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-Avant Propos-






Les animaux, comme les humains, ont la capacité de restituer ou d’utiliser une information
apprise il y a longtemps. La persistance des souvenirs nécessite que la représentation mentale
de l'information initialement pergue et encodée dans un état labile soit progressivement
consolidée, ce qui la rend résistante aux interférences, durable. Ce processus de consolidation
peut se réaliser grace a des modifications des synapses, mais également a I'échelle des
systémes cérébraux, entre lesquels intervient une réorganisation progressive des réseaux qui
assure la persistance de la trace mnésique. Les informations d’ordre spatial, par exemple, sont
tout d’abord organisées et maintenues dans les circuits de I’hippocampe (Hip). Plus tard, elles
sont prises en charge, au moins en partie, par des réseaux corticaux de la zone préfrontale.
Ainsi la réactivation de circuits hippocampo-corticaux permet le maintien a long terme de
I'information. Néanmoins, bien que I'Hip et le cortex préfrontal médian (CPFm) jouent un role
indispensable dans la consolidation a I’échelle des systemes, au laboratoire, un relai essentiel
a I'échange d’informations entre I'Hip et le CPFm a été découvert : les noyaux Reuniens et
Rhomboide (Re/Rh) de la ligne médiane du thalamus ventral. Ces noyaux possédent des
relations anatomiques privilégiées, car réciproques avec I'Hip et avec le CPFm. De plus, nos
données récentes ont montré que ces noyaux Re/Rh sont indispensables a la persistance d’un
souvenir, tant contextuel ( ) que spatial ( ). Nous avons ainsi
mis en évidence la nécessité d’un circuit hippocampo-cortico-thalamique dans la
consolidation a long terme d’un souvenir, confortant I'idée que des noyaux thalamiques
puissent jouer un role crucial dans la persistance d’un souvenir. Au-dela de la consolidation,
les ReRh sont impliqués dans une variété de fonctions cognitives, qui reposent sur I'interaction
entre I'Hip et le CPFm. Ces fonctions englobant I'encodage de l'information, la mémoire de
travail spatial, la généralisation du conditionnement de la peur, la reconsolidation de la peur,
et d’autres encore (par exemple, ). Les Re/Rh semblent également contribuer
a la rétention d'informations pendant quelques minutes (e.g. ), donc dans un

registre mnésique tres limité au plan temporel.

Ce projet de these cherche a étudier chez le Rat, I'implication des noyaux ReRh dans deux
systemes de mémoire différents, puisqu’ils reposent dans les deux cas sur l'interaction entre
I’'Hip et le CPFm : la mémaoire de travail spatial et la consolidation d’'un souvenir spatial en

mémoire a long terme.



-Structure de la these-

La premiere section de cette these introduit les concepts fondamentaux qui ont servi de base
a mes travaux. Dans le premier chapitre, je présente les principaux concepts liés a la mémoire,
en mettant particulierement l'accent sur la mémoire spatiale, ainsi que les principaux tests
comportementaux utilisés pour I'explorer et la tester chez les rongeurs. Le deuxieme chapitre
se penche sur la formation et la persistance des souvenirs, en examinant les différents
modeles théoriques qui les sous-tendent. Enfin, le dernier chapitre de cette introduction offre
une description neuroanatomique du circuit impliquant les noyaux reuniens et rhomboide,
I'hippocampe et le cortex préfrontal, tout en mettant en lumiére les diverses fonctions qui
leur sont associées.

Apres avoir présenté les objectifs de ma these, la premiére partie se concentre sur la mémoire
de travail spatiale. Elle commence par une breve introduction, suivie de deux articles publiés
sur ce sujet, et se termine par une discussion, une conclusion et des perspectives pour ce
travail. Dans la seconde partie, je détaille I'ensemble des matériaux et méthodes utilisés, ainsi
gue les résultats obtenus, visant a étudier le réle de la voie entre le cortex préfrontal médian
et les noyaux reuniens et rhomboide dans la consolidation de la mémoire. Enfin, ma these finit

sur une synthese générale et des pistes de recherches futures ouvertes par mes travaux.



-Introduction-

Vi



l. La mémoire

A. Définition et généralités sur la mémoire
La mémoire est essentielle puisqu’elle nous définit ; notre caractére, nos attraits ou encore

notre personnalité, et ce grace a 'ensemble de nos souvenirs : « Que sommes-nous d’autre
que la somme de nos souvenirs ? » ( ). Sans mémoire, nous serions
condamnés a vivre dans un présent éternel.

La mémoire se définit comme I'ensemble des activités mentales qui nous permettent
d’enregistrer, conserver et restituer des informations du passé. Cette définition met en
lumiére les trois processus associés a sa fonction. L’encodage permet a un événement d’étre
enregistré sous la forme d’une représentation mentale. Celle-ci pourra persister dans le temps
grace au processus de consolidation. Enfin, la récupération permettra le rappel total ou partiel
de la trace mnésique enregistrée.

La notion d’engramme, support biologique de nos souvenirs, fut introduite en 1904 par
Richard Semon ( ). engramme est constitué d’une assemblée cellulaire
activée par une expérience d’apprentissage. Cette activation va induire des modifications
physiques et chimiques durables, qui vont permettre, lors de la réactivation ultérieure de tout
ou partie de ces cellules, le rappel du souvenir ( ). Grace au
développement d’outils de manipulation génétique, 'engramme a pu étre physiquement
matérialisé et visualisé, puisqu’il est méme possible de créer artificiellement un souvenir chez

le rongeur, et cela méme en I'absence d’une expérience vécue ( ).

La mémoire est une fonction constamment a I'ceuvre, nous permettant d’apprendre et de
nous souvenir, et ce dans le but d’adapter nos comportements. Or, si I'on définit la mémoire
comme une entité unique, il s’agit en réalité d’un systeme complexe, composé de diverses
sous-unités.

Depuis plusieurs millénaires, les humains ont tenté de percer le mystére de la pensée en
cherchant a la localiser dans le corps. D’abord dans le cceur, puis dans les humeurs,
philosophes, psychologistes et biologistes se sont penchés sur la question ( ). Mais
c’est particulierement grace aux apports de la neuropsychologie, et spécifiquement grace au
patient HM ( , que la recherche sur la mémoire fit un grand pas en
avant. Brenda Milner, la neuropsychologue qui a suivi HM tout au long de sa vie (il est décédé

en 2008), a décrit les effets sur la mémoire de la résection bilatérale du lobe temporal médian,



réalisée dans le but de guérir HM de crises d’épilepsie pharmaco-résistantes et tres
invalidantes. L'étude de I'amnésie d’HM, et d’autres patients aprés lui, nous a permis de savoir
gue la mémoire se compose de différents systemes, chacun d’entre eux reposant sur des
réseaux neuronaux distincts et interconnectés, capable d’interagir et de coopérer
parfaitement entre eux pour créer un ensemble mnésique fonctionnellement cohérent et

pertinent ( ).

B. Classifications des différents systemes de mémoire

Il est possible de distinguer différents systemes de mémoire (Figure 1) selon divers critéres,
tels que I'age de la trace mnésique, la nature de lI'information mémorisée, ou encore le
caractere conscient ou non de I'information en mémoire. D’un point de vue temporel, on peut

distinguer tout d’abord la mémoire sensorielle, caractérisée par le traitement des
oolnpu;nsorielb

@ v
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Figure 1. Les systemes de mémoire
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La mémoire sensorielle enregistre les stimuli regus via nos différents sens. La mémoire a court terme permet
de mémoriser des informations pendant plusieurs minutes, et si elles sont manipulées pour effectuer une
tdche (calcul mental, réarrangement) on parle alors de mémoire de travail. L’information peut ensuite étre
potentiellement transférée dans le registre de la mémoire a long terme. Cette derniére est divisée en mémoire
déclarative ou explicite, caractérisée par le fait que le souvenir convoqué est conscient, et mémoire non
déclarative, qui est inconsciente ou implicite. La mémoire déclarative contient la mémoire épisodique
(souvenirs autobiographiques, conscience dite autonoétique) et la mémoire sémantique (connaissances
générales, conscience noétique). La mémoire non-déclarative inclut I'apprentissage procédural (habiletés
motrices et des savoir-faire), 'amorgage, le conditionnement classique, I’habituation et la sensibilisation
(conscience anoétique). Modifié de adapté de

informations regues grace a nos différents sens, et ce sur une trés courte période, de I'ordre
de quelques centaines de millisecondes. S’ensuit la mémoire a court terme, allant de quelques
secondes a quelques minutes, dépendamment de la capacité du sujet a répéter I'information
et/ou la présence de distraction. Si I'information est manipulée pour réaliser une tache
complexe (ex : retenir une séquence de chiffres et I'épeler dans le sens inverse), on parle alors
de mémoire de travail. Enfin, en mémoire a long terme, on distingue classiquement la
mémoire a long terme récente, quelques heures a quelques semaines chez ’lhumain (1 a 5
jours chez le rongeur), de la mémoire a long terme ancienne, qui peut persister pendant
plusieurs décennies, voire toute la vie (de quelques semaines a plusieurs mois chez le rongeur
( ). La mémoire a long terme se divise en deux catégories, selon le caractere
conscient ou non de lI'information mémorisée : la mémoire déclarative et la mémoire non-
déclarative.
1. La mémoire non déclarative
La mémoire non déclarative est implicite, elle repose sur une absence de conscience
(conscience anoétique), et est difficilement verbalisable. Son acquisition est progressive et
nécessite plusieurs répétition (a contrario de la mémoire épisodique ol un évenement unique
peut étre ancré pour des années), et comporte la mémoire procédurale, mémoire de nos
habiletés motrices et savoirs faire (exemple : apprendre a peindre, a faire du vélo ...), mais
aussi I'amorcage, le conditionnement classique, et I’habituation.
2. La mémoire déclarative

La mémoire déclarative est explicite, ce qui signifie que I'on peut stocker et rappeler
consciemment les souvenirs, et donc les verbaliser. Elle contient la mémoire sémantique, qui
stocke nos connaissances générales sur le monde et sur nous-mémes. Elle nous permet de
restituer des connaissances sur le monde, sans avoir I'impression de revivre une situation

(exemple : Je sais que le Sri Lanka est appelé la « Perle de I'Inde »). Cette mémoire est associée




a une conscience noétique, traduite par un sentiment familier lorsque I'on reconnait savoir
une information ( ).
La mémoire déclarative comporte également la mémoire épisodique, la mémoire de nos
souvenirs autobiographiques, associés a un contexte spatio-temporel (exemple: Je me
rappelle mon voyage au Sri Lanka). Les principaux criteres de définition concernant la
mémoire épisodique reposent sur
o la conscience autonoétique : il s’agit de la capacité a vivre une expérience
consciente de soi au passé, présent et futur
o le voyage mental dans le temps : c’est la capacité a se projeter mentalement
dans le passé pour y revivre un évenement
o la restitution consciente : il s’agit de la capacité a exprimer et expliquer un
souvenir a travers le langage. ( ).
Ce dernier critere peut difficilement étre étudié chez I'animal, ce qui complique la résolution
du débat concernant I'existence ou non d’une mémoire épisodique chez les animaux. C'est
pourquoi on utilise le terme de mémoire « épisodique-like », que I'on définit comme une
réponse comportementale résultant d’une expérience passée, intégrant le quoi, le ou, et le

quand ( ).

Quelques études ont tres élégamment réussi a traduire comportementalement la mémoire
épisodique-like chez I'animal. Clayton et Dickinson se sont basés sur I'aptitude inné des geais
a enfouir leur nourriture. Les auteurs ont testé I'enfouissement de larves (trés appréciées par
ces oiseaux, mais périssables), et de cacahuétes (moins appréciées, mais non périssables).
Selon le temps passé avant la récupération de la nourriture, les geais étaient capables
d’ajuster leur recherche : les larves, si peu de temps s’était écoulé, et les cacahuétes, dans le
cas contraire, puisque les larves étaient alors avariées. Les auteurs ont réussi a créer un
paradigme expérimental chez le geai, permettant de tester les 3 prérequis de la mémoire
épisodique: le quoi (larve ou cacahuéte), le ou (localisation de I'aliment enfoui) et le quand
(récent ou non) ( ).

De nombreuses autres recherches ont également utilisé ce paradigme du quoi-ou-quand, afin
de tester la mémoire épisodique-like chez diverses espéces ; le rat, les singes, les seiches et
méme les dauphins (

).



C. La mémoire spatiale
1. Généralités

La mémoire spatiale s'inscrit dans le cadre de la mémoire épisodique, car elle joue un role
essentiel dans la création d'un contexte pour nos souvenirs personnels. Que ce soit chez les
étres humains ou les animaux, elle constitue un élément central de nos activités quotidiennes.
Elle nous permet de différencier les divers itinéraires et lieux, ainsi que de reconnaitre les
objets qui nous entourent. Elle nous guide pour rentrer chez nous le soir, en trouvant le
chemin le plus direct, surtout en présence de perturbations sur notre route habituelle, car
nous élaborons une carte mentale que nous pouvons consulter mentalement. Chez les
animaux, la mémoire spatiale revét également une importance capitale, car elle est cruciale
pour la survie des différentes espéces. Elle englobe la mémorisation de I'emplacement de leur
terrier, de leur nid, de leur source de nourriture, ainsi que des chemins praticables tout en
évitant les prédateurs. Toutes ces informations reposent sur la mémoire spatiale, sans laquelle
la navigation et |'orientation dans la nature seraient impossibles. C'est pour toutes ces raisons
gue cette forme de mémoire est profondément enracinée dans le processus évolutif
( )-

L'étude de la mémoire spatiale chez le rongeur est couramment utilisée pour étudier les
mécanismes sous-jacents a la mémoire épisodique, puisqu’ils possedent de nombreux points
en commun ( ). Que ce soit chez I’humain ( )
ou chez le rongeur ( ), elle repose sur I'intégrité du fonctionnement
de I'hippocampe (HIP).

