un déficit dans le
traitement cognitif de ces USVs. Comme précédemment exposé, durant la SIT nous sommes
actuellement dans lI'impossibilité de savoir qui vocalise. Il est tout a fait probable que la
quasi-totalité des USVs enregistrées lors de la tache soient imputables a 'animal visiteur. De
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plus, étant donné I'implication du systeme dopaminergique dans I'émission d'USVs dans
des conditions appétitives (telle que I'interaction sociale), et connaissant le role modulateur
du systeme cholinergique sur le systeme dopaminergique via les récepteurs nicotiniques
(Lester et al. 2010, Maskos 2010), la possibilité d'un déficit d’émission d’'USVs lors de
l'interaction sociale par l’animal test pourrait également expliquer le déficit de flexibilité
observé lors de la SIT ou inversement. Cette hypothese est appuyée par de récentes données
obtenues dans notre laboratoire (données non publiées et non montrées) qui montrent
qu'une dyade composée seulement d’individus B2KO en interaction sociale n’émet
quasiment pas de vocalisations. Cependant lors de la mise en contention, la totalité de ces
animaux émettent des USVs a faibles fréquences. Ceci montre que ces souris ne possedent
pas de problemes physiques empéchant I'émission. Ainsi, seul le systéme permettant
I"émission d’USVs associées a des conditions appétitives telles que l'interaction sociale est

affecté par 1'absence de récepteurs nicotiniques fonctionnels.

Limites du travail sur les vocalisations en contexte social

La principale limite de notre travail sur les vocalisations repose sur le fait que nous ne
sommes pas actuellement capables de discriminer I'individu qui vocalise lors de l'interaction
sociale, ou si les deux individus participent aux USVs, lequel est-ce a un l'instant « ¢ » ? Nous
avons écarté volontairement 'utilisation d’une dévocalisation d'un des deux individus pour
plusieurs raisons. Bien qu’a ce jour, plusieurs techniques de dévocalisation semblent
coexister, le rendement (animaux opérés / animaux réellement dévocalisés incapable
d’émettre des USVs) reste obscurs. En effet, la dévocalisation repose soit sur une section
bilatérale du nerf laryngé récurrent innervant les cordes vocales de I'animal (White, Cagiano
& Barfield 1990; Wright et al. 2010), soit sur une lésion unilatérale des cordes vocales
(Yamashita et al. 2009). Cependant, dans les deux cas les auteurs rapportent une
récupération quasi-totale de la capacité a émettre des sons aprés environ 8 jours. De plus,
une telle opération ainsi que le temps de récupération perturbera certainement 1'interaction
sociale. Actuellement, nous n’enregistrons que tres peu de vocalisations qui se superposent
(seulement la classe composite). Ces USVs pourraient nous indiquer avec certitude que les
deux animaux vocalisent en méme temps. Cependant, les souris peuvent émettre des USVs a
des moments différents, décalés dans le temps. Ainsi, sans signature vocale individuelle, ou
un moyen d’estimer (visuellement ou mathématiquement) qui vocalise, nous devons

considérer les deux individus comme faisant partie d’'une dyade, comme le font beaucoup
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d’autres auteurs (Scattoni et al. 2010; Menuet et al. 2011; Grimsley et al. 2011; Takahashi et al.
2010; Hamilton et al. 2011). Seules de récentes études se sont focalisées sur 1'expression de
spécificités parentales et individuelles au sein d"USVs (Hoffmann et al. 2012; Arriaga & Jarvis
2011). En effet, Hoffmann et ses collégues ont mis en évidence la présence d'une signature
vocale individuelle seulement pour certaines catégories d'USVs lors de comportements
d’approches sexuelles chez la souris sauvage (Hoffmann et al. 2012). Malgré ces résultats
prometteurs, 1'utilisation d’une telle méthode dans notre paradigme risque de poser
plusieurs problemes. A commencer par le fait que l'identification d’une signature vocale
individuelle risque d’étre plus difficile chez les souris de laboratoire telle que les C57BL6/], a
cause de leur relative homogénéité génétique. De plus I'identification d'une signature vocale
est limitée a certains types d’USVs. Enfin, cette individualité peut étre différente selon la
condition expérimentale (dans I'étude de Hoffmann, il est question d’'un comportement de
recherche de partenaire sexuel). Ainsi, l'identification de 1'individu vocalisant devra (dans

nos conditions) s’orienter vers d’autres types de méthodes.

Nous avons proposé ici un premier apercu de 'implication de la motivation sociale,
de I'état motivationnel et émotionnel sur 1'émission d’'USVs chez la souris adulte male lors
de l'interaction sociale. Bien que I'importance de 1'émission des USVs concomitante avec les
comportements sociaux reste encore a approfondir, nous avons également tenté de
comprendre comment ces USVs peuvent étre liées au comportement social. Cette relation est
trés importante dans I'étude des souris modeles de pathologies comme 'autisme, qui dans
certains cas souffrent d'une diminution du comportement social et de I'émission d’'USVs

(Scattoni et al. 2010; Jamain et al. 2008; Moy et al. 2006; Ey et al. 2011; Schmeisser et al. 2012).
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Chapitre 3: L’effet de la modulation de motivation sur
la flexibilité comportementale et la hiérarchie des

motivations naturelles.

Données: dans cette partie la majorité des données sont issues de I’ARTICLE 5, cependant

elle inclue également des données non publiées (papier en préparation).

Plusieurs facteurs (internes ou externes) interviennent lors de l'interaction sociale. Les
animaux doivent intégrer et réagir en fonction de ces différentes informations, qui peuvent
étre sensorielles ou issues d’échanges avec le congénére, comme nous 'avons vu dans le
chapitre 2 avec les USVs. Ils doivent également agir en fonction de leurs états émotionnels et
motivationnels interne, et prendre en compte leurs motivations pour les différents aspects
qui composent l'interaction sociale. Comme nous l'avons montré précédemment, le PrL ainsi
que les P2*nAChRs jouent un roéle primordial dans les processus de flexibilité
comportementale (Chapitre 1, (Granon et al. 2003)). En effet 'étude de l'interaction sociale
nous a permis de mettre en évidence des comportements qualifiés de « non-adaptés » ou
« non-flexibles » chez des animaux B2KO. Ainsi I'objectif de ce chapitre est triple. Dans un
premier temps, nous avons défini grace a une méthode d’analyse précise des marqueurs
comportementaux de flexibilité lors de I'interaction sociale (ARTICLE 5). Ensuite, nous avons
étudié '"apparition et 1'évolution de ces marqueurs lorsque la motivation pour 1'interaction
sociale avec un congénere est modifiée (résultats non publiés). Une partie de ce chapitre sera
également consacrée a l'organisation des motivations naturelles chez l’animal. Selon la
littérature, les animaux P2KO présentent des troubles de 1'état motivationnel (Picciotto et al.
1998; U Maskos et al. 2005) influengant notamment l'interaction sociale chez ces individus.
En effet si une motivation alimentaire est ajoutée aux motivations d’exploration
d’environnement et du nouveau congéneére, les animaux P2KO présentent un déficit
d’organisation de leurs motivations comparé aux animaux WT (Serreau et al. 2011). Ainsi,
pour mieux comprendre 1'origine du trouble de flexibilité chez les souris p2KO, nous avons
mis en place une tiche qui nous permet d’étudier la hiérarchie des motivations naturelles de
I'animal (nourriture, exploration d’objet et exploration de congénere) dans un

environnement sécurisé et sans contraintes (ARTICLE 4).
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3.1. Définition de marqueurs comportementaux de flexibilité

Lors de l'interaction sociale, les souris présentent un répertoire comportemental riche et
varié qui rend compte d’informations issues des motivations et émotions internes a
I'individu test, mais également d’informations comportementales fournies par le congénere.
Jusqu’a aujourd’hui I'analyse de telles séquences reposait sur une analyse manuelle sur
bande vidéo. En effet, aucune solution logicielle ne permet I’analyse automatique de ce genre
de tache sans avoir a marquer physiquement les individus, ce qui, peut, modifier leur
comportement social. Cependant I’analyse manuelle releve certaines limites, et I’observation
de séquences comportementales complexes est impossible. Nous avons donc tres
rapidement, et en collaboration avec une équipe de !'Institut Pasteur a Paris, développé un

logiciel d’analyse automatisé (MiceProfiler?) répondant a nos principales attentes lors de notre

tAche d’interaction sociale.

a. L’analyse automatisée du comportement social

La mise en place d'un modele physique de tracage comportementale des souris lors
de l'interaction sociale a pu étre validé grace a une comparaison entre les résultats obtenus
en analyse manuelle et ceux obtenus par le logiciel (Figure 50). Nous avons utilisés dans
cette analyse comparative des souris C57BL6/] ainsi que des souris f2KO, mais également
des souches de souris présentant des comportements sociaux plus (1295V) ou moins (DBA2)
agressifs que les C57BL6/] afin de valider au mieux le systeme. Globalement, nous avons
observé que les temps de contact entre les deux utilisateurs indépendants et ceux obtenus

avec le MiceProfiler ne varient pas entre eux pour les quatre lignées de souris étudiées.

? Par soucis de clarté, et parce qu’ils ne relevent pas de mon travail personnel, les détails concernant
les modeles physiques et mathématiques employés dans le logiciel «MiceProfiler» ne seront pas
détaillés dans ce manuscrit. Pour de plus amples informations voir (de Chaumont et al. 2012).
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Figure 50: Comparaison entre I’analyse manuelle et I’analyse automatisée par MiceProfiler.
(A) Apposition du modéle physique sur I'image d"une puis deux souris en interaction sociale
(gauche). Représentation des éléments pris en compte lors de I'analyse par MiceProfiler : la
téte, le corps et le début de la queue de "animal (B) Temps de contact social et (C) Nombre
de poursuite comptabilisés par 2 expérimentateurs différents et par MiceProfiler chez des
souris C57BL6/] (n=9), p2KO (n=7), DBA2 (n=5), et 129SV (n=6). Les données sont
présentées en moyennes + sem.

De plus on retrouve le trait spécifique aux souris p2KO ; c’est a dire un temps de
contact plus élevé que chez les souris C57BL6/]. En ce qui concerne les nombres de
poursuite, alors que les nombres obtenus entre les deux expérimentateurs sont sensiblement

identiques pour toutes les souches, nous observons que chez les souches C57BL6/], p2KO, et
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DBAZ2 le nombre de poursuite (IA-VE-IP) obtenus par analyse automatique est plus élevé

que celui obtenu manuellement.

Chez les animaux 129SV, cette différence est relativement minime et peu étre
simplement du au fait de la variation des critéres de « fin » et de « début » de poursuite entre
les expérimentateurs et le logiciel. Ce dernier utilise des seuils précis de distance (en pixels)

alors que I'estimation d'une poursuite par les expérimentateurs reste relativement subjective.

b. Interaction sociale et marqueurs comportementaux

L’utilisation de MiceProfiler lors de l'interaction sociale chez des animaux WT et
B2KO nous a permis de préciser le déficit comportemental observé chez les animaux p2KO.
Pour cela, nous avons analysé et comparé les événements de contact, certaines séquences
comportementales (en positions relatives et dynamiques) lors de l'interaction sociale chez
des animaux C57BL6/] (WT) et B2KO. Nous avons pu quantifier leurs nombres, leurs
durées, et leurs évolutions temporelles. Nous avons choisis d’étudier deux périodes de la
tache SIT (0 a 4 minutes et 4 a 8 minutes), de fagon a étudier comment les comportements
évoluent au cours du temps. Cette étude nous a permis de valider t'autant plus MiceProfiler,
que nous avons observé que le comportement social des animaux analysé de cette fagon n’est
pas différents de celui abordé dans le chapitre 1 de ce manuscrit. C'est-a-dire que les
différences observées entre les animaux WT et p2KO (nombre de poursuite, temps de
contact, classes comportementales, etc...) ne varient pas entre l'analyse manuelle et
automatique. Par contre cette derniére nous permet d’avoir plus de criteres, et de mettre en

évidence, avec plus de précision, de nouveaux comportements.

e Evolution temporelle des contacts sociaux chez les p2KO

En effet, en accord avec nos précédents résultats, I’analyse du contact social lors de
l'interaction sociale révele que le nombre de contact ne différe pas entre les WT et les p2KO
peu importe la période (F=0.65, P=0.43 ; Figure 51A). Mais, les souris 32KO passent plus de
temps au contact du visiteur social et effectuent donc des contacts plus longs sur les quatre
premieres (0 a 4 minutes ; effet génotype : F,19y= 27.6, P=0.0001 test t-student post-hoc, t=3.24,
P=0.005) et sur les quatre dernieres minutes (t=5.47, P<0.0001 ; Figure 51B).
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Figure 51: Analyse de la séquence de contact social par MiceProfiler. (A) nombre de contact
(B) Proportion du temps de contact (C) Durée des différents types de contacts (D) Evolution
temporelle par tranches de 40 secondes du temps de contact. En dessous, les chronographes
correspondant. Mesures réalisées chez des animaux WT (n=9) et 32KO (n=7) sur 8 minutes
(réparties en périodes) d’'interaction sociale. Les données sont présentées en moyenne + sem.,
et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

En analysant plus précisément les types de contact effectués lors de ces épisodes de
contacts sociaux, nous avons trouvé que les f2KO présentent des durées de contacts de types
Oro-oral et Oro-génital plus longues que les WT, spécifiquement lors de la seconde partie de
la tache (Figure 51C ; 0-4 minutes : Oro-oral, P=0.1 ; Oro-génital, P=0.09 ; 4-8 minutes : Oro-
oral, P=0.02 ; Oro-génital, P=0.0003).
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Nous avons ensuite représenté 1'évolution de tous les types de contacts sociaux au
cours du temps en regroupant, ces contacts par tranches de 40 secondes et en chronographes
pour les deux groupes d’animaux (Figure 51D). Ce que nous avons pu montrer, c’est que le
temps passé au contact social évolue de facon différente entre les WT et les f2KO (effet
génotype, Fq 14y = 27066, P=0.0001 ; effet temps, Fa1,154) = 5.95, P<0.0001 ; interaction génotype
x temps, Fai59 = 1.64, P=0.009). En effet, chez les WT nous observons une diminution
progressive du temps de contact social au cours du temps, reflétant 1'extinction spontanée
naturelle ou habituation observée couramment chez les animaux WT. A l'inverse les 2KO
montrent un profil tout a fait différent. Ces animaux présentent un temps de contact tres

élevé deés le départ, et le garde tout au cours du temps.

¢ Evolution temporelle des séquences comportementales

Outre 'analyse temporelle du temps de contact et du nombre de contact, MiceProfiler

permet d’identifier une série de plus de 25 comportements ou postures (ARTICLE 5 Figure

1). Nous avons ainsi, a chaque instant, les positions relatives des animaux, le nombre et la
durée d’événements de premier ordre (mouvement d’un animal par rapport a 'autre), et de
second et de troisieme ordre (séquences combinant les positions relatives et les événements
de premier ordre). Parmi ces comportements nous nous sommes intéressés a deux séquences

précédemment étudiées, ainsi qu’a deux nouveaux comportements intéressants.
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Figure 52: Analyse des séquences «isolé approche, visiteur échappe, isolé poursuit » ou
poursuite (IA-VE-IP) et « isolé approche, et part » (IA-IE) par MiceProfiler. (A) Nombre de
poursuite (B) Pourcentage du temps total passé en poursuite. (C) Evolutions temporelles par

tranches de 40 secondes des événements de poursuite. En dessous, les chronographes

correspondant aux événements de poursuite. (D) Nombre d’événements IA-IE. (E)

Evolution temporelle par tranches de 40 secondes des événements IA-IE. En dessous, les

chronographes correspondant. Mesures réalisées chez des animaux WT (n=9) et 32KO (n=7)

sur 8 minutes (réparties en périodes) d'interaction sociale. Les données sont présentées en
moyenne * sem., et **P<0.01, ***P<0.001.
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En effet, I’analyse des séquences de poursuites (isolé approche, visiteur échappe, isolé
poursuit, ou IA-VE-IP ; Figure 52) révele que les souris p2KO montrent une nette différence
pour le nombre de poursuite engagées envers le visiteur (0-4 minutes, P=0.008 ; 4-8 minutes,
P=0.0009 ; Figure 52A), ainsi que pour la proportion de temps passé en poursuite (0-4
minutes, P=0.002 ; 4-8 minutes, P=0.001 ; Figure 52B).

De la méme fagon, I'évolution temporelle de ces poursuites initiées par ’animal isolé
décroit au bout de deux minutes pour les animaux WT, mais pas pour les souris f2KO (effet
génotype, F,14) = 22.4, P=0.0003 ; effet temps, Fa1,154) = 3.1, P=0.0007 ; interaction génotype x
temps, Fai159 = 1.2, NS; Figure 52C). Etant donné la forte proportion de contacts oro-
génitaux observés chez les individus f2KO, il semblerait que la majorité du temps de contact
soit di a des comportements de poursuite initié par les congénéres résidents isolés lors de la

tAche d’interaction sociale.

En plus des séquences de poursuites, nous avons aussi analysé les comportements
d’approches de l'individu isolé suivis d’échappements (IA-IE ; Figure 52D-E). Cette classe
comportementale, IA-IE, ne differe pas entre les animaux WT et 32KO sur les 4 premieres
minutes (P=0.98), mais se trouve fortement augmentée chez les f2KO de 4 a 8 minutes a la
fois en nombre (effet génotype, Fu14 = 15.6, P=0.001; effet temps, Fa14 = 7.3, P=0.02;
interaction génotype x temps, Fa,14) = 7.5, P=0.02 ; Figure 52D), qu’en durée (effet génotype,
Faae = 8.2, P=0.01; effet temps, Fa,14) = 3, P=0.02 ; interaction génotype x temps, Fu,14 = 7.4,
P=0.02 ; données non montrées). De la méme fagon, les P2KO présentent une évolution
temporelle différente des WT pour ce comportement (effet génotype, Fu,14 = 8.7, P=0.01;

effet temps, Fu1,15 = 3.5, P=0.0004 ; interaction génotype x temps, Fai15 = 3.4, P=0.0006 ;
Figure 52E).

De maniere générale, et en accord avec les données déja décrites dans le chapitre 1 de
ce manuscrit, les souris p2KO présentent un comportement social particulier, signe d'un
déficit de flexibilité et d'un comportement plus stéréotypé que les WT. L’utilisation du
logiciel MiceProfiler nous a conduit a la méme conclusion et nous a permis de mettre en
évidence d’autres criteres (notamment d’évolution temporelle) difficilement identifiable par

une analyse manuelle chez ces souris lors de la tache SIT.
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Figure 53: Analyse des événements « dos a dos » lors de l'interaction sociale. (A) Durée des
séquences «dos a dos» (B) Evolution temporelle par tranches de 40 secondes des
évenements «dos a dos». En dessous, les chronographes correspondant aux
évenements« dos a dos». Evolution temporelle conjointe des contacts sociaux et des
séquences «dos a dos», avec en dessous les chronographes correspondants pour les
animaux WT (C) et 2KO (D). Mesures réalisées chez des animaux WT (n=9) et p2KO (n=7)
sur 8 minutes (réparties en périodes) d’interaction sociale. Les données sont présentées en
moyenne + sem., et *P<0.05.
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De facon intéressante, I’analyse automatisée a permis de mettre en évidence certaines
séquences comportementales spécifique. Les séquences « dos a dos », postures ot les deux
animaux ne se voient pas et ne se touchent pas. Ce sont des postures durant lesquelles les
animaux sont tres exposés au risque. Lors de la tache SIT, nous avons observé que la durée
de «dos a dos » est plus élevée chez les animaux WT que chez les f2KO lors des quatre
dernieres minutes (effet génotype, F,14 = 4.73, P=0.04 ; effet temps, F(,14 = 22.8, P=0.0003;
interaction génotype x temps, Fa,14 = 3.4, P=0.08 ; test t-student post-hoc 0-4 minutes, P=NS ;
4-8 minutes, P=0.06). L’analyse de la densité de ces comportements chez les animaux WT et

[32KO montre deux profils différents (Figure 53B).

En effet les séquences « dos a dos » se mettent en place au cours du temps chez les
WT, pour atteindre leurs maximum au cours des quatre dernieres minutes. Tandis que chez
les P2KO, ces séquences restent tres peu représentées au cours du temps (effet génotype,
Faa4 = 4.73, P=0.04 ; effet temps, Fa1,151) = 2.4, P=0.007 ; interaction génotype x temps, F1,15)
= 1.73, P=0.007 ; Figure 53B). Lorsque l'on regarde plus précisément les circonstances
d’apparition de ces événements chez les WT et chez les p2KO (Figure 53C & D), nous

remarquons que chez les WT elles se mettent en place lorsque les contacts sociaux
diminuent, c'est-a-dire dans la seconde partie de la tadche. A contrario, chez les animaux
B2KO, on observe bien I'augmentation du temps de contact au cours du temps ainsi que son
maintien, mais 1’occurrence des « dos a dos » reste tres basse jusqu’aux dernieres minutes de
la tache. Bien que les deux séquences comportementales évoluent de fagon différentes, nous
pouvons penser que la mise en place des séquences « dos a dos » chez les 32KO se fait plus

tardivement que chez les WT.

Cette séquence comportementale particuliére observée grace a cette analyse
automatique renforce l'idée que pour les animaux dans la tache SIT, il est nécessaire d’avoir
un comportement flexible au cours du temps. Des séquences comportementales telles que les
«dos a dos » qui apparaissent en étroite relation avec la diminution des temps de contact
sociaux, pourrait étre un marqueur comportemental de la flexibilité lors de tache

d’interaction sociale.

Parallelement, nous avons aussi utilisé MiceProfiler pour déterminer un événement
comportemental, les séquences d’immobilisations ou «Stop», définies par une forte
diminution de la vitesse de déplacement de 1'animal jusqu’a devenir nulle (Figure 54). Ce
que nous avons montré, c’est que le nombre de « stop » ne différe pas entre les WT et les
B2KO sur les quatre premieres ou les quatre dernieres minutes (effet génotype, Fq,14) = 1.21,
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P=0.28, effet temps, Fq,14 = 3.99, P=0.06, interaction génotype x temps, F,14 = 1.03, P=0.32;
Figure 54A). Par contre chez les souris 2KO, les « stop » sont significativement plus courts
que chez les WT, et ce uniquement de 4 a 8 minutes (effet génotype, Fq,14 = 14.77, P=0.001 ;
effet temps, Fai4 = 2.53, P=0.13; test post-hoc, 0-4 minutes : 0.06; 4-8 minutes : 0.0006 ;

Figure 54B).
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Figure 54: Analyse des séquences de « Stop ». (A) Nombre de « Stop » durant I'interaction
sociale (B) Durée moyenne des séquences «Stop» (C) Diagrammes représentant les
transitions comportementales a partir des séquences « Stop » chez les animaux WT (gauche)
et B2KO (droite). La taille des fleches est proportionnelle a la probabilité de transition entre
une séquence et une autre. Les données sont présentées en moyenne + sem., et ***P<0.001.
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Nous avons pu schématiser 1'ensemble du répertoire comportemental des animaux
WT et P2KO sur des diagrammes représentants les probabilités de transitions entre
séquences. Ces diagrammes contiennent des informations concernant la probabilité de passer
d’une séquence a une autre, nous permettant ainsi de mieux comprendre ou se situent les
différences de comportement entre les groupes. Ainsi, une information importante peut étre
extraite de la Figure 54C. En effet, nous avons observé que chez les 32KO, plus précisément
chez les animaux isolés (animal test de la tache SIT), les « stop » ne sont jamais suivis de
séquences complexes. De plus les «stops» n’apparaissent que lorsque le visiteur est
également en train de réaliser un « stop » (Figure 54C, droite). A I'inverse chez les WT, les
événements « stop » représentent un carrefour, et une multitude de comportements sont

initiés a la suite de ces « stop ».

Ainsi, comme pour les événements « dos a dos », I'analyse avec MiceProfiler nous a
permis d’approfondir le comportement des souris WT et 2KO lors de la tache de SIT.
L’étude des comportements de « stop » lors de cette tdche peut s’avérer un bon outil, au

méme titre que I'apparition des « dos a dos », pour I'étude de la flexibilité comportementale.
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3.2. Evolution des marqueurs de flexibilité et motivation sociale

L’analyse automatisée a permis de définir certains marqueurs comportementaux que
nous avons interprétés comme étant des marqueurs de flexibilité comportementale lors de la
tache d’interaction sociale. Ainsi, apres avoir étudié l'apparition et 1'évolution de ces
marqueurs chez des souris f2KO et WT, nous avons décidé de nous intéresser aux liens

existants entre 1'évolution de ces marqueurs et la modulation de motivation sociale.

a. Isolement social et impact sur le comportement social

Nous avons ainsi étudié de facon précise le comportement social d’animaux
précédemment isolés («SIT-isolé ») ou non («SIT-groupé ») avant l'interaction sociale
(comme dans le Chapitre 1). Nous avons montré que les animaux élevés en groupe effectuent
plus de contact que leurs homologues isolés, et ce sur les deux périodes de l'interaction
sociale (Figure 55A ; effet groupe, Fa,15 = 30.95, P<0.0001 ; effet temps, F(,15) = 4.38, P=0.0.5;
test post-hoc de Mann-Whitney, 0-4 minutes : U=1, P<0.001 ; 4-8 minutes : U=3, P=0.001).
Cependant, malgré un nombre de contact plus élevé, ce sont les animaux en SIT-isolés qui
passent le plus de temps au contact social par rapport aux animaux groupés (Figure 55B ;
effet génotype, F,15 = 17.08, P=0.0009 ; effet temps, F,15 = 23.484, P=0.0002 ; interaction
temps x génotype, Fa,15 = 5.38, P=0.034 ; test post-hoc de Mann-Whitney, 0-4 minutes : U=6,
P=0.003 ; 4-8 minutes: U=9, P=0.009). En effet, chez les animaux isolés, nous observons
qu'un peu plus de 40% du temps total est passé au contact du congéneére lors des quatre
premiere minutes. Cette proportion diminue lors des quatre derniéres minutes pour passer a
moins de 30%. Chez les animaux groupés, nous n’observons pas cette large diminution au
cours du temps. La proportion de temps passé au contact est relativement faible de 0 a 4
minutes (22%), et le reste de 4 a 8 minutes (15%). Ces animaux consacrant plus de temps a

'exploration de I'environnement (0 a 4 min : 80% ; 4 a 8 min : 90% ; données non montrées).
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Figure 55: Comportement social par MiceProfiler. (A) Nombre de contact (B) Proportion du
temps de contact (C) Durée des différents types de contacts (D) Evolution temporelle par
tranches de 40 secondes du temps de contact. En dessous, les chronographes correspondant
pour le temps de contact social. Mesures réalisées chez des animaux WT en SIT-isolé (n=9) et
SIT-groupé (n=8) sur 8 minutes (réparties en périodes) d’interaction sociale. Les données
sont présentées en moyenne * sem., et *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.

En étudiant plus précisément le type des contacts (Figure 55C), nous avons montré
que les animaux isolés passent plus de temps que les animaux groupés en contact oro-oral
(effet génotype, F,15 = 12.89, P=0.002 ; test post-hoc de Mann-Whitney, 0-4 minutes : U=5.5,
P=0.003 ; 4-8 minutes : U=7, P=0.005) et oro-génital (effet groupe, F,15 = 33.32, P<0.0001 ; test
post-hoc de Mann-Whitney, 0-4 minutes : U=2, P=0.0011 ; 4-8 minutes : U=0, P=0.0005).

En SIT-isolés ou en SIT-groupés, les animaux passent plus de temps en contact oro-
génital qu'en contact oro-oral. Le pourcentage d’augmentation de temps passé au contact

oro-génital par rapport au contact oro-oral varie trés peu entre les groupes (SIT-isolés : 86%
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de 0 a 4 minutes et 70% de 4 a 8 min ; SIT-groupés : 89% de 0 a 4 minutes et 71% de 4 a 8
min). Par contre, I'évolution temporelle des contacts chez les animaux en SIT-isolé et les
animaux en SIT-groupé est trés différente (Figure 55D ; effet groupe, F,15) = 17.07, P=0.0009 ;
effet temps, F(1,15 = 6.08, P<0.0001). L’augmentation ainsi que la progressive diminution des
contacts sociaux en condition isolées (SIT-isolé) est clairement visible, mais, on n’observe

aucune évolution chez les animaux groupés (SIT-groupé).

L’analyse des séquences comportementales nous a permis d’approfondir les types de
contact mis en place par ces deux groupes de souris (Figure 56A). Les résultats montrent
qu’il n’existe aucunes différences entre les deux groupes d’individus pour le nombre
d’approche de 'animal test (IA), ou pour le nombre de poursuites initiées par I’animal test
(IA-VE-IP). En revanche le nombre d’approche de I'individu visiteur est systématiquement
plus élevé en SIT-groupé qu’en SIT-isolé (effet groupe, F(1,15 = 66.12, P<0.0001 ; test post-hoc
de Mann-Whitney, 0-4 minutes : U=2, P=0.0010 ; 4-8 minutes : U=0, P=0.0005). Comme nous
I'avons vu précédemment, il n'y a aucune différence pour le nombre de poursuite. L’analyse
du temps consacré a la poursuite par les animaux résidents, révele que les animaux en SIT-
isolé et en SIT-groupé, passent également autant de temps en poursuite, mais que ce temps
diminue de 0 a 4 et de 4 a 8 minutes (Figure 56B ; effet groupe, Fq,15 = 1.34, P=0.26 ; effet
temps, Fa,15 = 21.2, P=0.0003 ; interaction groupe x temps, Fa,15 = 1.71, P=0.20). De méme,
lorsque nous observons I'évolution au cours du temps des poursuites, aucunes différences ne
ressort entre les deux groupes d’animaux (Figure 56B ; effet groupe, F,15 = 1.34, P=0.26;
effet temps, F,165 = 4.21, P<0.0001 ; interaction groupe x temps, Fa1,165 = 2.78, P=0.0024).
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Figure 56: Analyse des séquences «isolé approche, visiteur échappe, isolé poursuit » ou
poursuite (IA-VE-IP), «isolé approche» (IA), et «visiteur approche» (VA) par
MiceProfiler. (A) Nombre d’événements (B) Temps total passé en poursuite. (C) Evolution
temporelle par tranches de 40 secondes des événements de poursuite. En dessous, les
chronographes correspondant aux événements de poursuite. Mesures réalisées chez des
animaux WT en SIT-isolé (n=9) et SIT-groupé (n=8) sur 8 minutes (réparties en périodes)
d’interaction sociale. Les données sont présentées en moyenne + sem., et **P<0.01.

Les animaux en condition d’interaction sociale non isolés précédemment a
'expérience, présentent donc un comportement social tout a fait original. Malgré un nombre
de contact plus élevé, la durée de ces contact est tres faible comparée a celle des animaux
précédemment isolés. Contrairement a la condition isolée, la moitié des contacts sont initiés

par le visiteur.
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b. Marqueurs comportementaux et motivation sociale

Nous avons ensuite étudié I'apparition et I'évolution des marqueurs
comportementaux identifiés lors de la partie précédentes (les séquences « dos a dos » et les
événements « stop »). En effet, nous avons voulu étudier 'impact de 1'isolement (et donc de
la motivation pour l'interaction sociale) sur ces marqueurs de comportement, mais aussi de

flexibilité comportementale.
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Figure 57: Analyse des événements « dos a dos » lors de l'interaction sociale. (A) Durée des
séquences «dos a dos» (B) Evolutions temporelles par tranches de 40 secondes des
événements «dos a dos». En dessous, les chronographes correspondant aux
événements« dos a dos». Evolution temporelle conjointe des contacts sociaux et des
séquences «dos a dos», avec en dessous les chronographes correspondants pour les
animaux WT en SIT-isolé (C) et SIT-groupé (D). Mesures réalisées chez des animaux WT en
SIT-isolé (n=9) et SIT-groupé (n=8) sur 8 minutes (réparties en périodes) d'interaction sociale.
Les données sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05.
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e Evolution des séquences « dos a dos »

Pour commencer nous nous sommes intéressés aux séquences «dos a dos ».
L’analyse de la durée des événements « dos a dos » révele que comme les animaux WT en
SIT-isolé, les animaux en SIT-groupé font tres peu de séquences «dos a dos» de 0 a 4
minutes, et ces événements durent trés peu de temps. Par contre, alors que pour le groupe
SIT-isolé le nombre et la durée des « dos a dos » augmentent de 4 a 8 minutes, le groupe SIT-
groupé reste au méme niveau que lors des quatre premieres minutes (Données non
montrées ; nombre de « dos a dos » : effet groupe, Fu,15 = 5.74, P=0.03 ; effet temps, F1,15 =
28.36, P<0.0001 ; interaction groupe x temps, F,15 = 16.41, P=0.001 ; test post-hoc de Mann-
Whitney : 0-4 min: U=22, P=0.12; 4-8 min: U=6.5, P=0.003). Ainsi, les animaux isolés
effectuent des séquences « dos a dos » qui durent plus longtemps que celles des animaux
groupés, de 4 a 8 minutes (Figure 57A ; effet groupe, F(1,15 = 12.84, P=0.002 ; effet temps, F1,15
= 28.03, P<0.0001 ; interaction groupe x temps, F,15 = 15.37, P=0.001 ; test post-hoc de Mann-
Whitney : 0-4 min: U=21, P=0.10; 4-8 min: U=7, P=0.005). Cette évolution temporelle
différente entre les deux groupes est clairement visible sur la Figure 57B. Nous observons
que chez les animaux isolés la mise en place des séquences comportementales « dos a dos »
se fait au cours du temps et est en place au bout de 4 minutes d’interaction sociale. Tandis

que chez les animaux non isolés, il n'y a jamais mise en place de ces comportements.

Lorsque nous regardons dans quelles circonstances les « dos a dos » se mettent en
place, nous remarquons que chez les animaux en SIT-isolé, les séquences « dos a dos »
apparaissent lorsque la densité de contact social diminue (Figure 57C). C'est-a-dire au cours
de la deuxieme partie de la tache (de 4 a 8 minutes). Ces deux parametres évoluent de facon
inversée, les séquences « dos a dos » ne nécessitant pas de contacts sociaux. A l'inverse, chez
les animaux en SIT-groupé, la densité de contact ainsi que la densité des séquences « dos a
dos » restent trés basses et n’évoluent que trés peu au cours du temps (Figure 57D). Malgré
une densité de contact basse, il semblerait que chez les individus non isolés, les « dos a dos »
ne se mettent pas en place s’il n'y a pas eu de contact suffisant auparavant. Ces résultats

montrent également que ces deux parametres ne sont donc pas nécessairement liés.
e Evolution des séquences « stops » lors de I'interaction sociale

Nous avons ensuite quantifié et analysé l'apparition et les caractéristiques des
événements de stop lors de I'interaction sociale. De maniere intéressante, nous avons montré

que les animaux non précédemment isolés effectuent plus de « stop » que les animaux isolés,
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ceci sur les deux périodes de I'interaction sociale analysées (Figure 58A ; effet groupe, F1,15 =
21.30, P=0.003; test post-hoc de Mann-Whitney : 0-4 min : U=11.5, P=0.01; 4-8 min: U=14,
P=0.03). Ce nombre d’événements « stop » reste constant au cours du temps pour les deux
groupes (effet temps, Fa15 = 4.11, P=0.06). Par contre, malgré ce plus grand nombre de
« stop », les animaux non isolés effectuent des arréts qui sont significativement plus courts
que ceux observé chez les animaux isolés avant I'expérience (Figure 58B ; effet temps, F1,15 =
44.66, P<0.0001 ; interaction groupe x temps, Fa,15 = 8.23, P=0.011; test post-hoc de Mann-
Whitney : 0-4 min : U=1, P=0.0008 ; 4-8 min : U=0, P=0.005).
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Figure 58: Analyse des séquences de « Stop ». (A) Nombre de « Stop » durant l'interaction
sociale (B) Durées moyennes des séquences « Stop ». Mesures réalisées chez des animaux
WT en SIT-isolé (n=9) et SIT-groupé (n=8) sur 8 minutes (réparties en périodes) d’interaction
sociale. Les données sont présentées en moyenne + sem., et *P<0.05, **P<0.01.

198



o Chapitre 3 : l'effet de la modulation de motivation sur la flexibilité comportementale &

hiérarchie des motivations naturelles

3.3. Hiérarchie des motivations lors de tdche de flexibilité sociale

Comme nous "avons montré précédemment, les animaux 2KO ont beaucoup plus de
mal que les animaux WT a mettre en place des comportements sociaux adaptés a la situation.
Or la facon dont les animaux classent leurs motivations internes joue un role particulier lors
de la SIT. Seulement, comme nous venons de le voir avec I'analyse fine du comportement, le
comportement du visiteur influence largement le comportement de la dyade lors de la tache.
Or, quels que soit le génotype de I'animal test, le visiteur lors de la SIT est toujours une WT,
et le role du visiteur dans le déficit d'interaction sociale chez les souris 32KO reste encore a
éclaircir. Pour déterminer si le déficit de flexibilité était dG a une mauvaise évaluation ou un
mauvais classement des motivations, nous avons donc mis en place une tache sécurisante
pour 'animal test dans laquelle il peut choisir, selon son état motivationnel, le temps passé
au contact de chaque motivation (nourriture, exploration d’objet, ou exploration de
congénere). Dans cette tache le comportement de 1'animal test n’est pas perturbé par le
comportement du visiteur social, permettant ainsi d’observer la classification des

motivations propre a l'individu.

a. Hiérarchie des motivations et état de satiété

Les animaux utilisés pour cette tache ont été isolés durant les 3 semaines précédant
I'expérimentation, comme lors de la SIT classique et sont nourris et hydratés ad libitum.
Ensuite c’est animaux sont exposés a un conflit de motivation pouvant opposer deux des
trois motivations suivantes; de la nourriture (boulettes de sucrose), 1'exploration d'un
nouvel objet, ou d'un nouveau congéneére enfermé sous un pot de plexiglas. Ainsi, nous
observons le choix effectué par I'animal test en dehors de toute pression ou réaction a un

comportement du congénére.

Nous avons donc montré, que pour le temps passé au contact des différentes
motivations (Figure 59A haut), il n’existe aucune différence entre les deux génotypes de
souris (effet génotype, F1,2=1.98, P=0.16). A l'inverse, et ce peu importe le génotype des
animaux, il existe une nette différence significative entre les motivations (effet condition,
Fa,2=54, P<0.0001 ; interaction génotype x conditions, F,2=3.3, P=0.04, test post-hoc Mann-

Whitney). En effet, les animaux WT passent plus de temps au contact du congénere qu’au
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contact de la nourriture (U=4, P<0.0001) ou de l'objet (U=43, P=0.001). De méme, ils passent
plus de temps au contact de I’objet qu’au contact de la nourriture (U=28, P=0.0002).
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Figure 59: Hiérarchie des motivations naturelles (nourriture, exploration d’un nouvel
objet, et d'un congéneére) lors de la tiche de 3 chambres. Temps passés au contact de
chacune des motivations (haut), et nombre d’entrées dans chaque bras appaté (bas) pour les
animaux WT (n=16) et f2KO (n=17) en condition non privée (A) et en état de privation
alimentaire (B). Les données sont présentées en moyenne * sem., et *’<0.01, **P<0.0001.

Les p2KO quand a eux, passent également plus de temps au contact de la motivation
sociale, représentée par le congénére, qu'au contact de la nourriture (U=27, P<0.0001), ou
qu’au contact de I'objet (U=26, P<0.0001). En revanche il n'y a aucune différence significative
entre le temps passé au contact de la nourriture et celui passé a I'exploration de I'objet

(U=121, P=0.58).
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Pour exclure tout déficit d’exploration des différentes motivations, nous avons
également quantifié et analysé les nombres d’entrée dans les différents compartiments
contenant les motivations (Figure 59A bas). Nous avons montré qu’il n'y avait aucunes
différences entre les groupes (effet génotype, F(1,2=0.43, P=0.51), ni méme entre les conditions
(effet condition, F(1,2=0.30, P=0.73). Les animaux WT et p2KO effectuent le méme nombre

d’entrées dans chacune des chambres.