Ces travaux sont essentiels puisqu’ils permettent de modéliser les dysfonctionnements
associés a certaines pathologies psychiatriques ou neurodégénératives. Les études chez
I’'humain ou I'animal ont démontré que les mémes structures anatomiques qui sous-tendent

la mémoire déclarative chez I’humain sont également impliquées dans la mémoire spatiale

( )-

2. Notion de carte cognitive et substrat biologique
L’HIP, structure clé impliquée dans la navigation, fonctionne a la maniere d’'un GPS interne,
intégré. C'est Edward Tolman, qui en 1948, introduit le concept de carte cognitive, en
référence a une représentation interne des indices allocentriques de I’environnement, nous

permettant de s’y déplacer de maniére efficace ( ). Cette idée a été confortée par



le fait que le codage de I'espace est sous-tendu par un ensemble cohérent de différents types
de cellules dont l'activité est particulierement nécessaire a [l‘orientation dans son

environnement.

Pour réussir a naviguer entre deux points avec succes, il est d’abord nécessaire d’avoir une
représentation de sa propre position, puisque le choix de la trajectoire dépendra de cette
orientation actuelle. Cette représentation spatiale nécessite deux types d'informations
essentielles : la localisation et la direction. Posséder une seule de ces informations, sans
I'autre, limite grandement les chances de se déplacer efficacement.
Chez le rongeur des cellules spécialisées dans le traitement de ces informations ont été
découvertes. Dans I'hippocampe, par exemple, certains neurones sont responsables du
codage de la position dans I'espace et sont appelés "cellules de lieu" ( ). On
retrouve ces cellules de lieu dans d'autres régions telles que le subiculum (

) et le cortex entorhinal ( ).
D’autres cellules codent chaque fois ou I'on pointe sa téte vers le nord-est, quelle que soit
notre position actuelle, elles sont connues sous le nom de "cellules de direction de la téte".
( ). Découvertes dans le post-subiculum, elles ont été
mises en évidence dans d’autres structures telles que le noyau antérodorsal du thalamus,
I’"hypothalamus ou encore le cortex entorhinal ( ). Ainsi, les
cellules de direction de la téte fonctionnent de maniére similaire a une boussole, avec une
activation toujours orientée dans une direction spécifique, peu importe notre emplacement
actuel, mais, a la différence d'une boussole, elles ne dépendent pas du champ magnétique
terrestre. Certaines cellules partagent des caractéristiques de codage a la fois de la localisation
et de la direction de la téte, et peuvent étre retrouvée dans les cortex pré et parasubiculaires
( ).
On trouve également les cellules de la grille, qui codent I'environnement de maniere
géométrique. Ces cellules ont été identifiées dans le cortex entorhinal médian dorso-caudal
( ). Les cellules de la grille
présentent une activation qui couvre I'ensemble d’'un méme environnement, formant ainsi un
motif régulier et répétitif, a I'image d’une grille. Ces neurones pourraient s'avérer utile pour

estimer des distances et suivre un itinéraire donné. Enfin, les cellules de la bordure ont été



décrites dans le cortex entorhinal, et, comme leur nom l'indique, codent les bordures de
I’environnement, définissant les limites de ce dernier ( ).

Chez I’humain, les cellules de lieu, de la grille et quelques cellules pouvant s’apparenter a des
cellules de direction de la téte ont également été mises en évidence (

), semblant confirmer que les
processus de codage spatial de I'environnement sont trés similaires entre primates et
rongeurs. L’ensemble de ces données encourage I'idée que I'HIP et ses connexions / son
réseau sont idéalement composés et positionnés pour sous-tendre la mémoire spatiale et les
processus de navigation. Ce circuit est représenté en figure 2.
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Figure 2. Systeme de fonctionnement de la navigation spatiale chez le rongeur
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Les régions possédant des cellules de lieu, de direction de la téte et de la grille et des cellules de bordure
sont représentées en vert, bleu, orange et violet respectivement. Le cortex entorhinal possede

Le réseau qui traite les différentes modalités relatives a la position du corps dans I'espace est représenté
de maniere simplifiée. L’hippocampe posséde des cellules de lieux capable de coder une position spécifique
dans I'environnement. Les autres structures avec lequel I'HIP interagit posséde des cellules de la grille, de
la bordure ou encore de direction de la téte, par exemple dans les cortex entorhinal, pré et post-subiculum.
D’autres structures telles que le thalamus ou I'hypothalamus présentent également des cellules de
direction de la téte. Le cortex entorhinal regoit les informations relatives aux différentes directions, lui
permettant probablement de les croiser avec les informations provenant des cellules de la grille et de
bordure, avant de les transmettre a I’HIP. Ces informations lui sont transmises en retour, principalement
via le subiculum. Ainsi, le cortex entorhinal est idéalement situé pour intégrer les différentes informations
spatiales avant la réalisation d’un déplacement dans I'espace. Modifié de




stratégies de navigation. Dans le regne animal, la nécessité de parcourir parfois jusqu’a des
milliers de km, cela dans le but de trouver de nouvelles ressources de nourritures ou encore
de rechercher ses partenaires pour assurer la survie de I'espece, a dispensé aux animaux
diverses stratégies de navigation. Les chauves-souris utilisent par exemple I’écholocation, et
donc l'utilisation d’ultrasons pour identifier leur environnement, méme dans l'obscurité
totale. Les oiseaux et animaux migrateurs peuvent se servir du soleil et des astres pour garder
un cap, notamment au cours des migrations, et certains peuvent encore utiliser une sensibilité
particuliére au champ magnétique terrestre (magnétoréception), ou a la lumiéere polarisée.
Concernant les humains, les primates et les rongeurs, deux stratégies principales, reposant
sur deux systemes neuroanatomiques distincts, existent.

Différents processus sont a I'ceuvre quand il s’agit de s’orienter et naviguer dans I'espace qui
nous entoure. Plusieurs stratégies sont envisageables et coopérent afin de générer une
représentation spatiale de notre environnement, selon la disponibilité des indices, mais aussi

la familiarité du chemin emprunté.

3. Différentes stratégies de navigation: allocentrique et
égocentrique
Le recours a une stratégie allocentrique repose sur la formation et I'utilisation de cartes
cognitives qui codent les différents éléments qui constituent notre environnement, et les
relations entre ces éléments. Cette stratégie permet une navigation flexible, autorisant une

planification et adaptation rapide de nouvelles trajectoires ( )

Chez I'animal, comme chez I’humain, la navigation allocentrique nécessite l'intégrité de
I’"hippocampe et des régions adjacentes (
). Les cellules de lieu de I’HIP pourraient représenter le substrat neuronal de la carte

spatiale ( ).

La stratégie égocentrique se réfere aux informations relatives au corps de I'individu, telles que
les informations proprioceptives (position du corps dans I'espace), et permet une navigation
facile, quasi automatique, lors de I'emprunt d’un trajet connu. A l'inverse de la stratégie
allocentrique, cette navigation égocentrée est trés peu couteuse cognitivement, mais est aussi

beaucoup moins flexible. En conséquence, la navigation spatiale combine |'utilisation de ces



Stratégie égocentrique Stratégie allocentrique
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Figure 3. Stratégies de navigation dans I’espace.

Représentation simplifiée des différentes stratégies de navigation dans I'espace. La stratégie
égocentrique fait référence a I'utilisation de sa propre position dans I'espace et permet de naviguer
grdce a la mémorisation d’une séquence de mouvements. A l'inverse, la stratégie allocentrique fait
référence a I'utilisation des indices présents dans I’environnement et a la capacité de mémoriser leur
position les uns par rapport aux autres, pour créer une représentation, une carte cognitive, de son
ensemble.

deux stratégies. ( ). D’un point de vue neuroanatomique, le
striatum est fortement engagé dans ces 2 types de stratégie de navigation. En effet, il possede
des neurones dont I'activité est associée a une position, a la maniere des cellules de lieu de
I"HIP, mais qui peuvent étre influencés par des éléments contextuels (
). Il a été montré que I'activité de ces mémes neurones est influencée
par les mouvements passés ou a venir au sein d’une séquence apprise (
).Méme en l'absence de projection directe du striatum dorsal vers I'HIP,
I'inactivation du striatum dorsal perturbe I’activité hippocampique chez le rat, suggérant
I'influence possible des neurones striataux sur I'activité hippocampique ( ).
Cette notion renforce I'idée d’un systeme de navigation spatial complexe et intégré.
Chez le rongeur, il est possible de modifier la configuration des différents tests
comportementaux, pour tester 'utilisation de I'une ou I'autre de ces stratégies (place pour
allocentrée, ou réponse pour égocentrée). Aussi, dans certaines pathologies, seul un des deux
systémes neuroanatomiques peut étre altéré, ce qui est le cas dans la maladie de Huntington
par exemple, ou une atteinte du striatum entraine des altérations précoces de la stratégie
égocentrique. Au laboratoire, le développement du labyrinthe en Double-H permet de vérifier

I'intégrité de ce systéeme ( ).



4. Notion de flexibilités cognitive et comportementale
Lorsque nous naviguons dans un environnement inconnu, il est préférable d'adopter une
stratégie allocentrique pour apprendre a nous repérer et a nous déplacer. L'apprentissage de
la disposition de notre environnement demande des ressources cognitives considérables.
C'est pourquoi, apres un certain temps et la répétition du méme trajet au quotidien, cette
stratégie tend a étre remplacée par une stratégie égocentrique, presque automatique, qui est
beaucoup moins exigeante sur le plan cognitif. Si la stratégie égocentrique s'avere inefficace,
par exemple lorsque la route habituelle est bloquée par un chantier, notre systeme est flexible
et nous permet de basculer d'une stratégie a l'autre, ce qui démontre notre capacité a faire
preuve de flexibilité cognitive. Cette flexibilité se traduit par notre aptitude a adapter nos
réponses aux changements dans notre environnement externe ou interne. Cela signifie que
nous pouvons interrompre notre comportement ou notre tache actuelle pour les ajuster en
fonction des modifications survenues. L'expression "flexibilité comportementale" désigne un
comportement qui reflete un changement cognitif, par exemple, lorsque nous avions
I'intention de prendre notre vélo pour aller au travail, mais que nous décidons de prendre le

tramway en voyant qu'il pleut ( ).

D. Evaluer la mémoire spatiale
Afin d’étudier la mémoire spatiale, il est nécessaire d’évaluer les aptitudes de I’'animal a

s’orienter dans |'espace. Divers taches et paradigmes ont été développés pour permettre
d’évaluer les capacités mnésiques de navigation des animaux. Seuls les tests utilisés chez le
rongeur seront évoqués dans ce manuscrit. Dans la plupart des paradigmes, c’est la regle qui

va déterminer le type de mémoire évalué : mémoire de travail, ou mémoire de référence.

1. Mémoire spatiale de travail et mémoire spatiale de référence
Chez I'animal on distingue usuellement la mémoire spatiale de référence, de la mémoire
spatiale de travail ( ). La mémoire spatiale de référence appartient au
registre de la mémoire a long terme, et concerne les taches durant lesquelles I'information
reste valable/pertinente pour chaque session d’apprentissage/test. A l'inverse, dans une
tache de mémoire de travail spatiale, I'information a maintenir en mémoire n’est valable que

pour la durée d’une session, et se voit modifiée lors de la session suivante.
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Dans un labyrinthe radial a huit branches, il est possible de modéliser ces deux types de
traitement de l'information, en ne renforgant que 4 des 8 branches. La configuration des
branches appatées reste la méme durant plusieurs jours. L’animal doit ainsi se rappeler
guelles branches sont appatées (mémoire de référence), mais aussi lesquelles il a déja visité
au cours de I'essai en cours (mémoire de travail) ( ). Ces deux systemes sont
indépendants, et reposent sur différents mécanismes neuronaux dans I’HIP ; mais ils peuvent

également coopérer ( ).

Dans cette these, ces deux sous-types de mémoire spatiale ont été étudiées, la mémoire de
travail (MT) est au centre de la premiére partie de mon travail de recherche, et la mémoire de

référence y sera abordée dans une seconde partie.

a) Labyrinthe radial
Le labyrinthe radial est constitué de huit bras, au milieu desquels se trouve une plateforme

centrale ( ). La motivation des animaux a réaliser la tache repose
sur la consommation de nourriture ou d’eau au bout de chaque bras. Pour susciter
suffisamment de motivation lors des tests, les animaux sont soumis a une restriction
alimentaire ou hydrique, de sorte a atteindre un poids de 15% inférieur au poids initial.
Plusieurs protocoles existent, le plus classiquement utilisé pour tester la mémoire de
référence spatiale (MRS) est le suivant ; 'animal doit apprendre, pendant plusieurs jours, a
visiter les différents bras du dispositif, ou certains (toujours les mémes) sont récompensés.
L’avantage de ce test est qu’il permet d’évaluer a la fois la mémoire de référence spatiale
(MRS) et la mémoire de travail spatiale (MTS). Le type d’erreur (entrer a nouveau dans un bras
déja visité) indique quel type de mémoire est impacté. La visite d’un bras non récompensé
lors de I’entrainement indique une erreur de MRS (la régle n’est pas respectée), tandis que la
visite d’un bras déja visité au cours de |'essai en cours indique une erreur de MTS (nécessité
de maintenir en mémoire les bras visités au cours de I’essai).

Un autre protocole, spécifiquement utilisé pour tester la MTS, est celui du win-shift, utilisé
notamment par Hembrook et Mair en 2011 ( ). Il repose sur le
principe des taches catégorisées comme « Delayed non-matching to sample ». Lors du
premier essai, le rat est autorisé a visiter 4 bras, les 4 autres sont fermés. Une fois les 4

récompenses alimentaires récupérées, le rat est replacé dans sa cage pendant quelques
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secondes. Lors du test, 'ensemble des bras sont ouverts, mais seuls les quatre bras fermés
lors de I’échantillonnage sont récompensés. L’entrée dans un bras ouvert lors de I'essai
précédent, ou la visite répétée d’un bras sont considérées comme des erreurs.