Suite a la tache de 3 chambres en condition normales décrites ci-dessus, les mémes
animaux ont, apres 2 semaines de tranquillité, été placés en état de restriction alimentaire
(85% de la masse corporelle). Cette manipulation crée une modulation de leur attrait naturel
pour la motivation alimentaire. Ensuite, nous avons eu recours a la méme tiche de 3
chambres pour observer leur nouvelle hiérarchisation des motivations. L’étude du temps
passé au contact de chacune des motivations, révele un changement considérable dans les
priorités des animaux (Figure 60B haut). En effet, en bouleversant 1'équilibre motivationnel,
nous avons montré que les animaux WT et P2KO réagissent de la méme facon a ce
changement (effet génotype, Fu2=1.56, P=0.215). Ainsi, les deux génotypes montrent un
temps passé au contact de la nourriture plus élevé que celui passé au contact du congénere
(WT : U=0, P=0.0002 ; p2KO : U=0, P<0.0001) ou de I'objet (WT : U=0, P=0.0001 ; 32KO : U=0,
P<0.0001). De plus, les temps passés au contact de 1'objet et du congénere ne différent pas
pour les WT (WT : U=13, P=0.08), mais les p2KO tendent a passer un peu plus de temps au
contact du congéneére malgré tout (32KO : U=9, P=0.009). Nous avons également observé que
le nombre d’entrée dans chacun des compartiments est identique entre les génotypes (Figure
60B bas ; effet génotype, Fu2=2.18, P=0.14; effet condition, F,2=0.17, P=0.84 ; interaction
génotype x conditions, F,2=1.21, P=0.30). Ces résultats montrent que malgré un temps
considérable passé au contact de la motivation alimentaire, les animaux WT et p2KO n’en
délaissent pas moins l'exploration des autres motivations et effectuent autant d’entrée dans

les différents compartiments.

b. Hiérarchie des motivations et émission d’USVs

De fagon intéressante, nous avons également enregistré les USVs émises lors de ces
deux taches. L'objectif est de valider ou non I'émission d’'USVs a certaines fréquence en
fonction de I'état motivationnel de I'individu. En effet, nous supposons qu’en présence de la

motivation sociale (laquelle semble préférée par les animaux) les animaux n’émettent des
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USVs a plus haute fréquence que lors de la visite des deux autres motivations. Inversement,
apres privation alimentaire, la motivation la plus renforcante devient la motivation
alimentaire. Ainsi, si notre hypothése se confirme, les USVs émises au contact de la
nourriture devraient refléter ce changement d’orientation motivationnelle. En divisant le
nombre de ces USVs par le temps passé au sein de chacun des compartiments, nous

obtenons un nombre d"USVs émises réellement en présence des motivations.

Pour les animaux effectuant la tadche de 3 chambres en condition de satiété normale
(Figure 60A), nous avons observé qu’il n’existait pas de différences d’émission entre les WT
et les 32KO selon les conditions (effet génotype, F(1,2=3.2, P=0.074), par contre il y a un effet
condition significatif (Fa2=22.1, P<0.0001). En effet, chez les animaux WT et p2KO, le
nombre d’USVs émises au contact de la motivation sociale incarnée par le congénere, est
significativement plus élevé que lors de I'exploration d’objet (WT : U=26, P=0.0001 ; p2KO :
U=19, P<0.0001) ou de la nourriture (WT : U=23, P<0.0001 ; f2KO : U=30, P<0.0001). Aucune
différence n’est observée entre le nombre d"USVs émises lors de I'exploration de 1'objet et

celle de la nourriture (WT : U=126, P=0.93 ; p2KO : U=135, P=0.97).

En condition de privation alimentaire (Figure 60B), 'analyse du nombre d'USVs
émises lors de la visite des différentes motivations révele une différence entre les conditions
(ANOVA ; effet génotype, Fu,2=0.36, P=0.54; effet condition, Fq2=16.67, P<0.0001;
interaction génotype x conditions, F,2=1.69, P=0.19 ; test post-hoc Mann-Whitney). En effet,
chez les WT, le nombre d’"USVs émises durant le contact social est plus élevé que le nombre
d’USVs émises en exploration de nourriture (U=8, P=0.001). De méme le nombre d’USVs
associées a la nourriture est plus faible que lors de I'exploration d’objet (U=28, P=0.03), mais
aucune différence n’est observée entre le nombre d’USVs associées a I'objet et celle associées
a la motivation sociale (U=18, P=0.24). Chez les animaux [32KO, le nombre d"USVs émises en
contact de la motivation sociale est plus élevé que lors de l'exploration d’objet (U=5,
P=0.002), ou lors de I'exploration de la nourriture (U=4, P<0.0001). Mais aucune différence
n‘est observée entre le nombre d'USVs émises entre le compartiment objet et le

compartiment nourriture (U=54, P=0.41).
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Figure 60: Hiérarchie des motivations naturelles lors de la tiche de 3 chambres et
production d’'USVs. Nombre d'USVs émises divisé par le temps passé dans chaque
compartiment (haut), et fréquence moyenne des USVs émises (bas) chez les animaux WT
(n=16) et p2KO (n=17) en condition non privé (A) et en condition de privation alimentaire
(B). (C) pourcentage de réduction de la fréquence moyenne entre les deux conditions non
privé et privé. Les données sont présentées en moyenne + sem. (Excepté pour la figure C), et
*P<0.01, **P<0.0001.
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N

De fagon a compléter cette analyse des USVs en condition de hiérarchisation de
motivations naturelles, nous avons réalisé une analyse des fréquences de ces vocalisations
(utilisation de la fréquence moyenne ; fréquence moyenne = fréquence max + fréquence min
/ 2). Les résultats montrent que les animaux WT et B2KO ne different pas dans leurs
fréquences d’émission. Etonnamment la fréquence moyenne d’émission en motivation
sociale est assez basse chez les deux groupes d’animaux WT et 32KO (WT : 51.9+1.6 kHz ;
2KO : 48.7+1.4 kHz). Dans le compartiment alimentaire, les souris émettent des USVs de
fréquence plus élevée (WT: 61.4 £2.8 kHz ; 2KO : 6414.3 kHz). De méme au contact du
nouvel objet (WT: 61.1+2.6 kHz ; f2KO : 60.2+2.8 kHz). Lorsque les animaux sont état de
privation alimentaire, leur fréquence moyenne d’émission semble diminuer. En effet, au
contact du congénere social en 3 chambres, les fréquences moyennes des USVs émises par les
souris WT et f2KO ne different pas (WT : 45.8.9+3.2 kHz ; f2KO : 41.4+1.9 kHz), mais sont
significativement plus basses (de 'ordre de 10% inférieures) que lors de la condition non
privé (Figure 60C : effet génotype, Fu5=2.52, P=0.11 ; effet condition, F,5=13.35, P<0.0001 ;
interaction génotype x conditions, F,5=0.55, P=0.73 ; test post-hoc Mann-Whitney ; WT :
U=25, P=0.03 ; p2KO: U=26, P=0.006). Au contact de la nourriture, nous n’observons de
méme aucune différence entre les génotypes (WT : 53.8+1.1 kHz ; p2KO : 51.6+1.8 kHz), ainsi
qu'une diminution d’environ 12% pour les WT et de 20% pour les 2KO de la fréquence
moyenne (WT: U=52, P=0.007 ; p2KO : U=52, P=0.0025). En revanche aucune diminution
significative n’est observée lors de I'exploration du nouvel objet WT : U=60, P=NS ; 2KO :
U=42, P=NS).
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Tableau 6: Tableau récapitulatif de la hiérarchie de motivation lors des conditions

de trois chambres normale ou privée

Condition non privée

Temps de contact Nombre d’USVs
WT Social > Objet > Nourriture Social > Objet = Nourriture
B2KO Social > Objet = Nourriture Social > Objet = Nourriture

Condition privée

Temps de contact Nombre d’'USVs
WT Nourriture > Social = Objet Social > Objet > Nourriture
B2KO Nourriture > Social = Objet Social > Objet = Nourriture

205



IV Chapitre 3 : discussion

Discussion:

Motivation sociale, interaction sociale et

classement des motivations naturelles

Synthése des résultats :

L’utilisation de MiceProfiler a permis de retrouver et de valider par le biais d’une analyse
automatisée le comportement spécifique des animaux 2KO obtenu sur 4 minutes en analyse
manuelle. En effet, 'analyse automatique permet une analyse sur 8 minutes, et montre que
les animaux P2KO présentent un temps de contact élevé sur I'ensemble des 8 minutes. De
plus nous avons vu que la majorité des contacts sociaux initiés par le résident étaient dus a
des poursuites du congénere visiteur. L'impossibilité d’arréter ces poursuites, alors qu’elles
diminuent chez les WT, renforce 1'idée d'un manque de flexibilité comportementale lors de

la tache d’interaction sociale chez les animaux 32KO (Granon et al. 2003).

Par l'analyse automatique, nous avons pu montrer la mise en place de séquences
comportementales spécifiques a l'interaction sociale. Des séquences, « dos a dos », évoluant
différemment selon les souris WT et p2KO. Chez les souris WT, elles se mettent en place au
cours du temps, tandis que chez les f2KO elles n’apparaissent quasiment pas. Cette analyse
permet également de mettre en exergue des séquences d’immobilisation, appelées « stop ».
Nos résultats montrent que ces « stop » représentent un point clé de prise de décision pour
les souris WT. De plus le temps consacré a ces « stop » varie drastiquement entre les deux

génotypes.

La comparaison du comportement social et notamment de ces marqueurs lors de la
tache SIT chez des animaux isolés et non-isolés a permis de mettre en évidence plusieurs
divergences. Nous confirmons et affinons les résultats du chapitre 1, les animaux non isolés
précédemment a l'interaction sociale passent beaucoup moins de temps au contact du
congénere. De plus les séquences comportementales different, offrant plus de séquences a
l'initiative du visiteur social (notamment les approches). En outre, il apparait clairement que
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la mise en place des séquences « dos a dos » varie chez les animaux non isolés. Elles ne se
mettent pas en place au cours du temps comme chez les animaux isolés. Nous avons
également montré que les périodes d’immobilité (stop) de I'animal test étaient également

plus courts chez les animaux non isolés.

Par ailleurs, les résultats obtenus dans la tache de trois chambres montrent que
I'organisation entre des motivations d’exploration d'un congénere, d’exploration d’objet et
de consommation de nourriture est identique entre WT et 32KO. Toutes les souris préferent
d’abord aller au contact du congénere, puis explorer le nouvel objet et enfin consommer la
nourriture. Cette organisation est bouleversée de la méme fagon au sein des deux génotypes,
si I'on met les animaux en état de privation alimentaire, montrant ainsi une capacité
d’adaptation des animaux B2KO dans un environnement sans incertitude, c'est-a-dire
lorsque 1’animal test est seul décideur. En ce qui concerne les émissions d'USVs en présence
des diverses motivations, le maximum d'USVs est toujours retrouvé au contact de la
motivation sociale. Ensuite, la distribution des USVs semble totalement indépendante du
temps passé au contact des diverses motivations. En effet, le nombre d’'USVs émises en
exploration d’objet reste relativement constant entre les deux taches. Cependant lors de la
plus forte consommation de la motivation alimentaire, lorsque les souris sont en état de

privation alimentaire, nous observons une légere diminution du nombre d"USVs émises.
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1. Interaction sociale, marqueur de flexibilité et prise de

décision

a. un marqueur de flexibilité comportementale

Mise en place des séquences « dos a dos » et flexibilité

La nécessité d’adopter un comportement flexible lors de la tache d’interaction sociale
est primordiale. Pouvoir entreprendre des comportements d’approches du congénére, les
stopper et initier un autre comportement (e.g, d’exploration) permet d’éviter tout
comportement risqué et d’optimiser les choix possibles. Au sein de la SIT, de nombreuses
séquences comportementales sont entreprises par les animaux. Et le passage de l'une a
'autre résulte d'une évaluation précise de nombreux parametres, et d’une prise de décision
adaptée, qui fait intervenir des acteurs préfrontaux (Killcross & Coutureau 2003; Rushworth
et al. 2004; Rich & Shapiro 2009; Oualian & Gisquet-Verrier 2010). Grace a l'analyse
automatisée fournies par MiceProfiler, Nous avons pu mettre en évidence un type de
comportement mis en place spécifiquement a l'arrét d'un autre, et qui rend compte de la
flexibilité comportementale requise lors de cette tache. En effet, les séquences « dos a dos »
observées dans nos données, se mettent en place chez les WT uniquement apres diminution
drastique des contacts sociaux. Ainsi, comme suggéré dans le chapitre 1, 'activation de
I'OFC permettrait au contact social d’avoir une valeur évolutive (Sul et al. 2010), faisant
diminuer le temps passé au contact social, et permettant la mise en place d’autres séquences

comportementales.

Nos données montrent également que les séquences « dos a dos » ne se mettent pas
en place chez les animaux B2KO. En effet, le déficit comportemental des animaux p2KO,
proche de celui observé chez des souris au du cortex prélimbique 1ésé, tend a montrer que
ces souris B2KO ont un déficit dans l'exécution du maintien de la stratégie de contact social.
Elles perséverent dans le maintien d’une stratégie inadaptée a la situation, notamment en
s’autorisant des séquences d’immobilité trop courtes, engendrant un fort taux de contact
social, totalement rédhibitoire a la mise en place de séquences « dos a dos». L’intérét
écologique de tels comportements «dos a dos» est actuellement inconnue mais ils

pourraient permettre la surveillance de 1’environnement. Or nos données montrent que les
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animaux B2KO passent beaucoup moins de temps que les WT a l'exploration de
I’environnement. Plusieurs données montrent d’ailleurs que les animaux p2KO ont un déficit
d’exploration et que ce déficit est principalement di a une hyperactivité, a une mauvaise
organisation des séquences comportementales et une mauvaise résolution des conflits
motivationnels (Granon et al. 2003; Maubourguet et al. 2008; Avale et al. 2008). L’absence de
mise en place de comportements « dos a dos » chez ces souris reposerait sur une mauvaise
gestion des conflits lors de I'interaction sociale et donc une surreprésentation de la valeur des
contacts sociaux aux dépends des comportements d’exploration. La mise en place de « dos a
dos » nécessite I'inhibition des contacts sociaux, sans arrét des contacts, impossible pour les

individus de mettre en place une stratégie de coopération dans un but exploratoire ou autre.

Flexibilité comportementale et Coopérativité

Un des traits fondamentaux de 'humain est sa capacité sans précédent a établir des
comportements coopératifs avec un individu jusqu’a lors inconnu. Il était jusqu’ici admis que
des formes avancées de coopération sont rares chez les especes non-primates (Engemann et
al. 2012), et que ces comportements sont apparus chez le primates non-humains il y a
quelques millions d’années (Cosmides & Tooby 2005; Hare et al. 2007). Mais, depuis peu, des
études décrivent des comportement similaires chez d’autres especes animales et révelent que
ce comportement n’est pas exclusif aux primates (Viana et al. 2010). Bien que le terme de
coopérativité nécessite une certaine réciprocité entre les individus, I'étude de tels concepts
chez I’animal est encore largement sujette a débat malgré une littérature grandissante sur le
sujet (Rutte & Taborsky 2007; Viana et al. 2010; Lopuch & Popik 2011). Nos résultats sur les
séquences comportementales « dos a dos » pourrait aller dans le sens de cette hypothése de
coopération chez les rongeurs. En effet chez les souris WT nous remarquons la mise en place
progressive de ces séquences apres une période de contact social dense au début de la tache.
Ensuite les animaux ne se touchent quasiment plus et mettent en place cette séquence. La
progression dans la mise en place des séquences « dos a dos » va dans le méme sens que
certaines données qui suggerent que les comportements coopératifs sont évolutifs au cours
du temps et nécessitent préalablement la mise en place d’interaction sociale entre les deux
individus (Lopuch & Popik 2011). Rappelons que lors de ces séquences, les animaux se
tournent le dos compléetement et se trouve hors du champ de vision du congénere. En
revanche, cette posture leur fournit un vue panoramique d’ensemble qui leur permet
surveiller de maniere collective 'ensemble de la piece. Ce comportement observé chez
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d’autres espéces (Ebensperger et al. 2006; Robert 1996) permet de surveiller l'arrivée
d’éventuels prédateurs (ou de I'expérimentateur), ou de récolter le maximum d’informations
sur I'environnement qu’ils pourront ensuite échanger. Ces événements « dos a dos » ne sont
quasiment jamais observés chez les souris de souche 129SV ou DBA2 qui montrent des
niveaux de contact affiliatifs trés bas (particulierement les 129SV), aucune évolution
temporelle des séquences comportementales, et un haut niveau d’agressivité par rapport au
C57BL6/] (Données supplémentaire en ligne, ARTICLE 5). Ces données renforcent I'idée que

les contacts sociaux affiliatifs sont un pré-requis a la mise en place de telles séquences.

Nos résultats montrent également que les animaux P2KO effectuent un nombre et
une durée de contacts plus importants que les animaux WT. Nous observons pourtant que
tres peu de séquences « dos a dos» lors de la tache. En effet, la mise en place de ces
séquences est véritablement concomitante avec la baisse de la densité de contact au cours du
temps, or les p2KO ne diminuent pas leurs contacts sociaux au cours du temps. Dans la
littérature plusieurs explications peuvent rendre compte de 1’absence de ces événements de
coopération. Il a été montré que le niveau d'impulsivité (Stephens 2002; Baker & Rachlin
2002; Stephens et al. 2006), ou l'état motivationnel de l'individu (Viana et al. 2010)
modulaient la mise en place de coopération chez les animaux. En effet, une absence de
coopération est observée chez des animaux présentant un haut degré d’impulsivité. De plus,
la mise en place de comportements coopératifs se fait selon deux schémas opposés : (1) la
propension pro-sociale, qui voudrait qu'un acte de coopération soit un comportement
purement altruiste, avec une valeur de récompense attribuée a la perception du bénéfice de
I'acte par l'autre (Camerer & Fehr 2006). (2) a l'inverse, basé sur une définition plus
économique et plus égocentrique, I'animal coopererait chaque fois que cela implique un
bénéfice (immédiat ou futur), et ce, quelles que soient les conséquences de cette action sur
I'autre individu (Viana et al. 2010). Dans notre cas, nous savons que les animaux p2KO ne
présentent pas de troubles de I'impulsivité (ARTICLE 3). De plus, nous avons vu lors de
I'expérience de trois chambres, qu’elles ne présentent pas d’état motivationnel envers
l'interaction sociale différent de celui des WT. Ainsi, 1'absence de séquences « dos a dos »
semblerait principalement due au déficit de flexibilité comportementale entrainant un fort

taux de contacts sociaux tout au long de la tache.

En marge de la notion de coopération, nos données montrent que les séquences « dos
a dos » sont également des postures de prise de risque. Laisser le congénere dans son dos

sans pouvoir l'apercevoir nécessite de tolérer ce risque. En suivant cette hypothese, les

210



IV Chapitre 3 : discussion

animaux WT semblent plus enclins que les f2KO a prendre des risques. Nos données
suggerent ainsi que les animaux P2KO tolérent mal la prise de risque dans un
environnement aussi incertain que linteraction sociale. Cependant des données
supplémentaires et d’autres études sont nécessaires pour valider une telle hypothése qui
pourrait expliquer les difficultés de mise en place de comportements sociaux évolutifs chez

les souris 32KO.

b. Les points « clés » de prise de décision

Lors de taches complexes comme l'interaction sociale, I’animal doit sans cesse évaluer
les comportements du congénere et y réagir de la meilleure facon possible. Ce processus
nécessite d’étre attentif a I'autre, et surtout de prendre le temps de choisir entre différentes
options de réponse. Cette prise de décision chez I'animal ce fait a des moments clés, par
exemple, des moments ot I'animal « scanne » I'environnement et intégre les informations
issues des différentes modalités pour prendre la bonne décision et entreprendre un
comportement adapté. Chez la souris il a été montré que l'alternance des séquences
comportementales favorisait 1'apparition de ces séquences ou posture d’immobilité. Ces
comportements, qui peuvent étre des arréts complets ou des mouvements a vitesse tres
réduite, sont considérés comme étant des moments associés a la collecte d’informations
(Kramer & McLaughlin 2001; Whishaw et al. 2006), des moments de prise de décision pour
I'animal (Maubourguet et al. 2008; Dvorkin et al. 2008). Jusqu'a lors ces séquences
spécifiques n’ont été montrées que lors de tache d’exploration d’environnement permettant a
I'animal d’organiser son comportement futur. Nos résultats sont les premiers montrant que

ce type de séquences est également observé lors de taches plus complexes, nécessitant une

adaptation instantanée.

Nous avons montré que les souris 2KO effectuent le méme nombre de période
d’immobilité que les WT, mais que le temps qu’elles y consacrent est beaucoup plus court, et
ce spécialement lors de la seconde période de la tache. Nos données sont cohérentes avec de
précédentes données de la littérature obtenues également chez les souris P2KO
(Maubourguet et al. 2008) qui montrent que chez ces animaux déficitaires pour la sous-unité
2 des récepteurs nicotiniques, le nombre ainsi que la durée des « stop » lors d’une tache

d’exploration en environnement libre étaient réduite. De méme ces auteurs ont montré que
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ces animaux était hyperactifs (Avale et al. 2008; Maskos 2010), et que cette hyperactivité
pouvait étre expliquée, d'une part par une diminution de ces événements « stop », et d’autre
part par 1'organisation des comportements qui en découlent. Dans notre tache d’interaction
sociale, seule la durée des « stops » est plus courte chez les souris $2KO que chez les souris
WT, leurs nombres ne varient pas entre les deux groupes. Cette différence est probablement
due au fait que lors de notre tache et a I'inverse de I'exploration d’environnement libre, il y a
la présence d'un congénere social. Cet individu peut tout a fait perturber un événement stop

en décidant d'initier un contact envers I’animal 2KO.