Pour résoudre la tache, I'animal va devoir recourir a 'utilisation des indices présents dans la

piéce, et donc a une stratégie allocentrique.

Test mémoire de référence erreur MRéf

V@i
=)

erreur MT

§ || x@ e
4 f

essai entrainement essai test erreurs possibles

Test du win-shift : mémoire de travail Delayed non-match to sample

N,

AN
—

essai échantillonnage essai test

Figure 4. Le labyrinthe radial

Différents protocoles utilisés pour tester la mémoire spatiale de référence ou de travail chez le rongeur.
Les points orange représentent les récompenses alimentaires. Mémoire de référence: Lors de
I’entrainement, le rat est placé au centre du labyrinthe et apprend a ne visiter que les bras appdtés. Une
fois les 4 récompenses récupérées il est replacé dans sa cage avant le test. Lors du test, on peut quantifier
des erreurs de référence : une réentrée dans un bras non appaté lors de I’entrainement, ou une erreur de
mémoire de travail : en réentrée dans un bras déja visité pendant I'essai en cours. Test du win-shift : Ce
test, issu su protocole de , permet de tester la mémoire de travail spatiale.
Pour cela, lors de I'essai d’échantillonnage, seuls 4 des 8 bras sont accessibles et appdtés, les autres sont
fermés (en noir). Durant le test, les 8 bras sont ouverts, mais seuls les 4 bras fermés lors de
I’échantillonnage sont appdtés.
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b) La piscine de Morris
L'un des tests les plus

utilisé pour tester Ia
gg mémoire spatiale est

celui de Ila piscine de

Morris. C’'est ce test que

5@? nous avons choisi

d’utiliser au laboratoire

essai entrainement essai test

dans le cadre des

Figure 5. La piscine de Morris

expériences portant sur
La piscine de Morris est un dispositif utilisé pour tester la mémoire
spatiale de référence chez le rongeur. Lors des sessions d’entrainement, | 12 MRS et la consolidation
I'animal est déposé dans I’eau de maniére par différents points de IGcher.
Une fois dans I'eau fraiche, le seul moyen d’en sortir est de trouver la
plateforme immergée, dont la position reste fixe. Au fur et @ mesure des | donc davanta ge détaillé
essais, 'animal acquiert une représentation spatiale grdce aux indices
allothétiques de la piéce et se rendent directement & la PF quelque soit | dans la partie Matériels
le point de lGcher. Lors de I'essai test, ou probe test, on mesure le temps
passé dans le quadrant cible, Ia ol se trouvait la PF lors de I'acquisition
pour traduire la persistance du souvenir.

des souvenirs. Il sera

et Méthodes.

Rapidement, ce test a été

inventé en 1981 par Richard Morris, et repose sur I'aversion de I’eau fraiche par les rongeurs,
ce qui va les motiver a résoudre la tache ( ). Cependant, comme |’eau fait
partie de I'environnement naturel des rats, ce test est écologique, et ne nécessite donc pas de
restriction alimentaire ou hydrique, pouvant induire un stress ou une altération des rythmes,
et in fine agir sur les processus mnésiques. Le principe de la tadche repose sur I'intégration par
I'animal des différents indices allothétiques de la piéce pour apprendre la position d’une
plateforme (PF) immergée. Si I'on s’intéresse a la MRS, la position de la plate-forme reste
constante pendant l'intégralité de I'entrainement (au minimum 3 jours pour un souvenir
durable). Lors du rappel (essai test), la plateforme est retirée et sur une minute, on mesure
différents parametres, tel que le temps passé dans le quadrant ou se trouvait la plateforme
lors de I'acquisition, la latence avant de croiser la position virtuelle de la plateforme, ou encore
le nombre de croisement de I'annulus, zone élargie de 10 cm par rapport a la plateforme,
indice de précision de la mémoire. SiI'on s’intéresse a la MTS, la position de la PF est modifiée
chaque jour, de sorte que I'information de sa position ne soit valable qu’au cours d’une session

de deux essais généralement séparés par un délai court. Le premier essai consiste en
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I’échantillonnage pour trouver la position de la PF, et aprés quelques secondes / minutes, lors

du second essai, on mesure la latence d’acces pour retrouver la PF.

c) Le labyrinthe de Barnes
Le labyrinthe de Barnes est formé par une plateforme circulaire, percée par 18 trous circulaires

espacés régulierement le long autour de la circonférence ( ).

essai entrainement essai test

Figure 6. Le labyrinthe de Barnes

Placé au centre du dispositif, I'animal doit retrouver I'unique trou refuge lui permettant de retourner
dans sa cage. Photographies d’un rat sur le dispositif, issues de

Une forte luminosité, situation désagréable pour les rongeurs qui préferent les espaces
sombres et couverts, va motiver I'animal a trouver I"'unique trou menant a sa cage. Ce test
repose sur |'utilisation d’une stratégie allocentrique, puisque I’'animal va devoir utiliser les
différents indices visuels de la piece pour se repérer et retrouver le trou refuge. Lors du test
sont mesurés les temps de latence avant de trouver le trou refuge ainsi que le nombre de
trous visités. Ce test est écologique puisqu’il repose sur la nature innée des rongeurs a préférer

les espaces sombres et couverts (pour échapper aux prédateurs).
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d)

Le T-Maze / Y-Maze

essai échantillonnage

essai test

Figure 7. Le labyrintheen T.
Lors de I'entrainement, les animaux sont
ldchés de la base du T, avant de parcourir
I'allée centrale et choisir I'un ou I'autre
bras pour y récupérer la récompense.
Lors de I'essai test, il doit se rendre dans
le bras non visité lors de [Iessai
d’échantillonnage. On peut également
parler d’alternance forcée lorsque le
choix lors de I'essai d’échantillonnage est

forcé par la fermeture d’un bras.

Le labyrinthe en T est probablement le paradigme le plus couramment choisi pour évaluer la
mémoire de travail spatiale. Tolman a été I'un des premiers expérimentateurs a utiliser un
labyrinthe en T et a décrit la tendance « trés prononcée » des rats a alterner leurs entrées
dans les bras lors d’essais successifs ( ). Le rat est d'abord placé a la base du T, il
remonte |'allée centrale et entre dans I'un des bras du T, au bout duquel il va pouvoir y trouver
une récompense. Le rat est récupéré par l'expérimentateur et replacé a la base du T.
Généralement, le rat remonte I'allée centrale et entre dans le bras du T dans lequel il n'était
pas entré lors du premier essai : c’est-ce qu’on appelle I'alternance. L’ajout d’un court délai
entre l'essai d’échantillonnage et I'essai test nécessite une MTS fonctionnelle, et est
impossible chez des rats dont I’HIP est inhibé ou |ésé, et ce dés 15 sec de délai entre les 2
essais | ). Si I'entrée dans un bras est bloquée lors de l'essai

d’échantillonnage, la tache est appelée « alternance a choix forcé ».
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Figure 8. Le Double-H, différents protocoles

Dans un protocole classique de MTS, la session consiste en 2 essais, le premier va permettre de localiser
la PF, et le second évalue la capacité de I'animal a la retrouver le plus efficacement possible. D’une
session a l'autre la position de la PF est modifiée, et les bras de départ le sont a chaque essai.

Dans un protocole d’évaluation de la flexibilité comportementale, on entraine I'animal a effectuer la
méme séquence motrice sur plusieurs jours, pour retrouver la PF (ici N a SO, soit un virage a droite, puis
unvirage a gauche). Lors du test, une modification radicale de la perspective environnementale (rotation
de 180°), ou a I'inverse une trés légere et difficilement perceptible (décalage d’un bras), permet d’évaluer
la stratégie de I'animal. Il peut soit répéter la séquence apprise lors de I’'entrainement droite, puis
gauche, soit utiliser les indices spatiaux de la piéce pour effectivement retrouver la PF. (

Afin de contréler la stratégie que I'animal va pouvoir développer lors de I'apprentissage, le

Double-H a été inventé par JC Cassel au laboratoire, en 2008 (

). Le labyrinthe

est constitué de 6 bras formant deux H imbriqués, d’olu son appellation. Il est rempli d’eau

opaque fraiche, son principe est le méme que celui de la piscine de Morris, retrouver une

plateforme immergée. Il permet ainsi d’éviter une restriction alimentaire des animaux. Grace

a sa configuration, le double-H permet a I'expérimentateur de manipuler et analyser

précisément la stratégie allo-ou égocentrique empruntée par le rat, ainsi que le changement

de stratégie pour passer de I'une a l'autre.
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E. Neuroanatomie de la mémoire spatiale
Bien que de nombreuses tentatives aient été faites pour découvrir les circuits neuronaux sous-

tendant la formation de la mémoire spatiale et la navigation, de nombreuses questions restent
sans réponse sur la maniere dont le cerveau accomplit ce phénomene. Méme s’il est
largement admis que I'HIP a un r6le majeur dans le traitement d’informations spatiales, il n’est
pas le seul impliqué.

La mémorisation d'un emplacement peut découler de deux processus de mémoire distincts,
correspondant approximativement a deux étapes différentes de la navigation spatiale.
D’abord, les informations concernant I'emplacement a rejoindre doivent étre extraites de la
MLT. Cependant, pour étre effectivement utilisées, elles doivent également étre maintenues
dans une mémoire de travail afin de garantir la planification et I'exécution d'une trajectoire

adéquate. Le cortex préfrontal semble étre impliqué dans ces deux aspects. (

1. Implication du CPFm

Le cortex préfrontal médian (CPFm) est connu pour son implication cruciale dans les fonctions
exécutives, telles que la prise de décision, les comportements orientés vers un but, et la
mémoire de travail (

.Des lésions ou inactivations du CPFm empéchent la réalisation de taches
en MTS (

).

En enregistrant I'activité électrique des neurones dans le CPFm, certains auteurs ont pu
mettre en évidence des corrélats comportementaux de cette activité lors de taches de
mémoire de travail. Par exemple, certains neurones voient leur activité augmenter de maniere
soutenue, uniquement lors du délai, dans une tache d’alternance spatiale, nécessitant que les
informations soient conservées pendant un intervalle temporel court. Au-dela de I'activité
neuronale, la connectivité fonctionnelle qui les lie est également associée a de meilleures
performances en MT. Baeg et collaborateurs ont observé une baisse de I'activité neuronale
du CPFm au fil des jours d’apprentissage, mais une constance de I'activité accrue observée
pendant le délai. Ceci renforce I'idée que les informations traitées en mémoire de travail sont
représentées par des modifications de la force synaptique entre les neurones du CPFm (

). Cette activité persistante des neurones préfrontaux est décrite comme la
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signature neuronale des processus en lien avec la mémoire de travail

)

2. Implication de I'HIP

Dans la tache classique d’alternance spatiale en labyrinthe en T (décrite plus haut), I'ajout d’'un
délai entre l'essai d’échantillonnage et I'essai test (delayed alternation) rend la tache
dépendante de I'HIP, contrairement a la version continue de la tache (continuous alternation)
(Rawlins and Olton 1982 ; Ainge et al 2007). Dans cette méme tache, Hallock et Griffin en 2013
ont montré que des neurones de I'HIP dorsal présentaient une activité particuliere lors du
délai, dépendamment de la trajectoire future ( ), semblant anticiper le
comportement a venir (tourner a gauche vs tourner a droite). D’'une maniére intéressante,
une idée récente suggere que les processus de mémoire et de planification pourraient, d'un
point de vue évolutif, découler de mécanismes originellement dédiés a la navigation. L’'HIP
serait donc a la fois impliqué dans la navigation spatiale, mais aussi dans la navigation mentale
a travers l'espace et le temps ( )

Si le CPFm semble étre suffisant a la réalisation de taches en MTS, lors de I'ajout d’un délai qui
nécessite de maintenir les informations d’ordre spatial en mémoire, le réle de I'HIP devient
indispensable. En 2003, Lee et Kesner ont étudié la dynamique des interactions entre I'HIP et
le CPFm dans une tache de MTS en labyrinthe radial, en combinant Iésions et inactivations au
muscimol (un agoniste des récepteurs GABAa). Si le CPFm suffit a réaliser la tache a un délai
court (10sec), I'ajout d’un délai intermédiaire (5min) nécessitait I'intégrité de I'HIP (

).
3. Implication des interactions CPFm et HIP

Finalement, plusieurs auteurs ont décrit I'importance de l'interaction entre I'HIP et le CPFm
en MTS mais aussi en MRS. Une augmentation de la cohérence/synchronicité entre I'HIP et le
CPFm a été associée a de meilleures performances, que ce soit en MTS ou en MRS (

. Ces interactions sont d’autant plus essentielles que le
délai est long ( ). Plusieurs hypothéses ont été faites concernant
I'interprétation d’une telle synchronisation sur le plan comportemental. Certains supposent
que l'activité synchrone des neurones hippocampiques et préfrontaux facilite le transfert
d’informations essentielles a I'exécution d’une tache. Par exemple, des informations sur la
localisation spatiale et la contingence des récompenses pourraient étre transférées a partir

de I'HIP pour étre utilisées par les mécanismes de prise de décision du CPFm ( ).
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Aussi, la synchronisation de [I'activité neuronale est supposée assurer le transfert
d’informations entre différentes régions, en coordonnant I'ouverture de fenétres temporelles
idéales pour favoriser la communication ( ).

Lorsque I'on fait référence a la MRS, la coopération de I'HIP et du CPFm est plus établie, et

théorisée, et sera développée dans la partie consacrée a la persistance du souvenir.

Il. La persistance d’un souvenir

Parmi le flux constant d'informations que nous recevons au cours des expériences que nous
vivons, il est essentiel de comprendre que tous ces éléments ne sont pas immédiatement
enregistrés en mémoire. Pour qu'un souvenir soit stocké de maniere durable, il doit passer
par un processus de consolidation. Ce processus repose sur une modification des connexions
entre les neurones activés a la suite d'une expérience, ce qui est communément appelé la
consolidation synaptique. Ce processus de consolidation synaptique se déroule sur une
échelle de temps relativement courte, allant de quelques minutes a quelques heures apres
I'encodage de l'information. Un autre type de consolidation de la mémaoire existe, qui s'étend
sur une période beaucoup plus longue. Il s'agit de la consolidation systémique. Celle-ci
implique une réorganisation des circuits cérébraux apres I'encodage initial de I'information.
Ce processus de consolidation systémique s'étale sur plusieurs semaines/mois pour assurer

que les souvenirs deviennent solidement ancrés dans notre mémoire a long terme.

A. Le support du souvenir
L'engramme est défini comme le substrat physique de la trace mnésique dans le cerveau

( ). Le terme « engramme » a été introduit pour la
premiere fois par le biologiste allemand Richard Semon, qui a postulé que I'encodage en
mémoire active une population de neurones qui subissent des modifications chimiques et/ou
physiques persistantes pour former et stocker les informations acquises sous forme d’un
engramme ( ). La réactivation de I'engramme induirait alors le rappel
( ). Au cours des dernieres décennie, les techniques modernes
d’étiquetage des engrammes ont permis la visualisation, la manipulation et l'isolement
d’ensembles neuronaux a une résolution cellulaire, transformant ainsi la proposition

théorique de Semon en une réalité validée expérimentalement ( ).
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Les connexions synaptiques entre les cellules de I'engramme représentent le substrat de la
mémoire ( ). Vetere et ses collégues ont fait le pari qu’il devait étre possible
d’'implanter artificiellement un souvenir lié a un événement n’ayant jamais été vécu. Les
glomérules olfactifs constituent le bulbe olfactif et, chez le rongeur, ils sont completement
caractérisés, de telle sorte que I'on connait la cartographie des glomérules : chaque type
d’odeur est spécifiquement associée a un glomérule. Stimuler grace a I'optogénétique I'un de
ces glomérules permet de déclencher la sensation artificielle d’'une odeur chez une souris. Les
auteurs ont ainsi stimulé un glomérule, associé a I'odeur d’orange, et I'ont couplée avec une
seconde stimulation, de nature aversive ou appétitive. Une fois les stimulations répétées,
I’odeur naturelle d’orange a été présentée aux souris pour la premiére fois, et les chercheurs
ont quantifié le comportement des rongeurs. Lorsque I'odeur artificielle a été associée a la
stimulation appétitive, cette présentation déclenchait une approche vers la source de I’odeur,
et a l'inverse un évitement lorsqu’elle avait été associée a la stimulation aversive. Les auteurs
ont manifestement réussi a créer un souvenir artificiel, en I’'absence de toute expérience réelle
impliquant une véritable odeur ( )

Les avancées les plus récentes, telles que la clarification/transparisation des tissus, avec des
techniques comme CLARITY et iDISCO, permettent une visualisation globale et inédite
d'images 3D sur lI'ensemble d'un tissu, ce qui peut potentiellement dévoiler des détails
structurels inconnus et apporter une nouvelle vision de I'architecture neuronale des différents
circuits cérébraux.( ). Ces progres inédits ont permis la

cartographie des engrammes a I'échelle du cerveau (

). La visualisation de I'engramme repose sur |’expression immédiate de

tdTomato

Figure 9. Un engramme "brain-wide", Yip
et Graff 2023

Visualisation d’un engramme a I’échelle du
cerveau grdce a la combinaison de
technique de transparisation et de tagging
neuronal. (A) Vue sagittale d’un cerveau de
souris a partir d’'une image 3D du cerveau
transparisé a la suite d’un protocole
permettant de « tagguer » les neurones
alloués a I'engramme lors  d’un
conditionnement de peur au contexte, dans
le 1) cortex, 2) gyrus denté et 3) thalamus.
Issu de
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genes précoces (tel que cFos, Arc ou Zif268), qui marquent les neurones dont I'activité
neuronale est augmentée. En utilisant des protéines rapportrices fluorescentes sous
I'influence de promoteurs de ces genes précoces immédiats, les cellules activées par
I’encodage peuvent ainsi étre marquées durablement. Ajouter a cela une fenétre temporelle
qui définit I'expression de la protéine rapportrice permet de cibler les cellules précisément
activées lors de la tache de mémoire. Les cellules engagées lors du rappel du souvenir peuvent
a leur tour devenir visualisables par un marquage immunohistochimique ultérieur de cette
méme protéine c-fos. La réactivation de I'engramme peut alors étre mesurée comme la
colocalisation des deux marquages, critere fondamental pour qu'une cellule soit qualifiée de

cellule de I'engramme ( ).

Méme si une assemblée neuronale constitue le substrat physique de la trace mnésique, celle-
ci n'est pas immuable dans le temps. En réalité, les structures cérébrales sous-jacentes a un
souvenir peuvent évoluer grace aux processus de consolidation et/ou de reconsolidation de
la mémoire ( ). Ces processus permettent aux
souvenirs de s'adapter, de se renforcer ou méme de se modifier en réponse a de nouvelles

expériences, contribuant a la plasticité de la mémoire.
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B. Consolidation a I’échelle de la synapse

La consolidation synaptique est universelle et permet le stockage d’un souvenir en mémoire

a long terme. Dés les premieres minutes qui suivent un apprentissage, un mécanisme de

Figure 10. Evénements et voies de signalisation
participant a la plasticité synaptique
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Différents  événements  participent au
renforcement de la synapse et a la
potentialisation a long terme : les potentiels
d’action arrivant a la terminaisons pré-
synaptique créent un influx de calcium Ca2+ a
travers les canaux calciques sensibles au
voltage, entrainant la libération de Glutamate
dans la synapse. Une fois fixé a ses récepteurs
post-synaptiques AMPA et kainate le
Glutamate les active, induisant une entrée de
sodium Na+ dans le neurone post-synaptique
La membrane post synaptique est alors
dépolarisée. Lors de la dépolarisation, les ions
magnésium Mg2+ sont éliminés des
récepteurs canaux NMDA, permettant ainsi
I'entrée de Ca2+ dans le neurone post-
synaptique, ce qui induit [Iactivation
d’enzymes Ca2+ dépendantes, telles que
I'adénylate cyclase AC, les protéines kinases, la
calmoduline-dépendante CaMKIl, la protéine
kinase C PKC, et la voie des protéines kinases
MAPK (mitogen-activated en anglais). Ces
voies de transduction activées vont aboutir a
la transcription de génes précoces. L’activation
rapide et transitoire de ces génes se traduit par
une modification des géenes tardifs par la suite.
Ces genes cibles commandent la synthese de
protéines effectrices qui vont stabiliser les
changements synaptiques et conduire a la
formation de nouvelles synapses. Modifié de

plasticité se mettra en oeuvre au niveau des synapses, permettant in fine de faciliter la

transmission de I'information ; on parle de potentialisation a long terme ou LTP (pour long

term potentiation). L'arrivée d’informations a la synapse va déclencher une cascade de

réactions intracellulaires, conduisant a I'activation de facteurs de transcription qui vont

moduler I'expression de génes précoces d’abord, puis de genes tardifs, induisant des

modifications de la plasticité fonctionnelle et structurelle de la synapse (e.g., augmentation

du nombre de récepteurs sur la membrane). L'un des facteurs de transcription les plus

documentés est CREB (protéine de liaison aux éléments de réponse AMPc). Il interagit

directement avec I’ADN par sa fixation aux éléments de réponse, induisant la transcription de

certains genes. CREB régule l'activité neuronale dans diverses régions cérébrales, et peut ainsi
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réguler quels neurones seront alloué a I’engramme. Plus précisément, les neurones exprimant
CREB en grande quantité sont préférentiellement recrutés dans I'engramme, tandis que les
neurones déficients en CREB sont activement inhibés ( ).

Les mécanismes sous-tendant la consolidation synaptique sont trés nombreux et ont été
détaillés dans plusieurs revues ( ). Un schéma simplifié
de ces processus moléculaires est illustré dans la Figure 10. L’application de cette plasticité

synaptique a I’échelle des réseaux neuronaux sous-tend la mémoire a long terme.

C. Consolidation a I'échelle des systemes
L'étude des patients atteints d’amnésie rétrograde (les souvenirs acquis de maniére

antérieure au traumatisme sont perdus) ont permis d’amener les principales preuves d’une
réorganisation de la trace mnésique. En effet, ces patients présentaient une perte de mémoire
plus importante pour les souvenirs récents, tandis que les souvenirs les plus anciens
semblaient étre conservés. Cette gradation dans la force de la trace mnésique repose sur la
célebre loi de la régression énoncée par Théodule Ribot en 1882. Cette loi posait que plus les
souvenirs vieillissent, plus ils deviennent résistants. L'étude la plus célebre (déja citée plus
haut), est celle du patient HM (Henri Molaison, son vrai nom fut divulgué aprés sa mort, en
2008), dont la résection bilatérale du lobe temporal médian, le plongea dans un présent
continu/infini. L'étude de ce cas permit de mettre le doigt sur I'importance capitale du lobe
temporal médian, particulierement sur celle de I’"hippocampe dans la formation de la mémoire
déclarative. Cependant, HM possédait encore des souvenirs de son enfance, suggérant un
désengagement de I'HIP pour les souvenirs les plus anciens. Plusieurs théories ont ainsi vu le
jour pour tenter d’expliquer les réorganisations spatio-temporelles de la trace mnésique a
travers différentes structures cérébrales, pour en permettre la pérennité. Toutes s’accordent
sur un aspect, celui d’'un échange d’informations entre I'HIP, dont I'implication est
indispensable a I’encodage et la restitution des informations aprés une courte période de

temps, et les aires corticales.
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1. Théorie standard de la consolidation
Marr fut le premier, en 1971, a formuler le modele standard de consolidation systémique. Il
suggéra que I'HIP pouvait stocker rapidement les informations, les maintenir en mémoire
temporairement, avant qu’elles soit transférées au néocortex pour une réorganisation, une
reclassification ultérieure et un stockage a long terme. Le transfert de ces informations de
I'HIP vers le néocortex aurait lieu notamment au cours du sommeil, par un processus de
« replays » (réactivations). Ces réactivations des circuits hippocampo-corticaux se
produiraient de maniere répétée pendant le sommeil (processus de type « off line ») pour
permettre l'intégration progressive de l'essentiel des nouvelles représentations dans des

réseaux de mémoire a long terme préexistants, sans effacer les souvenirs plus anciens

Figure 11. Modéle standard de la consolidation Lors de I'encodage, les différents
. modules corticaux traitent les
MODELE STANDARD DE LA CONSOLIDATION informations en provenance des

différents sens (odorat, ouie,
vision, mais aussi proprioception
...), que I’HIP va intégrer en une
représentation cohérente, ou
trace mnésique. Les réactivations
4 successives du réseau
hippocampo-cortical,

particulierement  pendant le
sommeil, vont favoriser le
renforcement des connexions

cortico-corticales, jusqu’a
devenir indépendantes de I'HIP.
D’apreés

( ).

Ce modele est qualifié de standard, puisqu’il énonce les bases du fonctionnement de la

consolidation, apportant les principaux fondements rediscutés et revus dans plusieurs

modeéles par la suite (

2. Théorie des traces multiples
Nadel et Moscovitch ont voulu compléter la théorie proposée par Marr, puisqu’elle présentait
guelques incohérences avec certains cas cliniques. Certains patients possédaient une amnésie
temporellement graduée de la mémoire sémantique, et une amnésie rétrograde intégrale de
la mémaoire épisodique ( ), laissant suggérer qu’un traitement différent avait

lieu entre les souvenirs sémantiques et épisodiques. Les auteurs proposent alors que chaque
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réactivation d’un souvenir impliquerait une sensation de « revivre le souvenir original » ; et
créerait ainsi des traces supplémentaires dans I’HIP. Plus les traces d'un souvenir particulier
se seraient ajoutées dans I'HIP, plus grande serait la probabilité qu'une trace de ce souvenir
survive a une perturbation partielle de I'HIP. Ce dernier resterait toujours engagé et nécessaire
au rappel d’un souvenir épisodique, riche en détails, et a forte charge contextuelle. A l'inverse,
les souvenirs sémantiques, dont les informations seraient abstraites et non associées a un
contexte particulier seraient stockées a part, pouvant étre rappelées indépendamment de
"HIP ( ).
MODELE DES TRACES MULTIPLES

Wi
b».\?r.(‘
\l/ \\}

HIPPOCAMPE

TEMPS

Figure 12. Modéle des traces multiples

La théorie des traces multiples propose que les souvenirs sémantiques, pauvres en éléments contextuels,
deviennent indépendants de I'HIP avec le temps. A l'inverse, I’HIP resterait toujours nécessaire dans la
récupération des souvenirs épisodiques, riches en éléments contextuels. Modifié de

3. Théorie de la transformation
La théorie de la transformation a été proposée par Winocur, Moscovitch et Bontempi en 2010.
Il s’agit d’une adaptation de la théorie des traces multiples. Pour les trois auteurs, I'implication
ou non de I’HIP serait dépendante du contexte de réactivation du souvenir. llIs font I’hypothese
gu’avec le temps et I'expérience, un souvenir abstrait se créerait dans le néocortex, comme
un schéma contenant uniquement les éléments essentiels du souvenir hippocampique. Ce
dernier resterait également toujours présent dans I’HIP, mais I3, il contiendrait I'ensemble des
détails précis associés au souvenir. Une dynamique entre ces deux « types » de souvenirs se

jouerait ensuite, de telle sorte que I'un ou l'autre pourrait étre dominant selon les
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circonstances (qui les suscitent) au moment de leur récupération. En conséquence, la
rétention et la récupération seraient en constante évolution, et lors de chaque récupération

les souvenirs hippocampiques et corticaux pourraient interagir et s’influencer mutuellement

( )

D. Role clé du sommeil dans la mémoire
Marr évoquait déja I'importance du sommeil dans le premier modeéle de la consolidation. Les

premieres évidences des effets bénéfiques du sommeil sur la mémorisation et le rappel chez
I’humain, en 1924, a déclenché une série d’études confirmant ses bienfaits sur la mémoire

déclarative, mais aussi procédurale (pour revue

Le sommeil est classiquement divisé en deux grands stades, le sommeil a ondes lentes (SWS
slow wave sleep en anglais), et le sommeil paradoxal (REM sleep en anglais pour rapid eye
movement sleep). Chez ’humain, le SWS est prédominant en début de nuit, et diminue en
intensité et en durée tout au long de la période de sommeil, a I'inverse du REM qui devient
plus intense et étendu vers la fin de la nuit. Le SWS se caractérise par des oscillations
électroencéphalographiques lentes et de grandes amplitudes, tandis que le sommeil
paradoxal est caractérisé par une activité cérébrale oscillatoire rapide et de faible amplitude.
Le sommeil paradoxal est caractérisé par des mouvements oculaires phasiques (d’ou son
appellation REM) et par une atonie musculaire.