Cependant, I'analyse de I'arbre des décisions qui découle de ces événements « stops »
nous montre qu’ils représentent un « carrefour des décisions », et semblent appuyer leur role
comme événements de prise de décision, comme c’est le cas lors de l'exploration
(Maubourguet et al. 2008). Nos résultats montrent que chez les souris WT les séquences de
poursuite initiées par le résident ont trois origines : les contacts oro-oral, oro-génital, et les
« stops ». Tandis que chez les souris p2KO, les événements de poursuite découlent souvent
d’autres poursuites. Les « stops » ne représentent pas un point de départ pour la majorité des
comportements, a I'inverse des souris WT, ot la quasi-totalité des comportements peuvent
étre initiés a la suite d’un « stop ». Ces données sont cohérentes avec les données trouvées
dans la littérature qui montrent que les animaux WT et 2KO ont une organisation des
séquences comportementales différentes en environnement libre (Maubourguet et al. 2008).
De plus, de précédentes observations ont montré que les souris WT réagissent a la nouveauté
en augmentant leur activité exploratrice, tandis que les souris p2KO n’adaptent pas leurs
comportements a un environnement changeant et font preuve d'un comportement plus

rigide (Granon et al. 2003), comme c’est aussi le cas chez des animaux avec des lésions PrL

(Granon & Changeux 2011).
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2. Motivation sociale et flexibilité comportementale

a. Impact de la motivation sociale sur le contact social

Le modele d’étude de la prise de décision qu’est l'interaction sociale, permet
‘étudier des prises de décision répétées tout en modulant les principales motivations
naturelles impliquées. Il est maintenant bien décrit dans la littérature que le contact social
représente une source de motivation pour les animaux (Panksepp & Lahvis 2007; Panksepp
2007). De nombreuses études soulignent l'importance des systemes impliqués dans la
motivation et la récompense lors de contacts sociaux chez les animaux (Krach et al. 2010;
Trezza, Damsteegt, et al. 2011; Trezza, Campolongo, et al. 2011a; Marco et al. 2011).
L’isolement social chez la souris et le rat est fréquemment utilisé et étudié lors de protocoles
expérimentaux (Brain 1975; Voikar et al. 2005; Krohn et al. 2006; Kulesskaya et al. 2011).
Cependant il est important de noter la différence qui existe entre condition d’isolement total
(physique, olfactif, acoustique) et élevage en condition individuelle (uniquement par la
séparation physique). Dans la quasi-totalité des études, y compris la notre, il est question de
condition d’élevage individuel. Cette modification des conditions d’élevage modifie
fortement le comportement des animaux selon le fond génétique utilisé (Voikar et al. 2005;
Silva et al. 2011). En effet, les souris C57BL6/] tendent a étre plus actives que leurs
congéneres groupés, mais n’en deviennent pas pour autant plus agressives, contrairement au

BALBC (Cambon et al. 2010).

De maniére intéressante, nos données montrent que lorsque les conditions d’élevage
changent, on modifie fortement 'interaction sociale des animaux. Les individus n’ayant pas
été isolés préalablement a la SIT (SIT-groupé) effectuent beaucoup moins de contacts sociaux
que les individus isolés (SIT-isolé). En effet, ils font seulement 20% de temps de contact sur
I’ensemble de la tache contre quasiment 40% pour les animaux en SIT-isolés. Ce temps de
contact diminué est cohérent avec l'analyse des types de contacts initiés, car les animaux en
SIT-groupés n’effectuent pratiquement pas de contact oro-oral, ou oro-génital par rapport au
animaux en SIT-isolés. En clair, lorsque les animaux ne sont pas isolés avant la SIT, ils
délaissent l'interaction sociale pour l'exploration de l’environnement. En accord avec les
études précédentes, les présents résultats semblent supporter l'idée que la condition

d’élevage de I'animal affecte significativement la qualité et la durée des interactions sociales
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(Laviola & Terranova 1998; Terranova et al. 1999; Marco et al. 2011). En effet ces études
montrent qu'un rat en présence d'un congénére connu consacre moins de temps a
"exploration sociale que lorsqu’il rencontre un individu inconnu. De plus il a été montré que
I'isolement social induit une modification du systéeme dopaminergique et du systéme
opioide, augmentant le niveau de comportement social chez le jeune rat (Niesink & Van Ree
1989; Vanderschuren et al. 1997). Nos résultats ainsi que ceux de la littérature renforcent
I'hypothese de I'impact de la modulation de la motivation sociale sur le comportement des
animaux. En plagant les animaux dans un état motivationnel augmenté pour 1'interaction
sociale, nous sommes capables de modifier drastiquement leur comportement social. De
nombreux travaux montrent I'importance de circuits fonctionnels impliquant le CPF, le COF,
le NAcc ainsi que les afférences dopaminergiques de ces structures dans le traitement des
motivations alimentaires et probablement également sociales. Notamment, des travaux ont
montré le role du GABA et d'une interaction Glutamate/Dopamine au sein du striatum
ventral dans le traitement de la valeur motivationnelle des stimuli de 1’environnement et le
déclenchement de comportements motivés (Faure et al. 2008; Faure et al. 2010). Suggérant
qu’en isolant les animaux, nous jouons sur la représentation de la récompense sociale de

’animal en modifiant la transmission dopaminergique associée.

b. Etat motivationnel, flexibilité comportementale et prise de décision

Une hypothese alternative a la modification de la représentation de la récompense
sociale, serait que l'isolement modifierait également (ou seulement) I'état émotionnel de
I'animal. Cette modification pouvant étre a l'origine méme de nos résultats sur le contact
social. De nombreuses études montrent que les conditions d’élevages des animaux en
laboratoire influencent leur état émotionnel et motivationnel (Valzelli 1973; Kulesskaya et al.
2011; Olsson & Dahlborn 2002; Krohn et al. 2006; Voikar et al. 2005). Le syndrome
d’isolement chez le rongeur est trés bien décrit aujourd hui et plusieurs études rapportent
des troubles du comportement, tels que I'hyperactivité ou l'anxiété dans ces conditions
(Koike et al. 2009; Wei et al. 2007; Hellemans et al. 2004). Cependant, ce type d’effet apparait
apres une période d’isolement plutot longue (entre 4 et 8 semaines d’isolement) et differe
fortement entre les males et les femelles (Valzelli 1973; Kulesskaya et al. 2011). Lors de nos

protocoles, nous utilisons des périodes d’isolement relativement courtes (3 semaines
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maximum), celles ci ne suffisent pas a entrainer un état de stress intense chez les animaux.
Ainsi, nous avons pu montrer qu’en modifiant les conditions d’élevage de ces animaux, nous
étions aussi capables de modifier l'apparition des séquences «dos a dos» lors de
I'interaction sociale. En effet, chez les animaux en SIT-isolés, on observe une évolution et une
apparition des « dos a dos » au cours du temps, conjointement a la diminution des contacts
de 4 a 8 minutes. Inversement, chez les individus en SIT-groupé, le nombre, ainsi que le
temps passé au contact du congénere, de méme que les séquences « dos a dos », restent trées
peu représentés. Ainsi, chez les animaux moins motivés pour l'interaction sociale, 1’absence
de ce marqueur putatif de flexibilité semble étre liée a 'absence de contacts sociaux au début
de la tache. Les animaux passant la plupart de leur temps a l'exploration de I'environnement
et non au contact du congénere (pour cause de motivation différente), cela ne permet pas la
mise en place de ces séquences spécifiques. Nos données renforcent donc I'hypothese
soulevée dans le chapitre 1, a savoir qu'un conflit motivationnel (créé grace a l'isolement
social) permet la mise en place d’épisodes de flexibilité comportementale durant lesquels les
animaux basculent d'une motivation a l'autre. De plus, il existe dans la littérature des
évidences montrant que I'état motivationnel de I'individu joue sur ses capacités et sa volonté
de coopération sociale (Viana et al. 2010). Nos données vont dans le méme sens en montrant
que chez les individus SIT-groupés, il n'y a quasiment pas de séquences comportementales
« dos a dos » par rapport aux animaux SIT-isolés. Tres récemment, une équipe de chercheurs
a montré que les USVs produites chez le rat influencent Iefficacité des réponses
instrumentales lors d'une tache de coopération (Lopuch & Popik 2011). Ainsi, 'absence de
séquence « dos a dos » lors de notre tache de SIT-groupé pourrait s’expliquer par le faible

taux de vocalisations émises lors de cette tdiche comparé a la tache SIT-isolé (Voir chapitre 2).

Ces animaux a la motivation sociale plus faible montrent également un nombre de
séquences d'immobilité plus important que les animaux en SIT-isolés. Cependant la durée
des ces arréts est beaucoup plus faible. L'identification de ces séquences comme des points
de prise de décision, nous amene a considérer I'impact de la motivation sociale sur les
séquences de prise de décision. Ainsi, lorsque le conflit motivationnel entre deux motivations
concurrentes n'est pas potentialisé par l'isolement social, les animaux semblent prendre
moins de temps pour effectuer leurs prises de décision. De plus étant donné le faible taux de
contact initié par le résident lors de la SIT-groupé, ces choix semblent donc s’orienter plus

rapidement vers de I'exploration d’environnement.
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3. Classement des motivations et comportement social

a. Hiérarchie de motivation et conflit motivationnel

Les premieres études concernant les préférences de 1'animal entre plusieurs choix
apparaissent dans la littérature aux alentours de 1970 (Hughes 1976). En effet, Il est possible
d’étudier la préférence de 1’animal pour 1'une ou l'autre des motivations qui lui est exposée,
en considérant que plus l'animal passe de temps a l'exploration, plus la motivation est
préférée (Moy et al. 2004; Nadler et al. 2004; Defensor et al. 2011). Bien que le choix conscient
pour l'une ou l'autre des ressources présentées indique la préférence relative de 1’animal,
certains auteurs argumentent que 1'expression d"une préférence par un choix n'indique pas a
quel point cette option est importante pour I’animal (Matthews & Ladewig 1994). La force de
la motivation peut étre estimée par le « prix » que 'animal est prét a « payer » pour accéder a
la récompense. Cette réponse peut se faire par une réponse opérante, tel qu'un appui sur un
levier, ou la capacité a endurer une expérience aversive (Matthews & Ladewig 1994). Plus le
prix que l'animal est prét a payer est élevé, plus la motivation est élevée, et donc plus

important sera le comportement opérant (Mason et al. 1998; Olsson & Dahlborn 2002).

Dans notre étude nous nous sommes concentrés sur la préférence des animaux pour
des motivations naturelles, telles que I'exploration d’un nouvel objet, le contact social, et la
consommation de nourriture. L'utilisation de la tache de trois chambres a permis de définir
la hiérarchie entre ces trois motivations « primaires » chez la souris adultes males et de
vérifier si les animaux [B2KO présentent ou non un déficit dans leur classement. De
précédentes données obtenues au laboratoire montrent que lorsque l'on rajoute une
troisieme motivation (alimentaire) lors de l'interaction sociale, les animaux p2KO montrent
un déficit dans I'organisation entre ces trois motivations (ARTICLE 3). En effet, la sous-unité
B2*nAChRs semble étre impliquée dans la capacité a refreiner un comportement engagg, et a
évaluer correctement la valeur des récompenses associées aux différentes motivations. Elle
semble également permettre I"établissement d’un classement approprié entre les motivations
concurrentes lors de cette tiche. Comme nous 1'avons montré précédemment pendant une
tache d’interaction sociale (Chapitre 1), les animaux consacrent une grande partie de leur
temps a l'exploration de I'environnement. Ces données, ainsi que d’autres (Granon et al.

2003), renforcent I'idée que les souris B2KO ne souffrent pas d’une manque d’intérét pour
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I'exploration de I’environnement, mais montrent bien un déficit d’organisation
comportementale (Maubourguet et al. 2008) fortement modulé par le systeme de récompense
(Maskos et al. 2005; Avale et al. 2008). Les souris p2KO montrent un déficit dans I'intégration
de I'information motivationnelle nécessaire a la planification comportementale (ARTICLE 2).
Incorporer une troisieme motivation dans le méme contexte d’interaction sociale, nous
renseigne certes sur le déficit d’organisation comportementale de ces souris, mais ne procure
qu’'une idée un peu biaisée de leur véritable hiérarchie de motivation. En effet, comme nous
I'avons supposé précédemment, 1’animal visiteur interagit fortement avec 1’animal test. Son
comportement influence obligatoirement les décisions de la souris test. Par exemple, lorsque
I'animal test explore I'environnement, si le visiteur décide d’interagir avec lui, il va alors
probablement initier un comportement de contact social qui sera suivi par la souris test.
Donc le temps passé respectivement a 1'exploration de I"environnement ou au contact social,
n’est pas le reflet exact de la motivation intrinseque de 1’animal test, car le visiteur influence
ce temps. Ainsi, I'utilisation d’un environnement sécurisé, tel que la tache des trois
chambres, ou l'animal test (WT ou P2KO) choisit de passer ou non un certain temps au
contact de telle ou telle motivation (indépendamment des comportements initiés par le
visiteur) nous donne un meilleur apercu de leurs préférences naturelles, mais supprime un

élément majeur de 1'équation de prise de décision : I'incertitude.

De maniere simple, les données obtenues jusqu’alors sur le déficit de classement
motivationnel des animaux 32KO, vont a I'encontre de ce que nous observons lors de notre
tache de trois chambres en condition de satiété (Figure 59). En effet, nous avons montré que
lors de cette tache les animaux WT et 2KO présentaient une préférence marquée pour le
congénere social, puis pour I'exploration du nouvel objet et enfin pour la nourriture. Aucune
différence de hiérarchie entre ces motivations n’est observée entre les deux génotypes. Nos
données appuis les résultats de la littérature montrant que les souris p2KO n’ont pas de
déficit dans l'appréciation de la récompense alimentaire (Granon et al. 2003). De plus, les
données présentées dans le chapitre 1 montrent que des animaux WT et 32KO non isolés
avant l'interaction sociale, ne montrent aucune différence dans leurs comportements sociaux.
Les animaux 32KO ont un taux d’interaction sociale au méme niveau que celui des WT. Nos
données renforcent donc l'idée que ces animaux ne présentent pas de déficit dans
I"évaluation des motivations sociales ou d’exploration en tant que telles, mais montrent
plutdt un déficit dans la gestion lorsque ces motivations entrent en conflit aprés isolement et

lorsque le congénere se déplace et créé alors de I'incertitude dans I’environnement.
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Ainsi, de fagon a créer un conflit motivationnel chez ces animaux dans le contexte de
I'étude des 3 chambres, nous avons privé les animaux de nourriture, et regardé quel était
leur préférence motivationnelle. Nos données montrent que les animaux WT et p2KO
réagissent de la méme facon a ce traitement en adaptant leur classement de motivation de
facon a consommer d’abord la nourriture, puis d’effectuer des contacts avec le congénére, et
enfin I'exploration du nouvel objet. On remarque également que le nombre d’entrée dans
chacun des compartiments est identique entre les génotypes et entre les motivations, comme
lors de la premiére partie de I'expérience. L'aire prélimbique du CPF, chez la souris participe
fondamentalement, comme chez ’"humain (Sescousse et al. 2010), a la hiérarchisation entre
motivations concurrentes lorsqu’un individu choisit de renforcer I'une ou l'autre (Granon &
Changeux 2011). De plus, nous avons précédemment montré que les p2*nAChRs au niveau
PrL, jouent un role fondamental dans la gestion de la flexibilité comportementale lors des
contacts sociaux. Nos présentes données montrent que lorsque 1'on crée un conflit entre la
motivation alimentaire et les autres motivations, les animaux p2KO ne présentent pas de
déficit dans l'organisation et la gestion des motivations. La différence entre notre tache
d’interaction sociale et la tiche de 3 chambres utilisée ici, repose sur l'incertitude entourant
les comportements liés au visiteur social. L'incertitude et, a fortiori, la prise de risque sont des
facteurs extrémement importants lors de la prise de décision (Dreher 2007; Tom et al. 2007;
Doya 2008; Rivalan et al. 2009). En effet, des structures frontales (COF, CPF ventromédian) et
sous-corticales (striatum dorsal, amygdale, insula) sont largement impliquées dans ces
processus. Elles permettent de guider la prise de décision en intégrant les facteurs de risques
et d’incertitudes au codage de la valeur de I'option et ainsi de moduler le schéma de prise de
décision (Tom et al. 2007; Doya 2008; Rangel et al. 2008; Haber & Knutson 2010). Comme
nous l'avons montré précédemment, les animaux P2KO ne présentent que tres peu de
séquences comportementales « dos a dos ». Ainsi, le niveau de prise de risque lors de la tache
d’interaction sociale semble diminué, et les animaux B2KO ne tolérent pas ou peu que
I'individu visiteur soit hors de leur champ de vision. Nos données appuient I'implication des
B2*nAChRs au sein du PrL, et renforcent I'hypothese du role central des f2*nAChRs dans la
gestion de la flexibilité en condition incertaines, comme lors de l'interaction sociale avec un

nouveau congénere.
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b. L’émission d’'USVs comme marqueurs motivationnels

L’hypothese motivationnelle associée aux USVs chez le rongeur suppose que le
niveau d’émission ainsi que les fréquences des USVs soient fortement lié a I'état
motivationnel (Brudzynski 2007). Nos données obtenues dans le Chapitre 2 tendent a
renforcer cette hypothese. Cependant, lors de la condition de 3 chambres en présence de
motivations concurrentes, les USVs émises, sur la base de leurs criteres physiques
(fréquence, nombre et durée) rendent difficilement distinguable les différentes motivations.
En condition de satiété, les animaux émettent plus de vocalisations au contact de la
motivation sociale, qu'au contact des motivations alimentaire ou nouvel objet. De plus,
malgré 1'absence de corrélation entre le nombre d’'USVs et le temps passé a 1'exploration de
la motivation, nous observons une nette gradation du nombre d"USVs (similaire a celle
observée pour le temps de visite de chaque stimulus). Cependant lorsque nous regardons de
plus pres les fréquences d’émissions, nous remarquons que la fréquence moyenne des USVs
émises lors de I'exploration de la motivation sociale (congénere) est de I'ordre de 50 kHz,
tandis que la consommation de nourriture et 'exploration d’objet génerent des USVs a 60
kHz environ. Cette légere diminution de la fréquence moyenne d’émission en contexte social
pourrait s’expliquer par la présence de la souris « récompense », elle-méme restreinte sous le
pot. En effet plusieurs études, dont nos résultats obtenus dans le Chapitre 2, rapportent
I"émission d"USVs a basse fréquence dans un contexte aversif chez le rongeur (Portfors 2007;
Litvin et al. 2007; Sadananda et al. 2008). Etant donnée I'impossibilité actuelle de différencier
les USVs de I'une ou l'autre des souris, ces USVs a plus basse fréquence de I'individu sous le
pot, mélées a celle de l'individu test, engendreraient une fréquence moyenne d’émission plus

faible enregistrée dans ce compartiment.

De récentes études suggerent qu'un contact social direct est requis pour 1'émission
d’USVs haute fréquence chez la souris, tandis qu'un contact indirect (e.g. par présentation
d’urine) ne permet pas l'enregistrement de telles USVs (Wang et al. 2008). Nos résultats
montrent que nous sommes capables d’enregistrer des USVs a 50 kHz lors d’un contact
social indirect, mais que ces USVs présentent une fréquence d’émission plus faible que lors
d’un contact social direct. Ainsi, comme suggéré par ces études, c’est probablement le fait
que le contact soit indirect qui rend 1'émission d"USVs a plus haute fréquence plus difficile.
Cette hypothese rejoint notamment la relation qui existerait entre [I'état

émotionnel/motivationnel et I'émission d’'USVs a haute ou basse fréquence. La frustration
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de l'animal de ne pas pouvoir accéder a un contact social direct entrainerait I'émission

d’USVs reflétant cet état.