A l'origine, on supposait que le sommeil améliorait la mémoire de maniere passive, en la
protégeant contre les interférences pouvant étre générées par de nouveaux apprentissages
( ). Les théories actuelles proposent davantage qu’une consolidation
active des souvenirs soit spécifiquement établie pendant le sommeil ; elle proviendrait de la
réactivation des représentations nouvellement encodées en mémoire et du renforcement des
représentations réactivées, d’un point de vue moléculaire et synaptique ( ).
Le processus actif de consolidation pendant le SWS conduit a une transformation et a une
réorganisation qualitative de la représentation de la mémoire, par laquelle I'essentiel en est

extrait, et intégré dans les réseaux de connaissances a long terme préexistants.

26



/\QOCO RTEX

Ondes lentes

THALAMO-

*jl,lmuk CORTICAUX

Spindles

MPOCAMPE

Sharp
wave-ripples

Figure 13. Mécanismes sous-tendant la consolidation pendant le sommeil

La consolidation systémique pendant le SWS repose sur un dialogue entre le néocortex et I’'HIP, contrélé
par les ondes lentes néocorticales (rouge). Les réactivations de la trace mnésique pendant les Sharp-
waves Ripples (vert) surviennent de facon synchrone avec les spindles thalamo-corticaux (bleu) de facon
répétée, permettant potentiellement un transfert d’informations de I’HP vers le néocortex. Adapté de

Les mécanismes sous-jacents a ces réactivations impliquent la coordination de différentes
oscillations cérébrales. Ces oscillations sont représentatives de I'activité électrique rythmique
générée spontanément, ou en réponse a des stimuli par les différents réseaux neuronaux
( ) et sont supposées sous-tendre le transfert efficace d’informations entre

différentes structures cérébrales ( ).

Les oscillations lentes pendant le SWS orchestrent la réactivation répétée des représentations
au sein de I'HIP, les « sharp-wave ripples », avec les « spindles » thalamo-corticaux (

). La perturbation de I"'une ou l'autre de ces oscillations
empéche la mise en place d’'une consolidation pérenne. Chez le rat, I'interruption des sharp-
wave ripples pendant le sommeil suivant un apprentissage spatial a impacté la performance

lors du rappel ( ). Chez I’humain, chez les adultes comme chez les enfants,
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le sommeil favorise, par exemple, l'intégration de nouveaux mots, cet effet ayant été associé
a une activité accrue des spindles. ( )
L'idée qui prime aujourd’hui souligne I'importance de la succession cyclique du SWS et du
sommeil paradoxal dans la consolidation, suggérant un réle complémentaire de ces deux
phases de sommeil. La premiére partie de la nuit, composée majoritairement de SWS,
menerait au tri des souvenirs non pertinents et au renforcement des autres. Les souvenirs
bénéficiant le plus du sommeil sont ceux survenus juste avant le sommeil

), explicitement encodés ( ), riches
en émotions ( ), ou
pertinents/congruents avec les comportements et actions futurs de I'individu (

). Ce processus de tri serait favorisé par la dépotentialisation globale des connexions
synaptiques en raison de la lente fréquence des ondes caractéristiques du SWS, ainsi que de
I'absence de facteurs transcriptionnels importants ( ).

La deuxieme étape de traitement pendant le sommeil paradoxal permettrait d’intégrer les
souvenirs tout juste triés dans des réseaux de connaissances préexistants. Ce sont les
fréquences rapides et les sharp-wave ripples de I’'HIP qui sous-tendraient les renforcements
synaptiques. Par exemple, chez le rat, des corrélations élevées ont été décrites entre le
nombre de périodes de SWS suivies d'un sommeil paradoxal et les performances de la

mémoire lors d'une tache d'évitement actif ( ).

E. Et 'oubli ?
Bien que la formation des souvenirs ait été intensivement étudiée, la neurobiologie de I'oubli

n’en est qu’a ses premiers pas. Si I'on encode une quantité astronomique d’information tout
au long de notre vie, nous en oublions également une grande quantité. Souvent vu de maniere
négative, I'oubli survient lorsque la mémoire n’est plus disponible (trace mnésique dégradée,
ou déficit de consolidation), ou lorsqu’elle n’est plus accessible (déficit dans le rappel du
souvenir).

Pourquoi oublie-t-on ? Plusieurs hypotheses ont été faites pour répondre a cette question.
L'une d’entre elle estime que la mémoire permettrait d’anticiper le futur, en stockant toutes
les informations nécessaires a imaginer, simuler et prédire le futur, pour s’y adapter.
Lorsqu’elles ne sont plus pertinentes, les informations en mémoire seraient alors oubliées

( ). D’un point de vue biologique, I'oubli consiste en un processus actif,
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permettant de faire le tri entre les éléments importants ou non, régulant I’homéostasie du
systeme de la mémoire.
Un mécanisme de l'oubli a été proposé par Wang et collaborateurs en 2020. Celui-ci fait
intervenir les microglies, cellules immunitaires de notre cerveau, comme acteur principal du
processus. Les auteurs ont utilisé un protocole de peur conditionnée au contexte, car il induit
un oubli « classique » qui peut étre facilement mesuré en observant le pourcentage de
freezing (immobilité) des souris. Grace a un antagoniste CSF1R (Colony-stimulating factor 1
receptor), les chercheurs ont éliminé I'ensemble des microglies au sein du gyrus denté du
cerveau des souris. Ce traitement a entrainé une hausse du comportement de freezing lors
d’un test 35 jours apres I'acquisition de la peur, indiquant un souvenir « préservé », en
comparaison aux contrdles, chez qui le souvenir du contexte avait disparu, et avec lui la
réaction de peur. Ce comportement était positivement corrélé avec le taux de réactivation de
I'engramme ; c’est-a-dire le nombre de neurones actifs a la fois lors de I'encodage et du rappel
du contexte. Plus les souris avaient tendance a rappeler le souvenir (fort taux de freezing),
plus elles présentaient un nombre de neurones actifs a la fois lors de I’'encodage et du rappel.
Enfin les chercheurs ont démontré que les lysosomes présents dans les microglies
phagocytaient les synapses les moins sollicitées, en utilisant le systéme du complément,
habituellement activé lors d’élimination de pathogene, et associé a I'immunité innée
. Notre systeme immunitaire serait donc a 'origine du tri
de nos souvenirs, menant a I'effacement de certains d’entre eux, particulierement les moins
sollicités. Finalement, bien que l'oubli puisse étre associé a une connotation négative,
notamment dans le contexte des maladies neurodégénératives ou des troubles de la
mémoire, 'oubli est aussi un phénomene adaptatif essentiel. |l favorise I'intégration de
nouveaux apprentissages, facilite la prise de décision, contribue a la régulation des émotions
et joue un role important dans la préservation de la santé mentale
). Comme souligné par T. Ribot, "/'oubli, sauf dans
certains cas, n'est donc pas une maladie de la mémoire, mais une condition de sa santé, de sa

vie”. ( )

Il est important de noter qu’il existe d’autres processus, qui ne seront pas développés ici, mais
pouvant induire a des conséquences tres variées pour le devenir de la mémoire. Par exemple,

le rappel va induire une réactivation de la mémoire, pouvant mener a une déstabilisation,
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exctinction ou encore reconsolidation (

).

Différents mécanismes du devenir d’un souvenir ont été abordés ici, particulierement le
phénoméne de consolidation systémique. Toutes les théories décrites s’accordent sur
I'importance d’un dialogue, crucial, entre I’'HIP et le CPFm pour pérenniser le souvenir. Or, si
on sait que I'HIP projette de maniére monosynaptique, et donc directe, sur le CPFm (

), la voie de projection en retour n’est pas directe. L'absence de réciprocité
directe (monosynaptique) entre ces deux structures conduit a concevoir la présence d’un relai
des informations. Les noyaux reuniens et rhomboide ReRh du thalamus ont une connectivité
toute particuliere, a méme de les positionner, non seulement comme un relai, mais aussi
comme un véritable acteur orchestrant les interactions hippocampo-corticales. La partie
suivante de cette introduction décrira donc la place des ReRh au sein d'un réseau

hippocampo-cortico-thalamique.
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lll. Les noyaux Reuniens et Rhomboide au sein du circuit cortico-
thalamo-hippocampique

A. Anatomie
Le thalamus est la plus grande structure du diencéphale. On y dénombre prées de 60 noyaux.

Initialement pergu comme une structure relai entre les différentes régions du cortex et les
noyaux sous-corticaux, il est désormais admis que le thalamus participe largement aux
fonctions supérieures et a la cognition (

). Les études de patients ayant subi
des accidents vasculaires cérébraux, des traumatismes craniens, atteints du syndrome de
Korsakoff, ou d’autres pathologies portant atteintes a I'intégrité du thalamus ont permis de
montrer que ce dernier est impliqué dans tout un panel de fonctions cognitives, et que son
dysfonctionnement pouvait entrainer des amnésies, aphasies, troubles des fonctions
exécutives, de |'attention, ainsi que des comportements persévératifs ( )
Les noyaux reuniens et rhomboide (ReRh) appartiennent aux noyaux de la ligne médiane du

thalamus, qui couvre toute I'étendue dorso-ventrale ( ).

Figure 14. Organisation neuroanatomique des noyaux reuniens et rhomboide du thalamus

Ils sont situés dans la partie la plus ventrale de la ligne médiane du thalamus, immédiatement au dessus
du 3e ventricule. Les valeurs chiffrées correspondent aux coordonnées en mm de la distance par rapport
au Bregma selon Paxinos et Watson, 2007. Abréviations : CM, noyau central médian ; IAM, noyau
interoantéromédian ; IMD, noyau interomédiodorsal ; MID, noyau médiodorsal ; PaXi, noyau paraxiphoide
pRe, périreuniens ; PT, noyau paraténial ; PVA, noyau paraventriculaire antérieur; PVP, noyau

paraventriculaire postérieur ; Re, noyau reuniens ; Rh, noyau rhomboide ; Sub, noyau submedians ; mt,
tract mamillothalamique, Xi, xiphoide, modifié de
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De la partie la plus rostrale a la plus caudale on retrouve dans l'ordre: les noyaux
paraventriculaire et paraténial, le Re d’abord seul, juste au-dessus du 3é ventricule, puis
surmonté du Rh, aprés quoi apparaissent les noyaux inter-antéromédian, (qui devient
progressivement le noyau inter-médiodorsal), et enfin le noyau central médian. Le Re est
généralement subdivisé en une partie centrale (ou médiane) et des segments latéraux qui ont

été désignés comme les ailes latérales appelées péri-reuniens (periRe).

B. Neurochimie
Il n’existe que peu de données concernant la distribution et I'organisation neurochimique des

neurones au sein des noyaux ReRh. Le principal neurotransmetteur du Re est un acide aminé

excitateur, supposé étre le glutamate ou |'aspartate ( ). L'existence de
neurones dopaminergiques a également été décrite ( ). Récemment,
Viena et coll. ( ) ont caractérisé la répartition des protéines liant le calcium

(Ca2+), la calrétinine (CR), la calbindine (CB) et la parvalbumine (PV) dans les noyaux de la
ligne médiane du thalamus. Rapidement, les auteurs ont confirmé I'absence de neurones PV+
dans la ligne médiane du thalamus. En revanche, ils ont décrit la présence de cellules CR+ tout
au long du troisieme ventricule (3V). Les cellules CB+ étaient systématiquement plus latérales
et proches du centre de I'étendue dorso-ventrale du thalamus médian. Les neurones projetant
a la fois au CPFm et a I'HIP n’exprimaient aucune des protéines de liaison au calcium
examinées, mais étaient contenus dans des « niches » de cellules CR+ et CB+. La description
de ces différentes sous-populations de neurones dans le Re s’ajoute a un précédent rapport
d'Arai et al. ( et appelle a davantage d'investigations sur les contributions
fonctionnelles de chaque sous-population neuronale. Les cellules du thalamus qui
contiennent des canaux Ca2+ de type T sont caractérisées par leur capacité a passer
rapidement d'un mode de décharge tonique vers une décharge a haute fréquence grace a
I'entrée excitatrice et/ou inhibitrice qu'elles regoivent d'autres cellules (

). Ces populations pourraient ainsi appartenir a des microcircuits
spécifiques, associés a une rythmicité et des synchronisations distinctes ( )
Cependant, aussi surprenant que cela puisse paraitre, on ne retrouve pas de neurones
GABAergiques dans le Re, qui sont donc dépourvus d’interneurones inhibiteurs.