De fagon intéressante, lorsque les animaux subissent une privation alimentaire, nous
observons une diminution significative des fréquences moyennes d"USVs au contact des
motivations a la fois sociales, et alimentaires, tandis qu’aucune diminution n’est notée pour
les USVs émises dans le compartiment lors de I'exploration du nouvel objet. De récentes
données rapportent que la privation alimentaire entraine des modifications physiologiques
pouvant conduire a un état de stress intense chez I’animal (Bourguet et al. 2011; Hemsworth
et al. 2011; Bauer et al. 2011; Wunderink et al. 2012). Ainsi, cet état de privation alimentaire
chez I'animal peut conduire a I'émission d"USVs associées a un état plus « négatif », malgré

la possibilité d’assouvir ce manque par la consommation de pastille de sucrose.
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Lors de ce travail de these, j'ai utilisé plusieurs approches complémentaires pour
tenter d’apporter des éléments de réponse a la compréhension des processus de prise de
décision et I'intégration des motivations naturelles chez la souris. L’étude de la prise de
décision a été entreprise grace a de nombreuses taches plus ou moins compliquées qui
mettent en exergue certains aspects spécifiques de ce processus. Nous avons vu en
introduction qu'’il existe, chez le rongeur, des taches basées sur des labyrinthes (set-shifting,
labyrinthe en croix modifié). Chacune de ces taches présente des particularités en
s'intéressant soit spécifiquement aux changements physiologiques de l'individu ou aux
changements environnementaux. Nous n’avons pas la prétention d’avoir ici utilisé la tache
ultime pour étudier la prise décision chez 1’animal, mais la SIT présente l'intérét d’étre
naturellement signifiante pour le rongeur. Elle permet notamment 1'étude de la flexibilité
comportementale dans un environnement relativement simple. Le principe repose sur la
mise en conflit de deux (ou plusieurs) motivations en parallele : dans la version la plus
simple de la SIT (Granon et al. 2003), un conflit motivationnel est généré entre deux
motivations naturelles trés prégnantes : interagir avec un congénére alors qu’'on en a été
privé, et explorer un nouvel environnement. Cette situation incite 'animal d’une part a
varier ses actions, et d’autre part a adapter son comportement en fonction des réactions du

congénere auquel il est confronté.

Cependant, lors de cette tache, le seul fait d’isoler 'animal pendant 3 semaines
précédemment a I'expérience module a la fois sa motivation pour l'interaction sociale, mais
également son état émotionnel. De plus, la modification de I'environnement dans lequel se
déroule la tache peut également influencer 1'état émotionnel. Ces deux notions sont dans ce
cas intimement liées, et la compréhension de l'implication de ces processus de fagon
individuelle est primordiale. Ainsi, au laboratoire, tout un projet visant a étudier les
composantes strictement émotionnelles lors de la SIT est en cours. Ces manipulations
passent par des conditions de stress chronique ou aigu avant exposition a la SIT et par le
dosage de la corticostérone plasmatique et/ou corticale lors de 1'isolement ou directement a

la suite de la tache d’interaction sociale pour les deux individus.
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En partant de la tache classique (SIT-isolé), nous avons décliné une tache
d’interaction sociale durant laquelle le conflit entre les deux motivations est beaucoup moins
important. En effet, en n’isolant pas les animaux préalablement a 1’expérimentation, notre
hypothese est que la motivation pour l'interaction sociale n’est pas aussi prégnante que
lorsqu’ils ont été isolés. Certains psychologues du comportement animal comme Reuchlin M.
(Reuchlin 1981), avance I'idée que le rat de Skinner n’apprend a appuyer sur le levier qu'en
présence d'un renforgateur, la nourriture par exemple. En revanche, donner de la nourriture
a un animal rassasié ne constitue pas un renforcement, comme nous avons pu le voir lors de
la tache de trois chambres. Ainsi, la force du renforcateur serait fonction de la création
préalable d’un besoin (nourriture), que le renforcateur satisfait. Dans notre cas, en SIT, les
animaux isolés présentent un temps au contact du congénere (renforcement social) plus élevé
qu’en condition non isolée. De plus I'expression vocale de ces deux groupes est différente. En
effet, les animaux isolés émettent des USVs a plus hautes fréquences (au-dela de 75 kHz),
classiquement associées a un état émotionnel positif (Sadananda et al. 2008; Brudzynski
2007), tandis que les animaux non isolés émettent des USVs a des fréquences plus basses
associées a un état émotionnel plus négatif (Brudzynski 2001; Litvin et al. 2007). Les
ressemblances entre nos données et les principes de base de la motivation chez ’animal en
conditionnement sont intéressantes. En effet, comme 1'expression faciale du plaisir chez le rat
(Berridge 2000; Berridge 2009), ces USVs refletent, pour nous, un critére d’évaluation de I'état

émotionnel de I’animal lors de la SIT.

L’autre point de ce travail de thése concerne la mise en évidence de bases
neurobiologiques de la prise de décision chez la souris. Depuis maintenant plusieurs
dizaines d’années, le CPF est considéré comme le centre d’intégration des informations
émotionnelles, motivationnelles, et sensorielles, qui toutes sont nécessaires a la bonne
évaluation de situations complexes, et donc a la prise de décision chez les mammiferes
(Fuster 1997; Uylings et al. 2003; Wallis 2007). Seulement, comme décrit précédemment dans
ce manuscrit, les étapes intervenant dans le processus de prise de décision sont nombreuses.
Et bien évidemment, elles ne sont pas toutes gérées par une seule et méme structure. Dans ce
manuscrit, nous avons mis en évidence 'existence d'une dichotomie entre plusieurs sous-
parties du CPF lors de taches complexes. En effet, au sein du PrL, la partie rostrale ne semble
pas particulierement impliquée lors de la SIT, a l'inverse de la partie plus médiane (PrL
médian). Le role précis de cette dichotomie reste encore a définir, mais plusieurs études

semblent corroborer nos résultats. Notamment, des études de tragage antérograde chez le rat
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montrent un gradient rostro-caudal au sein des connexions PrL-NAcc (Gorelova & C. R.
Yang 1997). Fonctionnellement, ces connexions cortico-striatales jouent un réle dans la
concrétisation des actions a la suite de la combinaison d’informations sensorielles au sein du
CPF. Cependant, la distinction fonctionnelle des sous-parties (« core » et « shell ») du NAcc
reste aujourd’hui encore relativement sujette a controverse (Everitt & Robbins 2005; Belin et
al. 2009; Shiflett & Balleine 2011; Corbit & Balleine 2011) et le role de cette dichotomie doit
étre éclairci. L'utilisation d’enregistrements électrophysiologiques in vivo (Battaglia et al.
2009) situés spécifiquement sur les aires rostrales ou médiales du PrL pourrait permettre de

mieux comprendre I'implication fonctionnelle de ces sous-parties lors de la SIT.

Ce travail de these a également permis de mettre en évidence une multitude de
marqueurs comportementaux nouveaux associés a l'interaction sociale, et par extension, a la
flexibilité comportementale. En effet, 'analyse automatisée via MiceProfiler, de la SIT a
permis de définir deux éléments jusqu'alors impossibles a quantifier manuellement :
I'analyse temporelle des séquences comportementales, et I’analyse couplée des
comportements des deux animaux. Notamment, cette analyse a mis en évidence les
séquences «dos a dos», définies comme des marqueurs temporels de flexibilité
comportementale. En effet, la mise en place de ce comportement repose sur un bon équilibre
entre recherche du contact social et satisfaction d’autres motivations et chez les animaux WT,
ces séquences n'émergent que lorsque leurs contacts sociaux diminuent au cours du temps.
Ce n’est pas le cas des animaux 2KO, qui a cause d'un déficit de flexibilité (Granon et al.
2003; Maubourguet et al. 2008), présentent un taux de contact sociaux élevé. Ainsi, s'il n'y a
pas d’arrét des contacts, la mise en place des séquences « dos a dos » est impossible, car ces
criteres sont mutuellement exclusifs. Inversement, lorsque les animaux ne présentent pas de
motivation particuliere pour l'interaction sociale (SIT-groupé), le taux de contact reste bas.
Malgré cela, les « dos a dos » sont inexistants. Ceci montre qu'il ne suffit pas que les souris
n'aient pas de contact pour que les dos a dos se mettent en place; il s'agit donc certainement
de postures choisies conjointement et non pas obtenues aléatoirement. I1 y a donc une
alchimie complexe pour la mise en place des « dos a dos », mais I'un des éléments clé semble
étre la flexibilité comportementale permettant des ruptures entre séquences
comportementales. La mise en évidence de ce critere de flexibilité a permis de mieux
caractériser le comportement rigide des animaux $2KO. Une des caractéristiques des « dos a
dos », est que les individus ne se voient pas et couvrent (grace a leurs champs de vision

respectifs) la totalité de I'environnement. De ces séquences spécifiques a une coopération
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entre les animaux, il n'y a qu’un pas. En effet, la mise en place de comportements coopératifs
entre les rongeurs a pu étre montrée dans différentes études récentes (Lopuch & Popik 2011;
Tsoory et al. 2012; Schneeberger et al. 2012). Nous pouvons donc émettre I"hypothese que les
séquences «dos a dos» refletent des comportements de coopération destinés a la
surveillance de I'environnement. Il serait alors intéressant d’étudier le role des contacts
sociaux en termes d’échange d’informations: comment les animaux décident-ils de la mise en
place de ces comportements ? Est-ce au moment des contacts ? Si oui quels roles jouent les
USVs dans la mise en place de ces séquences « dos a dos » ? Comme nous 1'avons décrit,
seuls les animaux WT en SIT-isolé présentent un taux d’émission d’'USVs élevé fortement
corrélé au contact social. De plus ces contacts sociaux sont majoritairement oro-oral, plus
favorable a la transmission d’informations sociale, probablement nécessaire a la mise en
place de la coopération. Inversement, chez les individus p2KO, les contacts sociaux initiés
par le résident envers le visiteur sont oro-génitaux, et malgré un niveau d’émission identique
aux WT, il n'y a pas de séquence « dos a dos ». Pour expliquer cette différence, I'hypothése
majeure que nous envisageons est que les individus P2KO possedent un fort déficit de
flexibilité lors de la gestion de situations conflictuelles (Granon et al. 2003) qui les empéchent

de basculer vers des comportements coopératifs.

De facon intéressante, des résultats récents obtenus au laboratoire, montrent que des
dyades de souris $2KO/B2KO en SIT ne vocalisent pas. Il est donc pertinent de se demander
si ce déficit de flexibilité observé typiquement chez les f2KO entraine un mutisme des
animaux, ou si, inversement, I’absence d’émission d’'USVs chez ces animaux expliquerait le
manque de flexibilité. Des éléments de réponse pourraient étre fournis en procédant a
'enregistrement des USVs chez des animaux p2KO réexprimés pour la sous-unité 32 au PrL

lors de la SIT.

Nous avons vu tout au long de ce manuscrit que les USVs semblent jouer un role
important lors de la tdche d’interaction sociale, et qu’elles pourraient représenter un
marqueur physiologique de la motivation sociale. En effet, notre étude est la premiére a
comparer 1'émission d’'USVs au sein de trois conditions sociales différentes variant selon le
niveau de «feedback » social fourni a l'animal test. Nous avons observé que le niveau
d’émission d'USVs est fortement lié a ce « feedback ». De plus, si les animaux sont motivés
pour l'interaction sociale (SIT-isolé versus SIT-groupé) ces USVs sont fortement corrélées au

temps de contact social : le nombre, mais aussi la fréquence de ces USVs sont augmentés. Ces
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données s’accordent avec celles de la littérature (Panksepp et al. 2007; Moles et al. 2007), mais
elles posent la question fondamentale concernant 1’origine de 1'émission de ces USVs. Est-ce
qu'un attracteur attentionnel suffirait au déclenchement des USVs? En effet, lors de la
présentation d'urine d'un congéneére trés peu d’'USVs sont enregistrées, tandis que lors de la
tache des 3 chambres il y en a un peu plus (mais beaucoup moins que lors de la SIT). Ainsi
en présentant un attracteur attentionnel (un élément animé par exemple), quel serait
I"émission de ces animaux ? La mise au point au point d"un tel outil (Bernard et al. 2010;
Meyer & Guillot 2007), tel qu’il a pu étre mis en place dans I'étude du comportement chez le
poisson zébre (Abaid et al. 2012) permettrait d'une part de s’affranchir des biais concernant
I'identité de l'individu vocalisant, mais également de voir si le simple fait d'introduire un

attracteur attentionnel en mouvement suffit a générer des USVs chez I’animal test.

Grace a ce travail de these, notre équipe a mis pour la premiére fois en évidence le
lien entre état motivationnel et émotionnel et I'émission de vocalisations chez la souris. Ces
résultats montrent que, comme chez le rat (Brudzynski 2007), Les souris émettent des USVs a
plus basses fréquences lors des taches a « valeur négative ». Inversement lors des taches a
« valeur positive », comme lors de la SIT, les USVs sont émises a des fréquences plus hautes.
Cette relation entre 1'état de 'animal et ces émissions de sons est bien connue chez I"humain.
Un état émotionnel négatif entrainant un changement de prosodie vers des gammes de
fréquence plus haute et inversement (House et al. 1987). Bien que cette prosodie soit inversée
chez le rongeur, son utilisation permettrait de connaitre avec plus ou moins de certitude
I’état émotionnel dans lequel se trouve I’animal. De plus, un changement dans 1'expérience
affective subjective pourrait étre la cause proximale d’un changement de comportement (G P
Lahvis et al. 2010). De fagon schématique, la prosodie est le reflet de I'état émotionnel, qui lui
meéme influence fortement le comportement des animaux. Comme chez le rat (Normansell &
Panksepp 1990; Wohr & Schwarting 2009), pour corroborer I'existence d"un tel lien, direct,
entre les états émotionnels et 1'émission d’"USVs chez la souris, il serait judicieux de procéder
a des expérimentations pharmacologiques destinée a influencer 1'état émotionnel des
animaux. Une telle étude est actuellement en cours au sein du laboratoire. En effet, nous
avons voulu voir si l'injection de Diazépam (anxiolytique) entraine une modification des
émissions, et plus particulierement des caractéristiques physiques (fréquence d’émission,
modulation, durée) des USVs. L'idée étant de réussir a obtenir un profil d’expression des
USVs différent (pourquoi pas similaire a la SIT) lors de la tache de contention durant laquelle

les souris émettent des USVs a basse fréquence. Dans le méme registre, 1'utilisation du
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« playback » chez la souris permettrait de répondre a certaines questions concernant la
relation entre les états émotionnels ou motivationnels et les vocalisations. Cette technique qui
consiste a rejouer la bande sonore de sons enregistrés chez I'animal lors d’une situation
spécifique, et qui est largement utilisée chez le rat (Burgdorf et al. 2008; Sadananda et al.
2008; Wohr & Schwarting 2007), reste marginale chez la souris (Wohr et al. 2011). En utilisant
des bandes sons enregistrées lors de conditions appétitives (contact social par exemple), il
serait intéressant de voir si ces sons induisent une approche de l'animal test et s’ils
représentent un stimulus motivant pouvant donner lieu a un conditionnement opérant.
Inversement, en utilisant le principe d’empathie développé par 1'équipe de Garet Lahvis

(Chen et al. 2009), nous pourrions voir si le fait de jouer un son enregistré lors d'une tache

aversive (contention, choc électrique) module I'état émotionnel de I'animal « spectateur ».

En outre, depuis les débuts de l"utilisation des souris au laboratoire, ces dernieres ont
toujours été élevées dans des cages limitant les opportunités de variation de température,
d’accés a la nourriture, de rencontre avec un prédateur, avec de nouveaux partenaires, etc. A
coOté de cela, les souris domestiques montrent des comportements hautement variables et
différents de ceux promus par une cage d’élevage standard (Bronson 1979). Nous sommes
ainsi obligés de nous demander comment seraient les USVs de souris de laboratoire en
réponse a un environnement plus complexe, comprenant une variété d’états émotionnels et
sociaux, tels que peut en rencontrer une souris sauvage. Une étude s’est particulierement
focalisée sur la comparaison des émissions d'USVs entre souris de laboratoire et souris
sauvages, de facon a savoir si les USVs couramment enregistrées en laboratoire pourraient
étre issues d'un artefact dti a la captivité ou non (Kalcounis-Rueppell et al. 2010). Les auteurs
n’ont pas relevé de différences significatives entre les USVs des deux groupes, et ont donc
conclus que la captivité n’avait aucune incidence sur 1'émission d'USVs chez la souris.
Toutefois 'utilisation d’environnements qui incorporent des stimuli a la fois renforgant et
aversifs, associés a un contexte social plus complet et complexe (comme lors
d’enrichissement par exemple (Silva et al. 2011)), pourrait fournir un modele utile a la
compréhension réelle des liens entre états émotionnels et USVs. Depuis quelques années,
plusieurs équipes de chercheurs se sont penchées sur ce probleme, et tentent d’élucider le
véritable role de ces USVs et des conséquences d'une putative prosodie chez des souris

sauvages (Musolf et al. 2010; Hoffmann et al. 2012).

Parallelement a cela, I'idée du « langage » des souris et de ses composantes innées ou

acquises reste un domaine actuellement en plein questionnement. Bien que des expériences
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d’élevages croisés ne montrent pas de preuves apparentes de mécanisme d’apprentissage
vocal chez la souris, de récents travaux mettent en évidence que les males émettent leurs
vocalisations différemment en présence d’autres males d’especes différentes (Petkov & Jarvis
2012). Pour ces auteurs, il semblerait que l'apprentissage vocal chez la souris soit
relativement limité, parce que ces animaux semblent faire des variations acoustiques a partir
de vocalisations innées (Kikusui et al. 2011). Ainsi, la détermination de la valeur innée ou
acquise des différentes composantes des vocalisations chez la souris, notamment la prosodie,
est une question cruciale en vue d’une meilleure compréhension de la putative fonction des

USVs.
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ABSTRACT Social behavior is a defining mammalian
feature that integrates emotional and motivational pro-
cesses with external rewarding stimuli. It is thus an
appropriate readout for complex behaviors, yet its
neuronal and molecular bases remain poorly under-
stood. In this study, we investigated the role of the
mouse prefrontal area, particularly the involvement of
[32-subunit nicotinic receptors (f2*nAChRs) in a par-
adigm of social behavior with concurrent motivations.
We previously observed that mice lacking $2*nAChRs
(B27/7) display increased time in social contact and
exaggerated approach movements toward the novel
conspecific. Here, combining behavioral analysis, local-
ized brain lesions, and lentiviral gene rescue, we found
that c-Fos expression is specifically activated in the
prelimbic (PrL) area of the prefrontal cortex (PFC) of
mice exposed to a novel conspecific; lesions of the PrL
area in wild-type mice produce the same social pattern
as in B27/~ mice; and virally mediated reexpression of
the B2-subunit in the PrL area of B2~/ mice rescues
behavioral components in the social interaction task up
to normal levels. Together, these data reveal that
social interactions particularly mobilize the PrL area
of the mouse PFC and that the presence of func-
tional PrL. B2#*-nAChRs is necessary for this inte-
grated behavior to emerge.—Avale, M. E., Chabout,
J., Pons, S., Serreau, P., De Chauont, F., Olivo-Marin,
J-C., Bourgeois, J-P., Maskos, U., Changeux, J-P.,
Granon, S. Prefrontal nicotinic receptors control
novel social interaction between mice. FASEB J. 25,
000-000 (2011). www.fasebj.org

Key Words: acetylcholine - prelimbic cortex * executive behavior
- gene rescue

NICOTINIC ACETYLCHOLINE RECEPTORS containing the
B2 subunit (B2*nAChRs) are widely expressed in the
brain (1), where they regulate a myriad of neuronal
circuits (2). Mice lacking the 2 subunit (B2 mice;
ref. 3) are precious tools for studying the functional
role of B2*-nAChRs; however, they cannot demonstrate
the localization in which the expression of this subunit

0892-6638/11/0025-0001 © FASEB

is necessary for a given behavioral phenotype. The
particular networks requiring functional $2*nAChRs
for specific behaviors have only recently started to be
elucidated using refined molecular tools (reviews in
refs. 4, 5). Yet, the region specific involvement of
B2*-nAChRs in particular executive functions still re-
mains poorly understood. We have previously shown
that 27/~ mice show biased behavior when con-
fronted with a choice between conflicting motivations.
For instance, these mice favor food reward over novelty
exploration, and when previously deprived of social
contact, they exaggeratedly engage in social interac-
tions as compared to wild-type (WT) mice, displaying
enhanced approaching behavior toward a novel con-
specific (6). However, in the absence of conflicting
motivations, B2/~ mice exhibit unaffected cognitive
behavior (6-8).

In the present study, we investigated and dissected
the role of prefrontal B2*nAChRs in novel social
interaction, using a paradigm involving concurrent
motivations. Like other integrated behaviors, social
interaction requires sequential choices of actions
within an uncertain context, integrating both emo-
tional and motivational processes (9). Recent evidence
points toward a critical role of the prefrontal cortex
(PFC) in this complex behavior (10). In addition,
choices of action in uncertain environments increase
decision-making processes, also dependent on the PFC
(11,12). Concurrently, motivation for goal-directed be-
haviors largely depends on the expected value of the
anticipated reward. Social reward has been described in
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humans (13, 14) and nonhuman primates (15), and
also in rodents (16). In all species, even routine choices
require the evaluation of reward values related to the
selection of different actions. These goal-directed be-
haviors belong to the executive functions that mobilize
discrete regions of the PFC (17).

In the behavioral paradigm used here, mice previ-
ously deprived of social interaction are exposed to an
unknown conspecific in a novel environment (6,18).
Isolated mice are thus placed in a situation in which
they have to select between exploring the novel arena
and seeking social contact. They have to adapt their
approach behavior toward the novel conspecific, inte-
grating their internal motivation for rewarding social
contact with the uncertain behavior of the visitor
mouse. The time spent in social contact was recorded as
a first indicator of social activities, and different behav-
ioral sequences were analyzed to distinguish the ap-
proach and escape behaviors of both the isolated and
visitor mice. In addition, we scored behavioral param-
eters related to spatial exploration, social dominance
and aggressiveness.

MATERIALS AND METHODS
Mice

B2 /" mice were generated as described previously (3) and
backcrossed to the C57BL/6] strain for >19 generations.
Male B2/~ and WT (C57BL/6]) mice used in this study were
obtained from Charles River Laboratories (L’Arbresle,
France) at 8-10 wk of age. They were housed in transparent
plastic cages (15X30 cm) in groups of 4 or b, in a temperature
(20-22°C)- and humidity-controlled room under a 12/12-h
light-dark cycle (lights on at 8:00 AM). They received food
pellets and water ad libitum. Rearing was considered as
standard (no enrichment on cages).

All surgery and behavioral procedures were carried out in
accordance with European Commission directives 219/1990
and 220/1990, and approved by Animalerie Centrale and
Meédecine du Travail, Institut Pasteur.

Social interaction task

Experimental male mice (aged 12-16 wk) were maintained in
social isolation for 4 wk by placing 1 mouse/cage under the
same conditions as described above. The day of the experi-
ment, each isolated mouse was put in a novel experimental
environment (transparent plexiglas cage, 50X20 cm, covered
with clean sawdust) in a novel quiet room (light set at
100-120 lux), and was allowed to visit the empty new envi-
ronment, alone, for 30 min. After this period, a visitor male
mouse (C57BL/6]) of the same age was introduced into the
experimental environment. For cFos control experiments, a
novel object that had been previously placed in a collective
cage of male mice for a few hours was introduced instead of
the visitor mouse. All mice used as visitors had been main-
tained in social cages of 4-6 animals. A different visitor
mouse was used in each test. Social interactions between the
isolated mouse and the visitor were recorded for 4 min on a
videotape. The videotapes were analyzed 3 independent times
by an experimenter masked to mouse genotype or condition.
First, the duration of contacts was analyzed, independently of
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the initiator of the contact, and the percentage of time spent
in contact was quantified. Second, the time spent in explora-
tion was determined for the experimental mouse, by quanti-
fying the time spent exploring the cage, i.e., not when
approaching, escaping, or being approached by the novel
conspecific. Times during which both conspecifics were close,
facing each other even if not touching, were not scored as
exploration time. In addition, the total number of rearings
was quantified as an additional index of exploratory activity.
Grooming behavior was quantified by the number of inde-
pendent grooming episodes during the 4-min test.

Third, the numbers of 4 different sequences of interactions
were scored: I) the isolated mouse approaches, and the
visitor escapes (IA-VE); 2) the isolated mouse approaches and
follows the visitor while it escapes (IA/F); 3) the visitor
approaches, and the isolated mouse remains passive (VA-IP);
and 4) the visitor approaches, and the isolated mouse escapes
(VA-IE).

Together with these affiliative-positive social contacts, we
scored episodes of more aggressive social interactions.
Aggressive grooming and defensive upright postures have
never been observed. We observed and thus could quantify
the numbers of tail rattling, attacks, and bites. We scored
dominance features that we frequently observed, such as
the “forepaw control,” which consists of the resident mouse
placing its forepaws on the head or back of the visitor
mouse, and circling behaviors, which consist of the resi-
dent mouse making fast circles around the visitor mouse
without touching.

Open-field test

Mice were placed in the center of the empty 100-cm-diameter
circular arena, and their trajectories were recorded for 30
min. The experiment was performed under soft illumination
(100 lux) during the light period (11:00 AM and 4:00 PM). A
camera fixed to the ceiling above was connected to the
videotrack system (View-point, Lyon, France). This videotrack
was used to determine total distance traveled (cm) and to
record the time spent either in fast movements (speed =11.8
cm/s) or slow movements (speed =6.25 cm/s). The open-
field trajectories were also analyzed to assess anxiety in the
different groups of mice by quantifying the number of entries
to the center (a virtual circle of 40 cm diameter) and the time
spent in the periphery of the arena (thigmotaxis; within a
virtual band of 15 cm from the border). All data of open-field
analysis are shown in Supplemental Figs. S4 and S5.

c-Fos immunostaining and quantification
Immunohistochemistry

At the end of the social interaction test, each mouse was
returned to its home cage for 90 min to allow for the synthesis
of the c-Fos protein in the nuclei of activated neurons (19). A
group of mice previously socially isolated for 4 wk but not
subjected to the social or novel object interaction was used as
a control. These mice were, like all other experimental
animals, transported from their home cage to the experimen-
tal room and then immediately replaced in their home cage
for 90 min. Mice were afterward sacrificed with pentobarbital
and perfused through the heart with 20 ml of phosphate
buffered saline (PBS) followed by 50 ml 4% paraformalde-
hyde in PBS. Brains were extracted and postfixed overnight in
the same fixative at 4°C. Free-floating sections (70 pwm) were
obtained using a vibratome (Leica Microsystems, Rijswijk,
The Netherlands). Residual free aldehydes were neutralized
in PBS containing 50 mM NH,CI, 1 mM lysine, and 1 mM
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glycine, and endogenous peroxidases were neutralized dur-
ing 20 min in PBS containing 3% H,O,, followed by 3 X 5
min rinse in PBS. Sections were then incubated for 30 min in
PBS with 0.1% Triton, plus 1% bovine serum albumin (BSA)
and 5% normal goat serum (NGS). c-Fos immunolabeling was
performed with a purified polyclonal rabbit IgG anti-human
c-Fos (AB-b; PC38; Calbiochem, San Diego, CA, USA), diluted
1:8000 in PBS with 1% BSA, 1% NGS, 0.05% NaN, (sodium
azide; S-2002; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 0.1%
Triton for 38 h, at 4°C. After 3 X 10-min rinses in PBS,
sections were incubated for 2 h with the secondary biotinyl-
ated antibody (goat IgG anti-rabbit; BA-1000; Vector Labora-
tories, Burlingame, CA, USA) diluted 1:600 in PBS with 1%
BSA and 1% NGS, followed by an avidin-peroxidase complex
(Vectastain Elite PK 6100; Vector Laboratories) for 30 min, at
room temperature. After 3 X 5-min rinses in PBS, the staining
was revealed using H,O, and diaminobenzidine (D-5905;
Sigma) for 3 min. After rinsing, sections were flattened on
SuperFrost glass slides (Menzel-Glaser, Braunschweig, Ger-
many), dehydrated with ethanol, and mounted.

Image acquisition and quantification of c-Fos* nuclei

Quantification was performed automatically by identifying
spot positions using a statistical analysis of the multiscale
decomposition of the image. The program (http://www.
bioimageanalysis.org) was able to detect spots by filtering out the
image with an undecimated B3 wavelet at different scales and
then thresholding it with a statistical procedure (20), taking into
account the noise level of the current region of interest. Sections
were positioned on the motorized stage (Prior Proscan; Prior
Scientific, Rockland, MA, USA) of a Nikon Eclipsel000 light
microscope (Nikon, Tokyo, Japan). Images of the selected brain
areas were acquired using a digital camera (Nikon DXM 1200).
The constant use of a X10 Plan Apo objective allowed both
resolution for the c-Fos immunoreactive (c-Fos™) nuclei and the
identification of the cytoarchitectonic fields. The focus was set
on the upper face of each section before digitization. The final
magnification, calibrated with a micrometer-object slide (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany), scaled 100 pm in the tissues to 67
pixels in the images. Each region of interest (ROI) was delimited
on the screen for each picture based on the mouse atlas (21).
The software automatically calculated the surface of the ROI,
converted the number of c-Fos" nuclei into gray spots, and
computed their density per square micrometer. In each coronal
section, ipsilateral and contralateral areas of each region were
analyzed separately and then averaged for each animal. The
results were expressed as dq, ., per square millimeter of cerebral
tissue.

The regions of interest chosen for c-Fos quantification
included cortical areas known to be involved in decision
making [prelimbic (PrL), infralimbic (IL), and cingulate
(Cg) cortices], in motivation [ventral orbitofrontal (VO)
cortex and nucleus accumbens (NuAcc)], exploration [piri-
form (Pir) cortex] and emotions [basolateral amygdala
(BLA)]. The primary motor (M1) cortex was analyzed as a
control, as it was not expected to show specific activation
during this test.

Lesion of the PrL area of PFC

Mice were anesthetized with ketamine (Imalgen 1000, 10% in
PBS; Rhone Mérieux, Harlow, UK) and xylazine (Rompun,
2% in PBS; Bayer AG, Leverkusen, Germany), 10 ml/kg i.p.,
and placed in a stereotactic frame (Kopf Instruments, Tu-
junga, CA, USA), with the incisor bar set at —1 mm. The scalp
was cut and the skull exposed. Within a single surgery
procedure, 3 injections/side were performed to target the
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PrL area at the following coordinates (21): anteroposterior
(AP): +1.9, +2.3, +2.8 mm; lateral (L): =0.3, =0.3, 0.4
mm; dorsoventral (DV): —2.5, —2.0, —1.5 mm, respectively.
Next, 0.1 pl of 10 mg/ml NMDA solution (in PBS) was
bilaterally injected into each site at an infusion rate of 0.1
wl/min. The needle was left in situ for an additional 2 min,
before being slowly withdrawn from the brain. Finally, the
scalp was sutured, and the mouse was placed on a heating pad
until it regained motor ability. Control (sham-treated) mice
were injected with 0.1 wpl of PBS solution at the same
coordinates. Behavioral experiments started 4 wk after sur-
gery. For histological analysis of the lesion, 50-um sections
were cut and stained with cresyl violet. Nine mice received the
NMDA injection, and 8 mice were injected with PBS (sham
treatment). Three NMDA-injected animals were excluded
from the lesion group after histological control: 2 because
they had a lesion circumscribed to the cgl area with no lesion
of the PrL area, and 1 because the lesion was unilateral.

Lentiviral vectors

Reexpression vectors carrying either 32-IRES-eGFP or only
the eGFP sequence under control of the PGK promoter
were based on a modified pTRIPAU3 lentiviral vector (22).
Viral particles were generated as described previously (23).
Briefly, HEK-293T cells (at 80-85% confluence) were
cotransfected with the vector plasmid together with a
packaging plasmid (CMVA8.9) and an envelope plasmid
(CMV-VSVg), using Lipofectamin Plus (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA). At 2 d after transfection, viral particles were
harvested from the supernatant, concentrated by ultracen-
trifugation, and stored at —80°C.

Stereotaxical injections of lentivirus

Mice aged 8-10 wk (weight 25-30 g) were anesthetized using
ketamine/xylazine and introduced into a stereotactic frame
adapted for mice. Next, 2 ul of virus (0.5—1X10° TU) was
injected bilaterally at the following coordinates (21). PrL: AP,
+2.8 mm from bregma; L, £0.6 mm; and DV, —2.3 mm from
the skull. Substantia nigra pars compact (SNpc): AP, —3.0
mm from bregma; L., 1.3 mm; and DV, —4.3 mm from the
skull. Ventral tegmental area (VITA): AP, —3.5 mm; L, =
0.5mm; and DV, —4.4 mm. Stereotactic surgery procedures
were performed as described above for PrL lesions.

['%°I]-epibatidine autoradiography

To determine the presence of high-affinity nicotinic B2*-
nAChRs sites, brains were dissected, frozen in dry ice, and
stored at —80°C until use. Coronal sections (20 pm thick)
were cut at —20°C and thaw-mounted onto SuperFrost Plus
microscope slides (Menzel-Gléser). Slides were incubated at
room temperature with 200 pM ['*’I]-epibatidine (specific
activity 2200 Ci/mmol; NEN Perkin Elmer, Boston, MA, USA)
in 50 mM Tris (pH 7.4) for 60 min. After incubation, sections
were rinsed 2 X 5 min in the same buffer and briefly in
distilled water. Sections were exposed for 24 h to Kodak
Biomax films (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA). For
quantification of f2*nAChRs reexpression, OD values were
obtained by Image] (24) at 4 different levels in the AP axis
(rostral PrL. area, between AP +2.8 and +2.34 mm from
bregma; caudal PrL area, between AP +2.34 and +1.54 mm
from bregma). Standard curves were used to convert OD
measures to nCi/mg. The level of restoration was expressed
as percentage of expression compared to WT mice.



Statistical analysis

c-Fos quantification data in each brain area were analyzed
with 1-way ANOVAs followed by Bonferroni post hoc tests.
Behavioral data were analyzed with 1-way ANOVA followed by
Tukey’s post hoc test or 2-way ANOVA followed by Bonferroni
post hoc tests when appropriate. Students’ ¢ tests were used
when 2 groups were compared, in the lesion wvs. sham
behavioral analyses. All statistical analyses were performed
with GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, San Diego, CA, USA).
Data are presented as means * SE.

RESULTS

Setup of the social interaction task

To establish the experimental conditions in which mice
will favor interaction with a social partner without
neglecting novelty exploration, we conducted a prelim-
inary experiment with WT mice, varying the level of
motivation either for social contact or for novelty
exploration (see Supplemental Fig. S1). Three differ-
ent conditions were tested. For condition 1 (isola-
tion—no habituation), the experimental mouse previ-
ously isolated was introduced to the novel environment
at the same time as the visitor mouse, i.e., no explora-
tion of the novel arena was allowed to any mouse before
the social test; for condition 2 (no isolation—habitua-
tion), none of the mice were isolated before the test,
and the experimental mouse was allowed to explore
alone the arena for 30 min before introducing the
second mouse; and for condition 3 (isolation and
habituation), the isolated mouse was allowed to explore
the arena alone, and the visitor mouse was introduced
after 30 min.

When isolated mice were not allowed to explore the
novel environment before the social test (condition 1),
their time devoted to social contact was <10%
(6.40+1.6%) while the time spent in exploring the
environment was significantly greater (58.14+1.5%;
Supplemental Fig. S1). On the other hand, when
nonisolated mice were habituated to the novel environ-
ment for 30 min before introducing the conspecific
(condition 2), the duration of social contact was still
significantly lower than the time spent in exploring the
environment (10.07£1.55 vs. 35.93+2.88%). Finally,
combining social isolation and 30 min habituation to
the environment for the isolated mouse strongly in-
creased the duration of social contact (37.16+2.90%),
which was similar to the time spent in exploration of
the environment (35.42+1.51%). Based on this prelim-
inary experiment, we decided to use experimental
condition 3, in which the time devoted to social contact
and to novelty exploration were balanced.

We also quantified the instances of attacks, bites, and
forepaw control in order to determine whether any
aggressive/dominance behavior was related to the in-
crease in social contact. Bites or attacks were not
observed in any of the mice in any of the conditions
tested. Circling behavior was observed in only 2 mice.
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For forepaw control, which reflects dominance behav-
ior, there was a significant effect of habituation (differ-
ence between conditions 1 and 2: 1+0.41 vs. 3.78+0.52,
P=0.001), but no effect of social isolation (no differ-
ence between conditions 2 and 3: 3.78+0.52 wvs.
5.31+0.86, P=0.21, NS). These data indicate that the
increase in social contact is unlikely to be related to
increased aggressiveness of isolated mice, but that
habituation to the environment potentiates dominance
features during social interaction.

Analysis of c-Fos immunostaining after the social
interaction test

Mice previously isolated for 4 wk (isolated mice) were
introduced in a novel environment (see Materials and
Methods), and after 30 min of habituation, a social
conspecific (visitor mouse) or a novel object was intro-
duced into the cage for 4 min. The introduction of a
novel object instead of the visitor mouse is expected to
provide a nonspecific, novelty-associated stimulation.
At 90 min after the test, mice were sacrificed, and c-Fos
immunoreactivity was analyzed in different brain areas
(Fig. 1A) and compared to basal c-Fos reactivity of a
control group of mice that were not exposed to a social
congener or novel object but that had also been socially
deprived for 4 wk. c-Fos™ reaction was quantified in
cortical areas, including the lateral orbitofrontal (LO)
and VO cortex (LO/VO), PrL, IL, Cg, and Pir cortex.
The MI cortex was also analyzed as a control, as it was
not expected to show specific activation during this test.
After detecting enhanced reactivity in the PrL area,
c-Fos immunostaining was quantified both at the rostral
and caudal levels to better analyze the pattern of
activation in this region. We also analyzed c-Fos expres-
sion in two subcortical structures, the NuAcc and BLA.

Both groups of mice either exposed to social conge-
ner or novel object evidenced similar levels of en-
hanced c-Fos reactivity compared to control group in
LO/VO, rostral PrL, IL, Cg, and NuAcc (Fig. 1B; 1-way
ANOVAs between the 3 groups in each area, P<0.001,
followed by post hoc tests as indicated). However, iso-
lated mice that were exposed to a social conspecific
showed a significant (45%) increase in c-Fos immuno-
staining in the caudal PrL area as compared to mice
exposed to a novel object (Fig. 1B, C; 1-way ANOVA,
F(2’26)=16.27, P<0.0001, followed by Bonferroni post
hoc test P<<0.001 social congener vs. novel object). All
the other regions showed nonsignificant differences in
c-Fos immunostaining between these two groups of
mice.

Lesion of the PrL cortex affects flexible behavior
in the social interaction task

To study the implication of the PrL in the social interac-
tion test, we performed a lesion of this area in WT mice
(Fig. 2A). The lesion led to the destruction of the PrL but
did not affect adjacent cortical regions, either Cg or IL.
During the 3—-4 wk of postoperative recovery, mice were
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Figure 1. Enhanced c-Fos immunostaining in the PrL area after the social interaction task. Two independent groups of mice
were exposed to a social congener or to a novel object, after 3 wk of isolation. c-Fos immunostaining was quantified 90 min after
the exposure and compared to a control group of mice. A) Schematic representation of the 2 AP brain levels used for c-Fos
quantification (left panel: AP +2.8; right panel: AP +1.54 mm from bregma); circles indicate areas included in the analysis. In
the PrL area, c-Fos staining was quantified both at the rostral (left panel) and caudal (right panel) level. B) Quantification of
c-Fos immunostaining in the areas indicated above. Values are means = sE. Social congener, n = 10; novel object, n = 7; control,
n = 10. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001; Bonferroni post hoc test. C) Representative c-Fos immunostaining in the caudal
PrL area of mice exposed to a social congener or to a novel object (AP +1.54 mm from bregma). cc, corpus callosum. Scale

bars = 150 pm.

socially isolated and thereafter tested in the social inter-
action task (Fig. 2B, C). Isolated Prl-lesioned mice
showed a significant increase in the time spent in contact
with the visitor mouse (51.2%£4.1%) as compared to
isolated sham mice (36.7+2.7%; P=0.007, 2-tailed Stu-
dent’s ¢ test; t=3.22, df=12; Fig. 2B). Concomitantly, the
time spent in exploration of the environment during the
test was significantly reduced in the lesioned group
(21.54*+2.8%) with respect to the sham group
(35.42*1.53%; P=0.0005, (=4.54, df=14, 2-tailed un-
paired Student’s ¢ test; Fig. 2B). This reduction in the
exploratory activity in Prl-lesioned mice was also evi-
denced by a decrease in the number of their rearing
activity (7.85%= 2.11) as compared with sham mice
(15.44%x0.92; P=0.0018, (=3.84, df=14, 2-tailed unpaired
Student’s ¢ test; Fig. 2D).