). Du moins, chez le rongeur, puisque récemment,
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Joyce et collaborateurs ont montré, chez le singe rhésus, la présence de neurones

GABAergiques, et aussi de quelques neurones PV ( ).

1. D’ou vient I'inhibition ?

Mais d’ou provient alors I'inhibition des ReRh chez le rongeur ? Les circuits thalamiques sont

ciblés par deux systemes inhibiteurs majeurs : le noyau réticulaire thalamique (TRN) et les

entrées inhibitrices extra-thalamiques (ETI, par exemple la zona incerta). Les ETI fournissent

une inhibition focale et temporellement précise, impactant la fréquence de décharge du

thalamus. La voie incerto-thalamique par exemple, a déja été décrite comme impliquée dans

la modulation de la peur

). Al'inverse, le TRN, fournit une inhibition

locale, plus lente; il est souvent actif lors des phases de sommeil. Ensemble, ces systémes

e

Figure 15. Le TRN et l'inhibition du Re,

Zimmerman

Les projections corticothalamiques vers le Re
suivent les principes d'organisation de base
décrits pour les autres noyaux thalamiques : les
neurones des couches 5 et 6 du CPFm envoient
des connexions monosynaptiques vers le Re
( ), et
les neurones du CPFm de la couche 6 envoient des
collatéralles vers le TRN antérieur (

), la méme sous-région du TRN qui
projette vers le Re ( ).
Modifié de

inhibiteurs permettent un controle progressif de la fréquence de décharge thalamique,

allouant aux opérations thalamo-corticales la capacité de répondre de maniére dynamique

lors de demandes comportementales. (

). Cavdar et ses collegues ont

montré que le Re et I'HIP projetaient tous deux sur la partie rostrale du TRN (

). Zimmerman et al, en 2018, se sont attelés a décortiquer le fonctionnement du circuit

reliant la partie infralimibique (IL) du CPFm, le TRN et le Re. Il est important de décrire que les

projections du CPFm vers le Re suivent les mémes principes d'organisation que celles qui se

font vers les autres noyaux thalamiques : les neurones des couches V et VI du CPFm envoient

des projections directes sur le Re ( ), et les
neurones de la couche VI du CPFm envoient des collatérales au TRN antérieur (
), la méme sous-région du TRN qui projette au Re. ( ). Les

auteurs ont montré que l'inhibition du CPFm réduisait le phénomene de décharge en « burst »

des neurones du Re, tandis que sa stimulation entrainait une hausse des bursts et réduisait le
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taux de décharge « tonique ». De plus, I'inhibition du TRN avait une action similaire que celle
du CPFm, puisqu’elle entrainait une réduction du nombre de neurones spontanément actifs
dans le Re. Ensemble, ces résultats démontrent que le CPFm, a la fois via des projections

directes, mais aussi via le TRN, peut moduler I'activité des neurones du Re de maniéere nuancée
et complexe ( ).

C. Connectivité

1. Principales afférences et efférences

Les noyaux ReRh constituent une zone de convergences de fibres en provenance de
nombreuses structures cérébrales différentes, du télencéphale, diencéphale, comme du tronc
cérébral. lIs projettent également vers de nombreuses régions cérébrales. Les afférences et
efférences étant déja largement décrites, deux schémas récapitulatifs présentent simplement
les principales input et output des ReRh. Seules les connexions avec I'HIP et le CPFm seront
détaillées ci-apres. Pour une description précise et détaillée, se référer a Cassel et al., 2013 et
2021. ( )

De maniere générale, la connectivité du noyau Re est mieux décrite que celle du Rh. Etant
donné leur taille et leur proximité, il es tres compliqué d’en cibler un sans impacter le second.
Les Figures 16 et 17 reprennent respectivement les afférences et efférences communes aux

deux noyaux thalamiques.

Subiculum dorsal
Subiculum ventral

Infralimbique
Orbital médian
Prélimbique

Bulbe olfactif

Tronc Cérébral

Noyau commissural
Noyau tegmental latérodorsal
Prétectum

Aire tegmentale ventrale

Aire hypoth. latérale
Hypoth. postérieur
Noyau supramammillaire

Figure 16. Afférences ReRh

Les afférences les plus denses sont représentées en vert foncé, et les moins denses en vert clair. D’aprés
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Concernant les efférences du noyau Rh sont moins bien décrites mais semblent globalement
identiques a celles du noyau Re. Une différence majeure est que le noyau Rh ne projette que
sur I'HIP dorsal alors que le noyau Re, lui, projette sur 'ensemble de I'axe dorso-ventral de

I"HP ( ).

Cortex

Entorhinal
Périrhinal
Rétrosplénia

CAl
Postsubiculu

Présubiculum
ubiculum

Orbital

Prélimbique

Infralimbique
N/

Télencéphale

Claustrum

Striatum

Thalamus

Zona incerta
Noyau réticulaire

Bulbe olfactif

Amygdale

Tronc Cérébral

Noyau latéral
Corps mammillaires
Noyau supramammillaire

Noyau commissural
Noyau tegmental latérodorsal
Prétectum

Aire tegmentale ventral

Figure 17. Efférences ReRh

Les efférences les plus denses sont représentées en orange, et les moins denses en jaune. D’aprés

2. Focus sur I’hippocampe

a) Description rapide de I’HIP
L’hippocampe (HIP) est une structure bilatérale appartenant au lobe temporal (chez le

primate). Elle contient trois régions : le gyrus denté GD, la corne d’Ammon CA, et le subiculum
( )

Le GD est composé de la couche moléculaire, la couche granulaire, et le hile. La couche
granulaire contient les cellules granulaires, qui projettent a I'arbre dendritique de la couche
moléculaire. L'HIP est également divisé en plusieurs sous régions : la couche moléculaire
contient la stratum radiatum et la stratum lacunosum-moleculare. Au-dessus, on retrouve la
stratum pyramidale, caractérisée par la présence de cellules pyramidales, densément
compactées, et alignées. Leurs prolongements s’orientent d’un coté vers la stratum oriens,

avec leurs dendrites basales, et vers la stratum lacunosum-moleculare avec leurs dendrites
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apicales. L'HIP est également divisé en plusieurs parties communément appelées cornes

d’Ammon. On dénombre 3 sous-régions: CA1, CA2 et CA3 ( ).

f. perforantes

Figure 18. L'hippocampe

Représentation schématique en vue saggitale (a gauche) de I’HIP chez I’humain et le rat. Vue en coupe
frontale (a droite) chez le rat. Le rectangle violet représente la position de la section frontale. EC : Cortex
Entorhinal, GD : Gyrus Denté, f. moussues : fibres moussues, coll. Schaeffer : collatérales de Schaffer Pal
: f. perforantes (venant du cortex entorhinal et projetant sur les dendrites des cellules du GD), so :
stratum oriens ; sp : stratum pyramidal ; stratum radiatum ; sim stratum lacunosum moleculare ; ml :
couche moléculaire ; gl : couche granulaire ; h : hile. Panel de gauche modifié de

De maniere tres simplifiée, le transfert des informations au sein de I’'HIP s’effectue de la fagon
suivante : I'arrivée majeure des informations a son origine dans le cortex entorhinal, qui
innerve les différentes régions de I’HIP grace a la voie perforante. Les cellules granulaires du
GD font synapse dans CA3 a travers les fibres moussues. Les cellules pyramidales de CA3
envoient leurs axones dans CA1 a travers les collatérales de Schaffer, et font synapse sur les
dendrites proximales et basales dans la stratum radiatum et oriens. Ces connexions sont
souvent nommeées boucle tri-synaptique. Enfin, le subiculum constitue la principale voie de

sortie du circuit de I'HIP.

b) Connectivité HIP <> ReRh
Le subiculum, tout comme I'HIP ventral (CAl), projette densément au Re

), et particulierement sur sa partie caudale. En retour, la partie rostrale du Re
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projette principalement sur la couche stratum lacunosum-moleculare de CA1l, et la couche
moléculaire du subiculum (Vertes 2006). Le Re forme des synapses asymétriques (excitatrices)
sur les cellules pyramidales et les interneurones de CA1, du subiculum et du cortex entorhinal
( ). Ila méme été décrit comme étant I'input majeur provenant
du thalamus vers I'HIP ( ). Sil
projette vers 'ensemble de I'HIP, les projections les plus importantes ciblent la partie ventrale
de ce dernier, a un facteur proche de 10, suggérant une connexion privilégiée du Re avec I'HIP

ventral ( ).

Re rostral

I

HIPPOCAMPE

SUBICULUM

REUNIENS (c)
\ 4
REUNIENS (r

Re caudal

Figure 19. Connectivité entre I’HIP et les ReRh

Les efférences des ReRh sont représentées en violet et leurs afférences de I’HIP en rouge. La partie rostrale
des ReRh projettent sélectivement sur CA1, en respectant un gradient dorso-ventral ; les projections les
plus importantes ciblent la partie ventrale de I’HIP (vHIP), a un facteur proche de 10, en comparaison avec
la partie dorsale de I’HIP (dHIP). Ses terminaisons arrivent dans la stratum lacunosum moleculare (sim),
a la fois sur les cellules pyramidales (noires) et les interneurones (gris). Les terminaisons du cortex
entorhinal (EC) arrivent également dans la sim. En retour, I’HIP ventral ainsi que le subiculum projettent
densément sur la partie caudale des ReRh. Des connexions directes du Re caudale au Re rostrales sont
également décrites. Le pannel de droite est modifié de

D’un point de vue fonctionnel, la stimulation du Re méne a une forte déflection négative dans
lastratum lacunosum-moleculare, et une positive dans la stratum radiatum, et ainsi une
dépolarisation robuste des cellules pyramidales, mais non une décharge. En revanche, des
décharges ont en effet lieu dans les couches oriens et alveus, mettant en évidence I'activation
d’interneurones locaux ( ). Dolleman van der Weel et al.
ont également décrit que le Re rostral projetait directement a CA1l, tandis que le Re caudal
projetait uniquement sur le Re rostral, formant donc une connexion disynaptique.

Cependant, Bertram et Zhang ont montré, en 1999, que le Re avait une forte action excitatrice
sur CAl, a méme d’y entrainer des décharges, comparables a celles induites par une

stimulation de CA3. IlIs décrivent méme cette action comme pouvant étre plus forte encore
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gue celle induite par CA3, puisqu’elle pourrait entrainer une potentialisation a long terme

( ).

3. Focus sur le cortex préfrontal médian

a) Description rapide du CPFm

Figure 20. Le cortex préfrontal médian

Représentation schématique en vue saggitale (G gauche) du CPFm chez I’humain et le rat. Vue en coupe
frontale (a droite) chez le rat. Les valeurs chiffrées correspondent aux distances en mm par rapport au
Bregma. Les rectangles violets représentent la position des 3 sections frontales. AGm cortex agranulaire
meédian, AC : cortex cingulaire antérieur, PL : cortex prélimbique, IL : cortex Infralimbique. Panel de
gauche modifié de

Chez le rongeur, le CPFm est habituellement divisé en quatre principales sous-régions : le
cortex agranulaire médian (AGm), le cortex cingulaire antérieur (AC), le cortex prélimbique
(PL), et le cortex infralimbique (IL). Cette nomenclature est spécifique au rongeur, et différe
de celle utilisée chez I'humain, rendant compliqué la comparaison des différentes études et
résultats obtenus dans les différentes espéeces. C'est pourquoi, récemment, Vogt et Paxinos
ont proposé une nouvelle nomenclature pour caractériser le CPFm chez le rongeur, basé sur
celle utilisée chez I'humain ( ). Dans cette these, l'ancienne
nomenclature sera tout de méme conservée, puisque I'ensemble des résultats et description
anatomique publiées jusqu’alors se sont basé sur celles-ci. Pour une comparaison entre les

deux nomenclatures, voir ( ).
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b) Connectivité CPFm<>ReRh
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Figure 21. Connectivité CPFm-RE

Les efférences des ReRh sont représentées en violet ; celles ciblant le cortex prélimbique sont en foncé et
celles ciblant le cortex infralimbique en clair. Leurs afférences en provenance du CPFm sont en bleu. La
partie caudale des ReRh contient la majorité des neurones qui projette au CPFm. Ces projections se
terminent dans les couches I, V et VI. Cependant, c’est la partie rostrale du Re qui projette plus densément
au prélimibique PL, et la partie caudale qui projette plus densément a I'lL. L’ensemble de ces neurones se
trouvent dans les periRe, ainsi que dans la partie médiane du Re. En retour, toutes les régions du CPFm
projettent aux ReRh, principalement sur le Re rostral. Ces terminaisons se finissent principalement sur les
neurones du Re qui projettent vers I’HIP. Le pannel de droite est modifié de

Au niveau du CPFm, les fibres en provenance des ReRh finissent majoritairement dans les
couches 1, V et VI des cortex infralimbique et prélimbique, régions qui regoivent également
les terminaisons provenant de I'HIP ( ). Les noyaux
ReRh projettent également au cortex cingulaire antérieur et agranulaire, mais de maniere
moins dense ( ). Les régions du Re qui projettent vers le mPFC proviennent
principalement des périRe, tout comme de la ligne médiane du Re (
)

D’un point de vue fonctionnel, Di Prisco et Vertes ont décrit que la stimulation du Re entrainait
une large réponse monosynaptique dans les quatre subdivisions du CPFm, mais dont
I'amplitude était majeure dans I'lL et le PL, de maniere congruente avec I'anatomie décrite ci-
dessus. Une stimulation répétée de cette voie pouvait entrainer un phénomene de facilitation
similaire a celui observé lors d’'une stimulation de I'HIP (

). Ces résultats positionnent les noyaux ReRh comme une
source directe d’afférences excitatrices pouvant moduler de maniere non négligeable le

CPFm.
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En retour, le CPFm est une source majeure de projections pour le Re, se répartissant dans tout
le Re, indiquant de fortes connexions réciproques entre Re/periRe et le CPFm (

. Les terminaisons des neurones du CPFm qui projettent aux ReRh ont
également été décrites comme directement connectées aux neurones du Re projetant vers
I"HIP ( ). Comme décrit plus haut, le CPFm projette également de maniere
indirecte au Re, en passant par le TRN, qui, a son tour, exerce des actions inhibitrices
rétroactives sur le Re ( ).

4, Connectivité HIP-CPFm-ReRh
Une petite partie des neurones des ReRh (de 3 a 8% selon les études), envoient des
collatérales a I’'HIP et au CPFm ( ), occupant donc
une place idéale pour influencer les processus nécessitant une coopération des deux
structures. De surcroit, les terminaisons des neurones du CPFm qui projettent au Re, se
trouvent sur les neurones du Re qui pro a I'HIP, facilitant le transfert d’informations au sein
du circuit hippocampo-cortico-thalamique. Récemment, Viena et collaborateurs ont décrit
gue ces cellules particulieres n’étaient ni seulement CR+ ni seulement CB+, mais étaient
entourées de cellules CR+/CB+. Ce type d’organisation anatomique particulier pourrait créer
une sorte de microcircuit servant a intégrer l'activité de plusieurs entrées, puis a les
synchroniser afin de les transmettre de maniére coordonnée vers I'HIP et le CPFm (

).
Nos collaborateurs de Marseille ont récemment mis en évidence, chez le rat, qu’une
inactivation du Re menait a I'abolition de la synchronisation gamma entre I'HIP et le CPFm,
mécanisme essentiel dans le transfert d’information pendant le sommeil a ondes lentes
( ).
De ce fait, les ReRh ont une position-clé pour relayer et orchestrer les informations entre I'HIP
et le CPFm, d’ou en découlent les diverses fonctions leur étant associées, décrites dans le
paragraphe ci-apres.
D. Fonctions
A l'origine, il était d’usage de penser que le réle des noyaux de la ligne médiane du thalamus
était uniquement de réguler I'activité d’autres structures ( ).
Cependant, depuis quelques années, I'importance de leur implication dans diverses fonctions

cognitives ou non s’est développée puis a été validée.
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1. Principales implications fonctionnelles
Aux vues des vastes projections qu’ils relayent, les noyaux ReRh ont longtemps été attribués
au thalamus dit non-spécifique. Classiquement, on ne distinguait que deux types de
projections thalamo-corticales. D’une part, on distinguait les projections spécifiques, ayant
pour cible une aire corticale restreinte, majoritairement dans la couche IV, et d’autre part, on
retrouvait les projections dont les terminaisons étaient beaucoup plus éparses, et ciblaient
plusieurs territoires corticaux, plutot dans la couche | ( ). Les noyaux ReRh
appartenait a cette derniere catégorie, dont I'activité sur le cortex était dispersée dans le
traitement de la modalité sensorielle associée (
).
De cette classification initiale découlent plusieurs études qui ont suggéré un réle des noyaux

ReRh dans des fonctions non-cognitives, telles que la régulation circadienne (

), la reproduction ( ), la nociception ( ), ou encore la prise
alimentaire ( ). Pour une revue détaillée de I'ensemble de ces implications,
voir revue ( ).

La qualification de ces noyaux comme « non-spécifique » a été remise en cause lorsque leurs
connexions vers des régions corticales, majoritairement préfrontales ont été décrites

). Les recherches sur les fonctions associées a ces noyaux ont
ainsi changé de cap, s’orientant vers un role dans des fonctions cognitives, et notamment de
haut niveau, telles que I'attention, les fonctions exécutives, et la mémoire. Aux vues des
connexions décrites plus haut entre les ReRh, I'HIP et le CPFm, ces petits noyaux thalamiques
possedent une position idéale pour organiser et orienter les fonctions dépendante de
I'interaction entre I’'HIP et le CPFm (

Quelques-unes de ces études seront décrites ci-apres (pour revues détaillées voir

a) Fonctions exécutives
Les patients présentant des lésions thalamiques manifestent des déficits d'attention, en

particulier du controle inhibiteur, constat semblant résulter d'une déconnexion avec la zone
préfrontale. Il s’agit d’'un des exemples de I'influence du thalamus sur les fonctions exécutives

et I'attention ( ).
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Pour tester I'attention chez le Rat, il est possible d’utiliser le test du 5-choice serial reaction
time (5-CRST), qui mesure |'attention visuelle soutenue et sélective. Dans une étude de 2013,
Prasad et collaborateurs ont montré que des rats chez qui le Re était |ésé présentaient moins
de persévérance, plus de réponses prématurées, mais aussi moins d’omissions que des rats
du groupe contréle. La lésion du Re entrainait un comportement de type impulsif, laissant
supposer une implication dans les processus de contréle de l'inhibition, plutdét que dans
I’attention a proprement parler ( ).
Une autre étude menée par Dolleman-van der Weel et al. (2009) a également montré que les
rats présentant une Iésion du Re voyaient leurs performances impactées, lors d’un test a 24h
en piscine de Morris. Les auteurs ont analysé la stratégie empruntée par les animaux lors de
cet essaide 60 sec. lIs ont révélé que les rats [ésés ont nagé aussi directement que les contréles
vers la position virtuelle de la plate-forme, mais qu’ils ont ensuite abandonné beaucoup plus
rapidement leur recherche, diminuant ainsi le pourcentage de temps passé dans le quadrant
cible. Les auteurs ont proposé une interprétation a ce comportement, comme une flexibilité
accrue, les amenant a changer leur stratégie de recherche tres rapidement (

).
Plus récemment, Linley et al ont montré que des rats présentant une Iésion des ReRh
montraient des déficits dans I'apprentissage d’'un changement de regle, dans une tache de
discrimination odeur/texture. Les rats montraient également des déficits dans la capacité a
transférer ou a généraliser les regles de la tache ( ).
Enfin, Ito et al en 2015, ont impliqué le Re dans les comportements orientés vers un but. En
enregistrant I'activité de I’HIP, le CPFm et du Re dans une tache d’alternance continu dans un
labyrinthe en T, ils ont montré que certains neurones déchargeaient de maniere sélective a la
trajectoire empruntée dans le labyrinthe, anticipant ainsi le comportement a venir. Ces
neurones ont été observés dans le CPFm, le Re et CAl. Les lésions ou l’inactivation
optogénétique du Re ont considérablement réduit la décharge des neurones « prédicteurs de
la trajectoire » a venir dans CA1l. Ces résultats suggerent que le Re est nécessaire a la

représentation du futur lors d'un comportement dirigé vers un but ( ).
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b) Fonctions mnésiques
Mémoire spatiale

Aux vues de leur connexions idéales avec I'HIP et le CPFm, notre laboratoire s’est intéressé, il
y a un peu plus de 10 ans, au role des ReRh dans la consolidation d’un souvenir spatial.
Loureiro et al. ont utilisé le test de la piscine de Morris pour étudier la persistance du souvenir.
En combinant des approches de lésions pharmacologiques, inactivations réversibles, et
marquages de genes précoces, ils ont pu mettre en évidence que des rats Iésés étaient
capables d’apprendre la position de la PF, de rappeler cette information 5 jours apres
I’apprentissage, mais qu’a 25 jours, le souvenir de la PF avait disparu. Lors du rappel a 25 jours
uniquement, les rats controles présentaient une augmentation significative du nombre de
neurones c-fos positifs dans les ReRh, suggérant une implication de ces noyaux dans le rappel
de I'information ancienne. Toutefois, une inactivation de ces noyaux juste avant le rappel n’a
pas altéré le rappel de la position de la PF, suggérant que, méme s’ils sont impliqués, les ReRh
ne sont pas nécessaires au rappel de l'information. De ce fait, I'intégrité de ces noyaux est
ainsi nécessaire a la consolidation systémique, puisqu’une lésion pré-acquisition empéche le
souvenir d’étre maintenu en mémoire a long terme ancienne ( ). Cette
étude a été complétée par I'équipe plus tard, puisque Klein et al. en 2019 ont décrit que la
|ésion des ReRh en pré-acquisition, en plus d’empécher la mise en place du souvenir, endiguait
le maintien du nombre d’épines dendritiques formées dans I’HIP a la suite de I'apprentissage.
De surcroit, la formation de nouvelles épines en mémoire a long terme ancienne au sein du
CPFm était également réprimée chez les rats Iésés, par rapport aux rats controles. Ensemble,
ces résultats convergent vers I'idée que les ReRh sont nécessaires a la formation d’un souvenir
ancien, et que leur intégrité est indispensable aux modifications morphologiques sous tendant
la consolidation synaptique au sein du réseau entre I’HIP et le CPFm ( ).

Cependant, une étude récente de Mei et collaborateurs suggére une implication du Re dans
la récupération de la mémoire a long terme ancienne, plutét que dans la consolidation. Pour
parvenir a ces conclusions, les auteurs ont entrainé pendant 5 jours des rats a retrouver une
récompense dans un labyrinthe surélevé. Aprées chaque session d’acquisition, les auteurs ont
inactivé de maniere réversible le Re en administrant du muscimol, un agoniste des récepteurs
GABA-A. L'inactivation répétée du Re n’a pas entrainé de déficit en mémoire a long terme
ancienne testée 20 jours plus tard, mais des déficits lors du rappel en mémoire a long terme

récente ont été décrit, apres 2 jours d’entrainement ( ). Cette étude est la seule
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a contester les évidences apportées par notre laboratoire, et ces différences peuvent
s’expliquer par la technique utilisée par les auteurs. La consolidation, comme décrite plus
haut, est un processus graduel, s’établissant sur plusieurs jours. Or, une inactivation répétée
uniquement lors des quelques heures suivant I'apprentissage quotidien n’a probablement pas
suffit a perturber les processus de consolidation du souvenir, rendant, a mes yeux, la
conclusion des auteurs un peu hative.

L’ensemble des données relative a I'implication des ReRh dans la mémoire de travail spatiale

sera abordée plus tard, dans la Partie 1 de cette these.

Chez I’humain, le réle des ReRh en lien avec la pérennité des souvenirs a également été décrit,
renforcant les conclusions faites chez le rongeur. Pour étudier le réle des ReRh chez I’humain,
des techniques d’imagerie cérébrales sont combinées a des taches de reconnaissances
visuelles ou plusieurs items sont associés afin d’étre mémorisés. Thielen et al. ont décrit une
augmentation de la connectivité fonctionnelle entre les noyaux de la ligne médiane du
thalamus et les régions hippocampiques et corticales lors des phases précoces de la
consolidation ( ). Wagner et al. ont confirmé cette idée selon laquelle le
thalamus pourrait constituer un hub soutenant la formation et la pérennité des souvenirs
( ). lls ont rapporté qu’une augmentation de la connectivité fonctionnelle
entre le noyau médio ventral du thalamus (le Re chez I’humain) et les aires corticales lors de

la période post-encodage, était associé a la formation de souvenirs plus durables.

Mémoire de peur

La consolidation des souvenirs de type aversifs, se rapproche, d’un point de vue conceptuel,
de celle des souvenirs spatiaux, puisque dans les deux cas, l'information mémorisée est
associée a un contexte (réussite au test = récompense alimentaire, s’extraire de la situation
grace a la plateforme refuge, ou a l'inverse, contexte = choc électrique). Ces deux types de
mémoire reposent également sur I'implication de I'HIP et du CPFm. Dans cette optique, Quet
et al. en 2020, ont testé I'impact d’une lésion des ReRh dans un paradigme classiquement
utilisé pour tester la mémoire contextuelle : celui du conditionnement de peur, ou I'animal va
mémoriser I'association entre le contexte dans lequel il se trouve, et un choc électrique
désagréable. Lors du rappel, pour mesurer le degré de rappel de I'information, on mesure le

taux d’immobilisation comportementale (freezing) de I'animal. En réalisant les Iésions avant

44



I'acquisition, les auteurs ont observé un déficit, exprimé par un taux de freezing plus faible
que les controles, uniquement lors du test a 25 jours. La quantification de I'expression de c-
fos n’a pas indiqué de modifications significatives dans les ReRh, quel que soit le délai du test,
indiquant qu’ils ne seraient pas engagés lors de la récupération du souvenir. Pour le confirmer,
les auteurs ont inactivé les ReRh juste avant le rappel a 1 ou 25 jours, grace a une approche
DREADD, et n’ont pas mis en évidence de déficit . Les auteurs ont
également testé I'impact de la Iésion sur une tache de conditionnement de peur au son, tache
indépendante de I'HIP, et nont pas mis en évidence de déficit mnésique. Ensemble, ces
résultats confirment le r6le des ReRh dans la consolidation systémique d’une mémoire de peur
au contexte, de maniére identique a celle d’'une mémoire spatiale, toutes deux étant des
mémoires fortement hippocampo-dépendantes. Cette derniere composante, semble étre
particulierement importante, puisque les ReRh ne sont pas non plus impliqués dans

consolidation d’une mémaoire associative olfactive ( ).