To better understand the particular behaviors re-
lated to the increased time spent in social contact, we

PREFRONTAL nAChRs IN SOCIAL INTERACTION

quantified 4 different social behavioral sequences: IA-
VE, IA/F, VA-IP, and VA-IE (see Materials and Meth-
ods). Isolated mice that were lesioned in the PrL area
showed a significant increase in their approach and
follow behavior (IA/F) toward the visitor (26*+2.4)
when compared to sham-lesioned mice (12*2.4; 2-way
ANOVA,; lesion effect F; 44)=21.87, P<0.001; followed
by Bonferroni post hoc test, IA/F lesion wvs. sham,
1=10.09, P<0.001). All the other behavioral sequences
were similar in sham and lesioned mice (Bonferroni
post hoc tests: IA-VE, 1=0.21; VA-IP, 1=0.24; VA-E,
1=0.30; P>0.05), suggesting that the increased time
spent in social interaction observed in Prl-lesioned
mice (Fig. 2B) is mostly due to an increased tendency to
follow the new visitor and remain in close contact with
it. This increase in the approaching behavior of PrL-
lesioned mice is not related to general hyperactivity, as
they did not show any alteration in locomotor scores
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when tested in the open field (Supplemental Fig. S4).
In addition, no aggressive behavior (bites/attacks) was
detected in any of the mice during the social contact.
Forepaw control dominance was not significantly different
(sham, 6.470.31; and Prllesioned, 5.7+1.7, P=0.72), and
no circling behavior was observed.

Rescue of B2*nAChRs in the PrL cortex of B2/~
mice

In previous reports, B2/~ mice were found to display
enhanced time in social contact as compared to WT
mice during the social interaction test (6), closely
resembling the behavioral pattern of PrL-lesioned mice
observed here (Fig. 2). These findings led us to hypoth-
esize that PrL. 32*%-nAChRs might be key components
for social motivations during the social interaction task.
To test this hypothesis, we performed a specific rescue
of B2#*nAChRs in the PrL area of a group of B2/~
mice and compared the behavior of these PrL-rescued
mice with WT and B2/~ mice in the social task.

We locally restored 2*nAChRs in the PrL area of
adult B2~/ mice by stereotactic injection of a lentiviral
vector carrying the B2 subunit (see Materials and
Methods). This lentiviral gene rescue strategy has been
previously used successfully to restore other behavioral
phenotypes of the 27/~ model by reexpressing the 32
subunit in midbrain dopaminergic areas (22, 23). To
determine the presence of functional f2*nAChRs, we
performed a binding assay with ['*°I]-epibatidine, a
highly specific 2*nAChRs ligand, in brain slices of
WT, B2/, and rescued mice (Fig. 34). As previously
reported (3, 22, 23), B2~/ mice show a complete
absence of ['*I]-epibatidine binding sites in the brain.
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At 4 wk after the lentiviral injection, rescued (PrL-
RESC) mice showed restoration of binding sites in the
injected area, evidence that the reexpressed 32 subunit
partners with endogenous a subunits to restore func-
tional B2*nAChRs, as previously observed in other
brain areas (22, 23). For quantification purposes, a
limit between rostral and caudal regions of the PrL area
was arbitrarily established at +2.34 mm from bregma,
and this limit was used as a parameter to analyze the
average distribution of the rescued B2*nAChRs. The
lentiviral injection performed here yielded an average
of 60% restoration of ['*’I]-epibatidine binding sites in
the caudal PrL area and 20% in the rostral PrL area
com})ared to WT levels (Fig. 3B). Control (WT and
B27/7) mice used in this study were injected with a
similar lentiviral vector carrying only the eGFP reporter
gene, which does not restore the level of [1251]-epiba-
tidine binding or affect the behavioral performance
(22, 23).

To determine the minimal level of reexpression
needed to achieve a significant behavioral rescue in the
social task, we analyzed PrL-RESC mice exhibiting
different percentages of 32 subunit reexpression in the
caudal PrL area. Sixteen B2/~ mice were injected with
lentiviral particles carrying the 2 subunit. Nine of the
injected mice showed >40% (compared to WT) of
B2*nAChRs restoration, determined by [1251]-epiba-
tidine binding. Three mice exhibited 20-40% of res-
toration, and 4 mice were <20% (see Supplemental
Fig. S2). We observed that mice with <40% restoration
performed similarly to 27/~ mice in time spent in
social contact, whereas those with =40% rescue exhib-
ited similar levels to WT controls (Fig. 3C; 1l-way
ANOVA F496,=11.65, P<0.001, followed by Tukey’s
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quantified in 4 rostral (between AP +2.8 and +2.34 mm from bregma) and caudal (between AP +2.34 and +1.54 mm
from bregma) coronal sections of the PrL area of PrL-RESC mice (n=9). Values are expressed as percentage of WT
OD (means=sk). C) Reexpression threshold for behavioral rescue in 27/~ mice exhibiting different levels of
B2*-nAChRs restoration in the caudal PrL area. ['**I]-epibatidine OD autoradiography was quantified bilaterally in
4 caudal sections of the PrL area (as in B); and expressed as percentage of WT levels. Percentage of time spent in
social time was determined for each group of rescued mice (827/7, n=9; PrL-RESC: 0-20%, n=4; 20-40%, n=3;
=40%, n=9; WT, n=6). *P < 0.05; 1-way ANOVA with Tukey’s multiple comparison test.

test). Therefore, only mice exhibiting =40% restora-
tion of [1251]—epibatidine binding sites were considered
as rescued mice and included as the PrL-RESC group in
the analyses performed thereafter.

Behavioral analyses of WT, B27/7, and PrL-RESC
mice

When tested in the social interaction task (Fig. 4),
B2/~ mice showed a significant enhancement of the
time spent in contact with the visitor as compared to
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WT mice (WT, 87.9%5.9%; B2/, 52+3.2%; Fig. 44;
l-way ANOVA  Fy 95 =5.96, P=0.007, followed by
Tukey’s test), while their time spent in exploration of
the environment was reduced (WT, 35.4+2.8%; B2/,
23.5%2.2%; Fig. 4A; l-way ANOVA [ 94,=10.35,
P=0.0005, followed by Tukey’s test) as well as their
rearing activity (WT, 16.1£1.9; B2/, 9.7+1.6; Fig. 4B;
l-way ANOVA  Fo96,=6.51, P=0.005, followed by
Tukey’s test). In the PrL-RESC group, the time spent in
social contact (37.1+23.9%) and exploration of the
environment (40.623.8%) were completely restored to
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Figure 4. Behavioral rescue in the social interaction task after f2*-nAChRs restoration in the PrL area. A) Percentage of time
spent in social contact or exploration in WT, 27", and PrL-RESC mice. *P < 0.05, *¥P < 0.01; 1-way ANOVA with Tukey’s
test. B) Rearing and grooming behavior determined during the 4-min social test. **P < 0.001; 1-way ANOVA with Tukey’s test.
C) Quantification of the behavioral sequences performed by WT, 32/, and PrL-RESC mice during the social test. *P < 0.05,

P < 0.01; 2-way ANOVA with Bonferroni post hoc test. Values are means = sg. WT, n = 7; 827/7,
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= 11; PrL, n = 9.



WT levels (Fig. 4A). Also, the rearing activity was similar
to the WT group (PrL-RESC, 22.3*+4; WT, 16.1*1.9;
P=0.57; Fig. 4B).

As an additional experimental control, the 2 subunit was
restored in 2 other brain areas of [327/ "~ mice, the SNpc and
the VTA. The functional recovery of 32*nAChRs in the
VTA or SNpc did not affect the time spent in social
contact of 527/ ~ mice (SNpcRESC, 53.13+4.23%; VTA-
RESC, 50.71%2.41%, P27/~, 52+3.2%; lway ANOVA
Fo94=0.6, P=0.54, NS).

We also performed an open-field test to determine
whether restoration of B2*nAChRs in the PrL area had
any effect on the overall locomotor activity of 27/~
mice (Supplemental Fig. S5). It was previously reported
that B2~/ mice exhibit increased locomotor activity in
the open field, which relies on the lack of functional
B2*-nAChRs in the nigrostriatal pathway (23). We did
not find any differences between 327/~ and PrL-RESC
mice in the open-field test; both groups exhibited
similar increases in distance traveled (Supplemental
Fig. S5A) and fast movements (Supplemental Fig. S5B)
as compared to WT mice. This data confirmed that
motor phenotypes observed in B2/~ mice are not
dependent on functional PrL. f2*-nAChRs.

We assessed anxiety in WT, [32_/_, and PrL-RESC
mice by analyzing the trajectories in the open field to
determine thigmotaxis (Supplemental Fig. S5D) and
the number of entries in the center of the open field
(Supplemental Fig. S5E). The 3 groups of mice showed
similar anxiety-related behaviors (£>0.05).

We next analyzed the behavioral sequences per-
formed during the social task in the PrL-RESC group
compared to WT and B2/~ mice (Fig. 4B). A signifi-
cant difference in the number of each sequence was
observed between groups (2-way ANOVA, interaction
effect Fg 96 =4.39, P=0.006; followed by Bonferroni
post hoc tests). Compared to WT mice, 827/7 mice
showed a significant enhancement of IA-VE behavior
(t=3.45, P<0.01), and in IA/F behavior (t=3.02,
P<0.05). The VA-IP behavior was diminished in iso-
lated B2~/ mice as compared to WT mice; however, it
was not significantly different (=2.043, P>0.05). In the
PrL-RESC group the IA/F behavior was restored to WT
levels (RESC vs. B2/ 7: t=3.3, P<0.01; RESC vs. WT:
t=0.051, P>0.05). The IA-VE sequences of PrL-RESC
mice were not significantly different from the 27/~
group (=099, P>0.05) nor from WT (1=2.42,
P>0.05). Finally, the number of VA-IP and VA-IE
sequences was similar between the 3 groups.

We also quantified aggressive behaviors by recording
the number of attacks/bites performed by the 3 groups
of mice. No aggressive attacks were observed in the WT
group. Five 27/~ mice displayed moderate aggressive
behavior toward the novel conspecfic (average number
of attacks: 3*1.3 in 4 min), while 2 PrL-RESC mice
displayed mild aggressive behavior (average number of
attacks: 1.8*1.4 in 4 min). However, the time spent in
social contact of aggressive (56+5.3%) and nonaggres-
sive (48+5.1%) B2~/ mice was not significantly differ-
ent (t=1.628, df=10; P=0, Student’s t test). Paw control
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did not differ between WT and B2/~ mice (WT,
3.860.9; 27/ “mice, 7.5%2, P=0.2, NS) but circling
behavior was higher in B2~/ mice (WT, 0.29+0.31;
827/7 mice, 5.52%+2.03, P=0.04). This parameter was
restored in the PrL-RESC group (WT, 0.29+0.31; PrL-
RESC, 1.36%0.99, P=0.34, NS).

DISCUSSION

In this study, we analyzed the contribution of B2%*
nAChRs in a social interaction task with concurrent
motivations. We established a social test performed in a
novel environment with previously isolated mice. We
chose experimental conditions in which the motivation
for social contact was balanced with motivation for
exploring the environment. This balance was achieved
when previously isolated mice were habituated to the
novel environment for 30 min before introducing the
novel conspecific (Supplemental Fig. SI). This para-
digm relies on the ability of isolated mice to adapt their
approaching behavior toward a novel conspecific in
response to their own motivation for social contact. The
protocol thus involves decision making in a context of
natural motivations, provided that a decision is defined
as the choice of one behavior out of a set of several
potential alternatives, with uncertainty as a major factor
(11). In this task, the uncertainty generated by the
visitor’s behavior affect the number of different actions
and of adaptive decisions made by the isolated mouse.

We did not observe any sign of aggressiveness in
isolated mice during the social test in any of the
conditions of isolation/habituation analyzed. Even if
we cannot rule out the possible contribution of some
kind of aggressive/dominant motivation, based on the
results obtained throughout this work we propose a
predominance of an affiliative motivation behind the
increased time in social contact.

Role of the PrL area in mouse social interaction

Analysis of c-Fos immunoreactivity suggested that the
social interaction task particularly mobilizes the PrL
area (Fig. 1). Several cortical areas (LO/VO, IL, Cg,
rostral PrL) as well as the NuAcc showed equivalent
activation when mice were exposed to a social congener
or to a novel object, as compared to an home cage
stimulation, evidencing that these regions are likely to
be activated by novelty per se. However, c-Fos reactivity
in the caudal PrL area was particularly enhanced in
mice exposed to the social congener, while a significant
but more modest activation was observed after intro-
duction of the novel object. This observation gave us
the clue that the PrL region, while certainly involved in
novelty exploration, might be playing a key role during
the social interaction task, even if we can not rule out
simpler hypotheses, such as the possibility that the PrLL
area was activated by social odors.

To directly test the involvement of the PrLL area in the
social task, we performed lesions in this area, which led
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to enhanced time spent in social contact together with
increased approach/follow behavior. Lesioned mice
showed a significant increase in social contact, while
the exploration of the environment was reduced. Nov-
elty exploration per se is not altered by PrL lesions (25,
26). Thus, favoring social interaction is unlikely to be
due to a lack of interest for the novel environment. Our
interpretation, indeed, is that PrL-lesioned mice are
unable to disengage from a type of action leading to
some kind of reward (social partner) to balance behav-
iors between social interaction and exploration of the
environment. This idea is consistent with previous
findings in rats showing the PrL area to be involved in
the switch between strategies, rewards, or actions (27—
29). Alternatively, it is important to note that the
integration of sensory cues, such as olfactory or audi-
tory cues, shown to be important during social interac-
tions, might also influence the functioning of the
prefrontal cortex. The integration of this sensory infor-
mation with reward information could create an emo-
tional pattern/state that may alter social interactions.
This remains to be fully examined.

The c-Fos immunostaining distinguished a specific
activation in the caudal part of the PrL area during the
social task (Fig. 1), which is consistent with results of
lentiviral rescue, showing that reexpression in the cau-
dal PrL area led to behavioral rescue (Fig. 3 and
Supplemental Material). Distinct differences in projec-
tions from the rostral and caudal PrL cortex have been
described in rats by anterograde tracing (30,31), show-
ing differential patterns of efferent outputs toward
limbic structures. Our current data suggest a functional
dissection between caudal and rostral PrL areas, but
further anatomical and behavioral analyses should be
performed in order to test this possibility.

Altogether, our PrlL-lesion and c-Fos results empha-
size a role of the PrL. area when social contact is one
concurrent motivation. The involvement of different
subareas of the PFC in social value and social reward
has been shown in humans (13, 32). Although the
prefrontal cortex is definitely more complex in humans
than in mice, it is interesting to highlight that the
choice between different types of reward involves ho-
mologous areas in both species.

Lentiviral rescue of PrL 32#*nAChRs

B2/ mice, like Prl-esioned mice, display enhanced
social motivation during the social task, as evidenced by
increased time spent in social contact and approach/
follow behavior. The strikingly close behavioral similar-
ities between PrL-esioned and B2/~ mice led us to
hypothesize that PrL. 32*-nAChRs might be key regula-
tors of this particular behavior. To directly test this
hypothesis, we locally reexpressed the 32 subunit in the
PrL area of 27/~ mice. This site-specific rescue was
enough to restore the time spent in social contact and
the approach/follow behaviors to WT controls. Inter-
estingly, a minimum of 40% restoration of functional
B2*nAChRs was required to achieve a behavioral res-
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cue (Fig. 3C), suggesting that a minimal threshold of
reexpression was necessary and sufficient to achieve the
behavioral rescue in the social task.

It has been shown that nicotinic subunits expressed
heterologously assemble into high-sensitivity (HS) and
low-sensitivity (LS) sensitivity nAChRs, depending on
the o/ ratio (33). In our system, the reexpressed (32
subunits partner with endogenous a subunits to form
probably both types of B2*nAChRs. The ['*I]-epiba-
tidine binding assay used to determine the level of
restoration does not differentiate between these popu-
lations. However, in vivo electrophysiology has been
used to verify that lentivirally restored 2*nAChRs are
fully functional and display nicotine responses similar
to the endogenous population (34). Moreover, in vivo
microdialysis studies in rescued mice substantiate effi-
cient, WT-like restoration of receptor function (22,23).

It is noteworthy that the B2 subunit reexpression in
the VTA or SNpc, although restoring flexible behavior
between slow exploratory behavior and fast locomotor
ambulation (22, 23), does not restore social behavior.
The changes between successive actions or strategies in
rodents involves prefrontal regions (29) as well as the
basal ganglia (35, 36). Taken together with our previ-
ous efficient recovery obtained in more elementary and
self-generated choices of action behavior (22, 23), our
present results highlight the contribution of the (2
subunit in the PrL area of the mouse to flexible
behaviors. In self-generated decision making such as
the one involved in the exploration and locomotion
of a novel environment, the VIA-NuAcc-PFC circuit
would mostly recruit the subcortical areas. In behaviors
requiring the integration of combined, and sometimes
conflicting, motivations, stimuli, and sensory cues, such
as the one implicated in the social interaction task, the
prefrontal contribution increases.

Cholinergic prefrontal modulation of executive
behaviors

Our present data support the role of PrL. 32*-nAChRs
in adapted social behaviors, emphasizing the contribu-
tion of the prefrontal cholinergic inputs to executive
processes. The basal forebrain cholinergic systems pro-
jecting to the medial PFC (mPFC) have proposed roles
in learning, working memory, and attention (37-40).
In addition, prefrontal B2*nAChRs are known to be
involved in attentional performance (41). However, to
the best of our knowledge, our results are the first
evidence of the cholinergic control through prefrontal
B2*-nAChRs in social behaviors.

Nicotinic receptors contribute to the regulation of
corticolimbic circuits (42). Particularly, B2*-nAChRs
were described in specific interneurons of the PFC (43)
and were recently described to play a role in dendritic
morphogenesis of pyramidal neurons (44). On the
other hand, stimulation of B2*nAChRs enhances
thalamocortical excitatory inputs to the PFC (45).
Therefore, both PFC afferents and efferents are poten-
tial targets for cholinergic modulation through (2%



nAChRs. Our lentiviral reexpression strategy locally
restored the B2 subunit in neuronal populations of the
PrLL area, as lentiviral particles are only able to infect
and integrate into cells with their cell bodies in the
injected area. Thus, given that 32 subunit expression is
not restored in the PFC afferents, the role of [32*-
nAChRs described here might rely on the modulation
of PrLL outputs toward subcortical structures. This mod-
ulation is likely to be mediated by B2*nAChRs in
GABAergic interneurons of the PrL area, yet, this
hypothesis remains to be tested with more refined
molecular tools restoring B2*nAChRs in particular
neuronal subpopulations (46).

The top-down control of PFC toward limbic struc-
tures involves prefrontal glutamatergic outputs that
may alter the balance between the amygdala, the hip-
pocampus and the NuAcc (47). In rodents, the densest
projections from the PFC to the NuAcc and amygdala
originate in the PrL area (31). Therefore, it is plausible
that the lack of PrLL 32*-nAChRs affects the fine-tuning
balance between top-down-regulation of reward seek-
ing behavior (via PrL-NuAcc outputs) and emotional
state (via the PrlL-amygdala circuit), both required for
the dynamic adaptation of internal motivation to exter-
nal stimuli in goal-directed behaviors (48).

Our present results underline the importance of the
mouse PFC in executive processes, supporting the
notion that the rodent mPFC is, to some extent,
functionally homologous to the primate dorsolateral
PFC (49,50). Even if highly elaborate mental processes
involved in goal-directed behaviors are far more com-
plex in humans than in rodents, they plausibly mobilize
homologous sets of neurons belonging to a common
global neuronal workspace (51). The use of knockout
mouse models and local gene transfer coupled with
fine-tuned behavioral analyses will allow future research
to gain insight into the specific networks and molecular
mechanisms underlying complex behaviors. Particu-
larly, the social interaction task described here repre-
sents a valuable behavioral tool for studying decision
making with constant adaptation to uncertainty.
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Abstract

Social interactions in mice are frequently analysed in genetically modified strains in order to get insight of disorders
affecting social interactions such as autism spectrum disorders. Different types of social interactions have been described,
mostly between females and pups, and between adult males and females. However, we recently showed that social
interactions between adult males could also encompass cognitive and motivational features. During social interactions,
rodents emit ultrasonic vocalizations (USVs), but it remains unknown if call types are differently used depending of the
context and if they are correlated with motivational state. Here, we recorded the calls of adult C57BL/6J male mice in various
behavioral conditions, such as social interaction, novelty exploration and restraint stress. We introduced a modulator for the
motivational state by comparing males maintained in isolation and males maintained in groups before the experiments.
Male mice uttered USVs in all social and non-social situations, and even in a stressful restraint context. They nevertheless
emitted the most important number of calls with the largest diversity of call types in social interactions, particularly when
showing a high motivation for social contact. For mice maintained in social isolation, the number of calls recorded was
positively correlated with the duration of social contacts, and most calls were uttered during contacts between the two
mice. This correlation was not observed in mice maintained in groups. These results open the way for a deeper
understanding and characterization of acoustic signals associated with social interactions. They can also help evaluating the
role of motivational states in the emission of acoustic signals.
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Introduction [6,7], and in adults in response to stressful [8,9], or pleasurable

events [8,10]. Furthermore, in rats, high frequency modulated

Social approach is one of the most basic behavioral components
of all social interactions. However, the initial motivation to
approach a conspecific may be independent of territory defence or
mating behavior. This has been shown in juvenile mice [1] and in
adult male-male interactions, when occurring in a novel
environment [2,3].

One of the critical questions is to determine what the motivations
behind such social approaches are and which behavioral and
neurobiological mechanisms support them. Indeed, it remains
currently unclear whether social approach or social proximity, when
not associated to territory defence and a reproductive motivation,
also impart a reward value [4].

Social interactions are frequently associated with species-specific
vocalizations to transmit different types of information that may
concern individual characteristics (age, sex, body size), but also the
individual’s emotional states and/or its social status. Rodents emit
ultrasonic vocalizations -USVs- that have been mostly studied in
pups as a response to maternal separation [5], or stressor exposure

@ PLoS ONE | www.plosone.org

USVs carry reward-related and positive social information [10].
This issue is nevertheless much less studied in mice and thus
debatable [11]. Although it has long been believed that USVs are
not emitted during male-male agonistic encounters, a recent study
showed that, when placed in the home cage of another male,
C57BL/6 male mice emit different types of USVs [12]. During the
brief period of the resident-intruder experiment (3 minutes), a
social hierarchy between the two animals was not established.
Dyads were involved in “affiliative behaviors” with concomitant
emission of USVs, although this task is highly stressful for intruders
[13].

When animals are not focused on behavioral responses leading
to reinforcements, which would be the case in conditioning or in
spatial learning tasks, it is difficult to capture and identify which
element(s) in the environment they use to make choices. In order
to identify such elements we previously designed a social
interaction task in which we can manipulate two competing
motivations: the one for social contact and the one for novelty
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exploration [2,3,14,15]. This experimental protocol allows the
study of the establishment of social interactions in adult males,
without any notion of mating and with limited aggressiveness, if
any. The aim of the present study is to address how behavioral
context influences the vocal behavior of adult male mice during
social interaction tasks (SIT) and non-social tasks (novelty
exploration and restraint stress). We also evaluated the impact of
social reward modulation by prior isolation or group housing on
USVs features.

Materials and Methods

Ethics Statement

The animals were treated according to the ethical standards
defined by the Centre National de la Recherche Scientifique for
animal health and care in strict compliance with the EEC
recommendations (n°86/609). All efforts were made to minimize
animal discomfort and to reduce the number of animals used. We
tested 64 C57BL/6] mice purchased from Charles Rivers
Laboratories France (L’Arbresle Cedex, France). They were 11
tol2 weeks old at their arrival and remained stabulated in a
standard rearing facility in collective cages (4 to 5 animals per
cage) during one week before any experiment. Room ventilation,
temperature and humidity were controlled with a 12/12 light-dark
cycle (light on at 8:00 am). They received standard chow and
water ad libitum. For the two “isolated” experimental conditions
mice were thereafter placed in individual cages three weeks before
the experiment while animals from other experimental groups
remained in collective cages.

Behavioral procedures

Behavioral apparatus & protocols. We combined the
recording during SIT and novelty exploration within the same
protocol as described hereafter. The SIT condition was conducted
as described previously [2,14]. Animals were 15 weeks old at
testing day. The day of the experiment each animal was allowed to
visit alone the novel environment for 30 minutes consisting of a
transparent  Plexiglas  cage  containing fresh  bedding
(50 cmx30 cm %30 cm) placed in an unfamiliar quiet room. The
experimental cage was situated on a table, under a numeric video
camera connected (Hercules®) to a computer (recording at 33
frames per sec). Light was set at 100 Lux by undirected bulbs.
USVs were recorded during the first 4 minutes of this
exploration/habituation phase (“exploration” condition). After
habituation, the “visitor” animal was gently introduced in the
cage. “Visitors” were male mice unknown from the tested mouse,
of the same age from the same strain. “Visitors” had always been
maintained in social cages. Frequency and duration of social
contacts and USVs were recorded for 4 minutes. At the end of the
experiment, animals were placed back in their respective home
cage. Each dyad was used only once. The restraint stress condition
(“restraint” condition) was also conducted in an unfamiliar quiet
room. Mice were placed for 10 minutes in a 50 ml Falcon® tube
opened at one end to allow breathing. The Falcon® tube was fixed
in an empty opaque cage to avoid rolling movement. In all
conditions, the experimenter was out of sight of the animals.

Five conditions were then examined in five independent groups
(Figure 1A):

1- SIT with mice isolated before the experiment (“SIT-
isolated”, n=17)

2- SIT with mice maintained in group (4 animals per cage)
before the experiment (“SIT-grouped”, n=8)

3- Novelty exploration with: mice isolated before the experi-
ment (“Explo-isolated”, n=15)
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4- Novelty exploration with mice maintained in group (4
animals per cage) before the experiment, (“Explo-grouped”,
n=38).

5- Restraint stress with mice maintained in group (4 to 5
animals) cages (“Restraint”, n = 16).

Behavioral analysis in SIT. In SIT condition, we scored the
duration and number of social contacts and analysed the
behavioral sequences between the two conspecifics for four
minutes. Within the social contacts, we discriminated different
subtypes: Oro-oral, oro-flank, oro-genital and others (which
included flank-flank, genital-genital).

Ultrasonic  vocalization  Recording. A  condenser
ultrasound microphone Polaroid/CMPA was placed above the
experimental chamber, high enough so that the receiving angle of
the microphone covered the whole area of the test cage or
attached to a tripod in front of the tube containing the restrained
mice. It was connected to an ultrasound recording interface
Ultrasound Gate 416H, which was itself plugged into a personal
computer equipped with the recording software Avisoft Recorder
USG (Sampling frequency: 250 kHz; FFT-length: 1024 points;
16-bits). All recording hardware and software were from Avisoft
Bioacoustics ® (Berlin, Germany).

Acoustic variables. For all behavioral conditions USVs were
analysed off line with SASLab Pro (Avisoft Bioacoustic ®, Berlin,
Germany). Spectrograms were generated for each detected call
(Sampling frequency: 250 kHz; FFT-length: 1024 points; 16-bit;
Blackman window; overlap: 87.5%; time resolution: 0.512 ms;
frequency resolution: 244 Hz). Audio recordings were disturbed
by the background noise originating from the animals moving
and/or digging in the fresh bedding. We nevertheless kept the
bedding because social interactions may have been affected by its
absence and we wanted to match as closely as possible to our
classical experimental conditions [2].

We recorded the total number of calls emitted by each pair of
mice during SIT, and manually measured different variables
related to peak frequency (Pfi.. [peak frequency at the beginning
of the call], Pf.,q [peak frequency at the end of the call], Pf,,
[minimum peak frequency], Pf,,,., [maximum peak frequency]) for
each call. We categorized the waveform pattern of each call as
belonging to one of ten distinct categories based on their duration
and frequency modulation (adapted from [5,8,12,16]). We
calculated the proportion of each call category for each pair of
mice in SIT and for each individual mouse in other conditions.

The ten categories illustrated in Figure 1C were:

—_

. Short: =50 ms and =10 kHz frequency modulation.
2. Flat: =50 ms and =10 kHz frequency modulation.

3. One frequency jump: instantancous frequency step, like a
vertical discontinuity with no time gap.

4. Multiple frequency jumps: multiple instantaneous frequency
step.

5. U: U-shape wave =10 kHz frequency modulation.

6. Chevron: inverted-U shape =10 kHz frequency modulation.

7. Modulated: =10 kHz of modulation, several decreases and
increases in frequency.

8. Composite: two or more components emitted simultaneously.

9. Upward: continuous increase in peak frequency =10 kHz
frequency modulation.

10. Downward: continuous decrease in peak frequency
=10 kHz frequency modulation.

Synchronization of audio and video files. We performed a
“clap” with finger in the field of the camera to time-matched video
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Figure 1. Number of calls and vocal repertoire uttered in five behavioral contexts. A- Calls were recorded during social interaction task,
novelty exploration, and restraint stress and analyzed off line. B- Total number of calls emitted in 4 minutes: SIT-isolated (n = 17), SIT-grouped (n=8),
EXPLO-isolated (n=15), EXPLO-grouped (n=8) and RESTRAINT (n=16). C- Distribution and spectrograms of the ten call types typically emitted by
adult male mice. Data not shown, proportion of “other” calls: 1.420.8% in SIT-isolated, 4.5+1.3% in SIT-grouped, 9.5+4.1% in EXPLO-grouped,
3.1£1.3% in EXPLO-isolated and 16.3%3.1% in Restraint stress. (Time and frequency criterion were used to distinguish these categories, see methods).
Data are presented as means = SE. *: p<<0.005; **: p<<0.0001 for chi-square and Mann-Whitney paired comparisons.

doi:10.1371/journal.pone.0029401.g001

and audio files. In the audio files, we cut the information before
this sound, and in the video files we selected the exact frame of this
event and started from this point. This manual synchronization
permitted us to analysed which USVs were emitted during contact
and non-contact events. We then further classified contact events
in four categories (see above): Oro-oral, Oro-flank, Oro-genital
and others.

Statistical analyses

Kruskall & Wallis non parametric tests were used for behavioral
variables and USVs quantitative (number of calls) and qualitative
(acoustic variables) variables in each of the five conditions.
Correlation data were analysed with a Spearman correlation test
between behavioral measures and number of calls uttered within
each category. Dependent variables (contact versus non-contact
repartitions of calls) were analysed with Wilcoxon signed-rank test.
The significance threshold was set at p<<0.05. Post Hoc
comparisons were performed using Mann-Whitney non paramet-
ric tests or Chi-square test (noted X?) only when appropriate
(Statview software; computing and statistical software R [17]. For
all post-hoc paired comparisons a Bonferroni correction was
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applied because of the number of test repetitions, therefore setting
the significance threshold at p<<0.005.

Results

In the current experiments, all mice emitted USVs in all
conditions.

Mouse USV emissions are context dependent

We first quantified the amount of USVs emitted in the five
different conditions tested. There was a major group effect in the
number of calls emitted by adult male mice (Figure 1B & Table
S1A; H 4 =34.303, P=<0. 0001). Post-hoc comparisons showed
that mice in both SI'T conditions emitted significantly more calls
than mice in all other conditions (Table S1). In social context, mice
previously isolated (SIT-isolated) tended to emit more calls than
mice housed in groups (SIT-grouped), but it was not significant
after correction for multiple testing (U =29.5, P=0.024).

We then examined the composition of the vocal repertoire in
the five behavioral conditions. In all conditions, a limited
proportion of call-like spectrograms (“others™) could not be
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classified because of the background noise and a non discriminable
shape. These “calls” were thus not included in the calculation and
analyses performed thereafter (Figure 1C & Table S1 B-K).

Male mice emitted a large variety of calls during social and
exploratory behaviors, while restraint mice show a narrower
repertoire, principally composed of “short” and “composite”. Indeed
restraint mice emitted more “composite” than both SIT mice (For
SIT-isolated: X?=38.53, P<<0.0001, for SIT-grouped: X*=31.87,
P<0.0001) and EXPLO-grouped (X?=17.22, P<0.0001), less
“upward” than SIT-isolated (X*=14.14, P<0.0001), less “one
frequency jump” than both SIT (SIT-isolated: X*=14.99,
P=0.0001, SIT-grouped: X*=10.07, P=0.0015), and less “modu-
lated” than SIT-isolated (X?=8.11, P=0.004).

“Short” calls were the most uttered calls for all experimental
conditions. SIT-isolated mice emitted less ‘“‘short” than SIT-
grouped (Figure 1C: X?=8.46, P=0.003) and used a largest
vocal repertoire (i.e. all call types were represented). Specifically,
SIT-isolated had a higher proportion of “upward” (compared with
EXPLO-isolated: X*=17.62, P<0.0001; EXPLO-grouped:
X?=14.87, P=0.0001 and Restraint: X?=14.14, P=0.0001),
“one frequency jump” (for Restraint; X*=14.99, P=0.0001),
“modulated” (for Restraint; X*=8.11, P=0.004). Additional
categories of calls like “upward”, “flat”, “‘chevron” and “U-shape”
emerged and the proportion of “composite” calls was relatively low
(Figure 1C & Table S1 B-]J). In some contexts, several call types
were completely absent. For instance, “flat”, “chevron” and “U-
shape” call types were not recorded during exploration (whether
animals were isolated or not), and “multiple frequency jumps”, “U-
shape”, “flat” and “chevron” calls were not recorded in the restraint
condition. Interestingly, the repertoire did not vary significantly
according to the housing condition (isolated vs. grouped), except for
“short” during SI'T and “composite” during Exploration.

Mouse USV acoustic features are context dependent
In order to better characterize the acoustic features of the USVs
we analysed in depth their duration and their peak frequency

50 <™ 120 =&
404 . g 100
[ X
E < 80
s 01 __ | ¢
E=1 [} .
g e 3 60
5 20 4 f,__’ 40
8 10 ;i

[] ]
0 - 0 -

Mice Emit Context-Specific Vocalizations

related variables. There was a significant condition effect in the
total call duration (group effect, H4 = 36.51; p<<0.0001; Figure 2A
& Table S2 A). Call duration was the longest for SIT-isolated
mice (U=112; p<0.0001 for SI'T-grouped, U =120; p=0.00147
for Explo-isolated, U =245; p<<0.001 for Explo-grouped and
U =234; p=0.002 for restraint) and the shortest for Explo-isolated
mice (U=112; p=10.0002 for SI'T-grouped, U = 16; p<<0.001 for
Explo-grouped and U = 18; p<<0.0001 for Restraint; Table S2A).
Since this result might be due to presence of long calls emitted by
SIT-isolated mice, we investigated in more details the duration of
each call type separately to take into account the effect of the vocal
repertoire. SIT-Isolated mice showed longer “short” calls than
EXPLO-isolated (U =248; p<<0.0001), longer “composite” calls
than all the other condition (U=93.5; p=0.0042; for SIT-
grouped, U=118; p<<0.0001 for EXPLO-grouped, U=221;
p<<0.0001 for EXPLO-isolated, U =238; p<0.0001 for Restraint),
and longer “one frequency jump” than EXPLO-grouped
(U=101; p=0.0014) (Figure 2B & Table S2 B-F).

There was a group effect in the peak frequency (Pf min: H
4=42.82,P=<0.0001; Pfmax: H 4 =38.47, P = <0.0001; Pfstart:
H 4=42.34, P=<0.0001; Pf end: H 4=44.50, P=<0.0001,
Figure 2C & Table S3 A-D), which was still valid when calls types
were considered separately (“short” and “composite” calls; Figure
S1). Mice tested in SIT emitted calls between 62 kHz+/—1.3 (Pf
min) and 77 kHz+/—1.8 (Pf max) with a significant difference
between “SIT-isolated” and exploration or restraint condition for
all parameters (Table S3 A& B), whereas mice exploring the novel
environment emitted calls between 40 kHz+/—2.4 (Pf min) and
55 kHz+/—3.5 (Pf max) with no significative difference between
“Explo-isolated” and “Explo-grouped” conditions. Mice in re-
straint stress condition emitted calls between 30 kHz+/—2.7 (Pf
min) and 48 kHz+/—1.8 (Pf max). For minimum peak frequency
mice in restraint stress condition emitted calls significantly lower
than all other conditions (see Table 83 A-D). Housing condition
did not influence the peak frequency variables for mice tested during
social interaction or exploration (see Table S3).

Pf min Pf max

Call duration (ms)
o
S

Pf start

Pf end

SIT - isolated

SIT - grouped
EXPLO - isolated
EXPLO - grouped
RESTRAINT

Figure 2. Acoustic characteristics of calls emitted in five behavioral contexts. A- Calls durations in all conditions. B- Calls durations for all

" ou " ou

call types in all conditions. C- Frequency features (“min”, “max”, “start” and “end” frequencies) of calls in all conditions. Data are presented as means

+ SE. *: p<0.005; **: p<<0.0001 for Mann-Whitney paired comparison.
doi:10.1371/journal.pone.0029401.g002
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Isolation or group housing influences social and vocal
behaviors

We analysed the correlation between the emission of the calls and
the social interactions in SI'T-isolated and SI'T-grouped mice. The
total number of calls and duration of social contacts were
significantly and positively correlated in the SIT-isolated condition
(r s=0.778, n=17, P=0.0001) but not in the SIT-grouped
condition (r s=0.102, n=8, P=0.81). In the remaining analyses
we focused on the most uttered calls, namely “short”, “one
frequency jump” and “upward” calls. For mice in SIT-isolated
condition, there was a strong positive correlation between the
duration of social contacts and the number of “short” and “one
frequency jump” calls (respectively r s =0.749, n=17, P=0.0003; r
s=0.601, n=17, P=0.0094). In contrast, in SI'T-grouped condi-
tion there was no evidence for correlation between these call types
and the duration of social contact (“Short™ r s=0.120, n=8,
P=0.787, NS; “one frequency jump’: r s =0.044, n=8, P=0.922,
NS; “Upward™: r s=0.119, n=8, P=0.788, NS) (Figure 3).

We then examined more closely the behaviors in which “short”,
“one frequency jump” and “upward” calls were uttered. SIT-
isolated mice emitted the majority of their calls during contact
(Figure 4, left panel): Approximately 80% of “short”, “one
frequency jump” and “upward” call types were uttered during
contact while only 20% were emitted when both mice were apart
(respectively  z=-—3.24, P=0.0012; z=-2.82, P=0.0048;
z=—2.84, P=0.0045, Figure 4, left panel). A deeper analysis
of the types of contact showed that mice previously isolated uttered

SIT-isolated
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the 3 main call types equally during oro-oral, oro-side and oro-
genital contacts.

We did not observe the same distribution in SI'T-grouped mice
(Figure 4, right panel) since “short”, “one frequency jump” and
“upward” calls were emitted mostly when mice were apart
(“short”: z=—1.09, P=0.271; “one frequency jump”: z= —1.36,
P=0.173; “upward™ z=—0.73, P=0.463, Figure 4, right
panel). During contact more than 50% of the calls were uttered
during oro-genital sniffing.

Discussion

The present study investigates in details the vocal behavior of
adult male mice during a same-sex social interaction task, as well
as in two non-social tasks (i.e., novelty exploration and restraint
stress). We first showed that the number of calls emitted as well as
a number of frequency parameters varied according to the
behavioral context of emission. As expected, adult male mice
emitted USVs in the social interaction task, but, remarkably, they
also emitted some USVs in non-social tasks. Finally, housing
conditions, which act as a modulator for social motivation, also
appeared to influence vocal behavior during social interactions
task and more unexpectedly also during exploration task.

Like rats, mice emit context-specific USVs
It’s commonly known that rodents emit vocalizations particularly
in presence of conspecifics [1,5,10,12,18-22]. These paradigms are,
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Figure 3. Correlation between behavioral contexts and calls emission. Correlation between the number of calls of the 3 main categories
(“Short”, “Jump” and “Upward”) and duration of contact during social interaction in isolated or non-isolated mice. **: p=0.005 for Spearman rank

correlation test and NS: p>0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0029401.g003
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Figure 4. Behavioral contexts associated with calls emission during social interactions in isolated and non-isolated mice. Proportion
of calls emitted during contacts and independently of social contact. Inset proportion of social contacts types (oro-oral sniffing, oro-flank sniffing, oro-
genital sniffing and other contact) associated with the emission of the 3 main calls types (short, jump and upward). Data are presented as Means =

SE, **: p<<0.005 for Wilcoxon signed-rank test.
doi:10.1371/journal.pone.0029401.g004

for the most of them, associated to a social condition with direct cues
(presence of conspecifics) or indirect cues (urine presentation,
playback emission). It was suggested in the literature that mice
would not produce USVs during aversive situations such as physical
restriction or electric shock [11]. However in rats, several authors
reported the recording of calls during various non-social conditions,
including aversive situations or aggressive behavior [23-27]. Here
we report for the first time in adult male mice the recording of USVs
in different non-social contexts, such as exploration of a novel
environment or restraint stress. Indeed male mice emitted calls
during novelty exploration, whether they were previously main-
tained isolated or not, even though the total number of calls emitted
during exploration was significantly low