Les premiers auteurs a s’étre intéressé a I'implication du Re dans un paradigme de peur
conditionnée étaient Xu et Stidhof en 2013. Grace a une combinaison d’approche de tracage
viral, d’optogénétique et d’inactivation/activation spécifique ils ont permis de mettre en
évidence que le Re était impliqué dans le contréle de la spécificité du souvenir. lls ont mesuré
ce parametre en utilisant un paradigme classique de mémoire de peur au contexte, et ont
mesuré le taux de freezing des animaux dans un contexte identique ou altéré a celui de la
session d’acquisition ou étaient administrés les chocs électriques. Les animaux ayant
mémorisé un souvenir de maniere peu spécifique les meénera a présenter un fort taux de
freezing dans un contexte altéré : on parle de généralisation de la peur. Les auteurs ont
montré que l'inhibition de la voie du CPFm aux ReRh lors de I'encodage induisait une
généralisation de la peur 2 jours plus tard, indiquant I'importance de cette voie dans la gestion
de la spécificité d’un souvenir. Cette généralisation de la peur était également présente apres
I'inhibition du Re uniquement, pendant I'acquisition de la tache. A I'inverse, la stimulation du
Re lors de l'acquisition réduisait ce phénomeéne, rendant le souvenir plus précis, plus
spécifigue au contexte de I'encodage. Ces résultats ont participé a ouvrir la voie des
recherches sur le circuit impliquant I’'HIP, le CPFm, et le Re en lien avec la persistance des
souvenirs, confortant I'idée que ce petit noyau thalamique a un réle important a jouer dans

cette circuiterie ( ).
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Plus récemment, Silva et al. ont également décrit I'implication du Re dans le processus
d’extinction d’un souvenir d’'une peur conditionnée chez la souris. L'extinction est un
processus dont le but est « d’éteindre » le souvenir de peur, spécifiquement utilisé dans le
contexte des stress-post traumatique chez ’lhumain, ou la réexposition répétée a des stimuli
associés a I'évenement traumatique, mais dans un environnement s(r (on parle de thérapie
d’exposition) va permettre une atténuation de la peur pathologique associée au souvenir
traumatique. Chez les rongeurs, I'exposition répété au contexte d’encodage de la peur, en
I’absence de chocs électriques va mener a une réduction progressive du freezing.

Apres avoir établi une cartographie cérébrale des régions impliquées lors de I'extinction d’un
souvenir de peur conditionnée chez la souris ( ), ils ont se sont focalisés sur les
structures candidates les plus a méme d’intervenir dans le processus d’extinction ; la partie
infralimbique IL du CPFm, 'amygdale basolatérale (BLA), et le Re. Les auteurs ont ainsi mis en
évidence que les voies de I'lL au Re et de I'lL a la BLA étaient deux populations distinctes, et
gue la premiere était spécifiquement activée aprées les sessions d’extinction. Ils ont ensuite
décrit que I'activité spécifique du Re était décisive; son activation lors des sessions
d’extinction facilite le processus, tandis que son inactivation empéche le souvenir d’étre
actualisé. Les auteurs ont montré que le Re était particulierement actif juste apres I'expression
du comportement de peur, le freezing, confortant I'idée d’un réle crucial du Re pour éteindre

le comportement de freezing pendant I'extinction d’un souvenir a long terme (

)

c) Pathologies associées
Du fait de sa position-clé entre I'HIP et le CPFm, le dysfonctionnement des ReRh pourrait étre

impliqués dans diverses affections cliniques, tels que des troubles persistants de la mémoire
de travail, ou d’autres troubles cognitifs partagés dans des pathologies neurologiques ou

psychiatriques.

Alzheimer

En 1991, Braak et Braak ont décrit un grand nombre de dépdts amyloides extracellulaires dans
presque tous les noyaux thalamiques. Il y avait également de nombreux enchevétrements
neurofibrillaires dans le noyau antérodorsal, qui était le plus touché de tous, mais aussi dans

le noyau Re. Ces altérations ont certainement pu contribuer a la perturbation de I'information
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circulant au sein des circuits limbiques et in fine aux symptomes cognitifs de la maladie
).

C’est pourquoi, en utilisant deux modeles souris de la maladie d’Alzheimer, Kohli et
collaborateur ont testé I’activation optogénétique des noyaux antéropostérieurs du thalamus,
et du Re, dans le but de restaurer des fonctions cognitives perturbées chez des modeles
murins de la maladie. L’activation optogénétique de I’ATN ou du Re n’a pas permis d’améliorer
de maniere significative les performances mnésiques dans des taches de reconnaissance
d’objet ou de mémoire spatiale évaluée dans un labyrinthe radial. Les auteurs concluent sur
le fait qu’'une compensation a pu étre mise en place, ou au fait que les modifications
pathologiques des modeles murins soient trop avancées pour permettre une récupération

mnésique ).

Dépression / anxiété

Kafetzopoulos et coll. (2018) ont utilisé des Iésions NMDA ou des inactivations réversibles du
Re chez des rats soumis au test de nage forcée, test utilisé pour mesurer I'état « dépressif »
des animaux, et leur « résignation acquise » (learned helplessness), un test pré-clinique pour
tester 'efficacité de traitements antidépresseurs. Des animaux dont le Re est |ésé présentent
un niveau d'immobilité plus faible et un temps de nage plus élevé, suggérant des effets de
type antidépresseur. L’ajout d’un protocole de stress pendant 3 semaines a augmenté la durée
d'immobilité dans le test de nage forcé, ce qui a pu étre contré par la lésion du Re, de méme
que par un traitement anti-dépresseur ( ). Lee et al 2022 ont montré
une augmentation du volume de matiere grise thalamique, particulierement au niveau du
noyau Re chez des personnes réfugiées. Elle serait corrélée a des symptomes dépressifs moins
nombreux chez une population de personnes réfugiées, qui traduirait une augmentation de la
résilience dépendante de la taille de la structure. ( ).

Enfin grace a I’équipe de T. Allen, une nouvelle procédure d'identification neuroanatomique
basée sur la connectivité anatomique pour la ligne médiane du thalamus a été décrite, offrant
de nouvelles opportunités pour étudier cette région in vivo chez I’humain, dans des
populations saines, et chez celles souffrant de troubles psychiatriques et neurologiques

( )-
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Pour finir, d’autres études se sont également focalisées sur I'implication des ReRh dans
d’autres pathologies, telles que I'épilepsie ( ), 1a schizophrénie (

), ou encore le syndrome
d’alcoolisation feetale ( ). Par conséquent, une meilleure
compréhension des mécanismes sous-jacents au fonctionnement des ReRh, contribuera a
établir des liens utiles entre la recherche préclinique et les futures applications

thérapeutiques, et ce dans différents domaines.
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Objectifs de la these

L'ensemble des études citées jusqu’a présent convergent vers I'idée d’un candidat sérieux, a
méme de moduler le transfert d’information au sein du réseau HIP-CPFm. Ce projet de thése
cherche ainsi a étudier chez le rat, I'implication des noyaux ReRh dans deux systemes de
mémoire différents, puisqu’ils reposent dans les deux cas sur I'interaction entre I’'Hip et le
CPFm : la mémoire de travail spatiale (MTS) et la consolidation d’un souvenir spatial en

mémoire a long terme (MLT).

Ma these s’inscrit dans 'optique de mieux caractériser le réseau de la mémoire et ce dans
deux sous-systemes :

D’un point de vue temporel premierement, en interrogeant donc le réle des ReRh dans le
maintien a court terme d’une information spatiale. Jusqu'a présent, les quelques études qui
soutiennent une implication des ReRh en MTS reposent sur des protocoles utilisant une
inactivation réversible (grace au muscimol, un agoniste des récepteurs GABA A, ou encore
grace a des outils pharmacogénétiques) sur une fenétre temporelle qui englobe des épisodes
d'encodage et de réactivation de la mémoire. Ces approches ne distinguent donc pas une
éventuelle participation a des processus d'encodage, de maintenance et/ou d'utilisation de
I'information aprés de courts délais (sec a min). Le but de ce premier projet était alors de
savoir si les ReRh contribuent a tous ces processus ou a I'un d'entre eux en particulier. Cette
premiere partie de thése consistera en une courte introduction sur cette thématique non-
abordée jusqu’ici, avant la présentation des travaux réalisés sous la forme de deux

publications, et sera suivie d’une discussion.

Le second projet portant sur la consolidation d’un souvenir spatial en MLT cherche a
disséquer anatomiquement le réseau entre I'Hip, le CPFm et les ReRh, afin de comprendre
quelle(s) voie(s) y sont indispensable(s) a la persistance/consolidation d’un souvenir. Mon
projet de thése s’est focalisée sur la voie du CPFm aux ReRh, car elle a déja été décrite comme
impliqué dans I'extinction d’une peur conditionnée (

), et dans le contrdle de la spécificité du souvenir dans un méme paradigme (

). Cette seconde partie de thése sera constituée des matériels et méthodes utilisés, des

résultats obtenus, puis d’une discussion et les perspectives ouvertes par ces travaux.
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- PARTIE 1 : l'implication des ReRh en

mémoire de travail spatiale -

50



I Introduction sur le concept de la mémoire de travail

Chez I’lhumain, le concept de mémoire de travail (MT) a été proposé par Baddeley et Hitch en
1974. Il appartient au registre de la mémoire a court terme et assure la double fonction de
traitement et de stockage temporaire de I'information ( ). La MT est
utile pour des taches telles que le raisonnement, la lecture ou le calcul mental. D’'un point de
vue fonctionnel, elle se compose d’un administrateur central et de deux sous-systemes : un
calepin visuo-spatial et une boucle phonologique. L'administrateur central constitue un

mécanisme attentionnel qui

contréle et coordonne les deux ADMINISTRATEUR
. . CENTRAL
autres sous-systémes; il en
intégre les informations et les i t \
met en relation avec une BOUCLE CALEPIN TAMPON
N VISUO-SPATIAL EPISODIQUE
quatriéme composante PHONOLOGIQUE

j e ns un 5 5
(composante ajoutée dans une SR MEMOIRE

LANGAGE - > .
révision du concept initial en VISUELLE EPISODIQUE
2000 , le . .
( ) Figure 22. Modele de la mémoire de travail chez I'humain par
tampon épisodique. Baddeley

Le calepin visuo-spatial permet
Le concept de MT inclue un administrateur central, qui contréle

de maintenir en mémoire les | grdce a I'attention, deux sous-systémes de mémoires temporaires
basées sur les modalités visuelles et phonologiques. Le tampon
épisodique comprend un lien vers la mémoire a long terme. Les
composants interagissent entre eux et sont liés a la mémoire a long
terme.

informations visuelles, tandis

que la boucle phonologique se

charge du maintien des
informations verbales ou symboliques (telles que les chiffres ou symboles), notamment grace
a la répétition subvocale ( ). Ces deux systémes intégrent et stockent
activement les différentes représentations en mémoire, de sorte qu’elles soient
continuellement mises a jour et cohérentes avec la tache en cours. Le tampon épisodique va,
en paralléle, associer les données issues des différentes modalités sensorielles maintenues en
MT avec celles issues de la mémoire a long terme épisodique, pour créer une représentation

logique de I'information en MT.
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Cette vision modulaire du traitement des informations sensorielles a été confirmée
expérimentalement chez des sujets sains, notamment grace au développement des
paradigmes en « double-tache » ), mais
des preuves neuropsychologiques étayent également cette dichotomie. Certains patients ont
de grandes difficultés a imaginer et a se rappeler les caractéristiques visuelles telles que les
caractéristiques physiques d’une race de chien, ou de la couleur d'un fruit, mais ne
rencontrent aucune difficulté dans des taches spatiales telles que la description d'itinéraires
ou la localisation de villes sur un plan ( ). De maniére intéressante, il
semblerait que chez le Rat, cette vision modulaire du traitement de l'information soit
également présente, et que les informations sensorielles relatives a I'odorat et celles d’ordre

spatial soient également traitées indépendamment ( ).

Bien que sa définition soit explicite chez ’lhumain, chez I'animal, il est difficile de
différencier la MT de la mémoire a court terme. Dans les années 1970, David Olton et Werner
Honig, furent les premiers auteurs a appliquer la notion de MT a la cognition chez I'animal. Au
sein du labyrinthe radial, Olton et ses colléegues ont observé que des rats apprenaient
rapidement a ne pas ré-entrer dans les bras dont ils avaient déja récupéré la récompense. Ce
constat était la preuve d’'une MT chez le rat, se définissant comme la capacité pour I'animal
de se souvenir quel bras il avait visité au sein d’une session, information obsoléte/caduque le
lendemain, puisque tous les bras seront a nouveau récompensés (

). Honig, dont les études ont porté sur la mémoire chez le pigeon, caractérise
la MT comme le maintien d’une représentation en mémoire, au cours de laquelle le signal
initial n'est plus présent. Il la distingue de la mémoire a long terme par sa brieveté. La MT
fonctionne sur un essai particulier, mais doit ensuite étre oubliée ou ignorée lors des sessions

ultérieures, pour lesquelles la consigne a été modifiée ( ).

Le CPFm, chez le primate humain et non humain comme chez le rongeur, est connu pour
assurer un role crucial dans les fonctions exécutives, dont la prise de décision, les
comportements orientés vers un but, ou encore la MT (

). En revanche, la MTS semble étre le produit d'interactions dynamiques

entre le CPFm et d’autre systémes cérébraux, particulierement I'HIP. Précisément, c’est la
Yy
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qualité des interactions entre le CPFm et I’'HIP qui déterminera les niveau de performances
des animaux (pour revue

Compte tenu de I'absence de projections directes du CPFm vers I'HIP, les noyaux de la ligne
médiane du thalamus ventral, les ReRh, ont une position anatomique idéale pour transmettre
les informations d’une structure a I'autre. En effet, ils recoivent des afférences du CPFm et de
I’"HIP, structures vers lesquelles ils renvoient des efférences. Nombreuses sont les études qui
se sont focalisées sur le rGle que pouvait avoir ces noyaux ReRh en lien la MTS, puisqu’ils se
sont avérés impliqués dans différentes taches ol la coordination de I'HIP et du CPFm était

nécessaire (pour revue ).

En revanche, jusqu'a présent, les quelques études qui soutiennent une telle implication
reposent sur des protocoles utilisant une inactivation fonctionnelle réversible des ReRh (grace
au muscimol, un agoniste des récepteurs GABA-A, ou encore grace a des outils
pharmacogénétiques, voir tableau récapitulatif en discussion de cette partie). Qui plus est,
I'inactivation recouvrait une fenétre temporelle englobant des épisodes d'encodage et de
réactivation de la mémoire. Ces approches ne permettent pas de distinguer une éventuelle
participation des noyaux ReRh spécifiquement a des processus d'encodage, de conservation

et/ou d'utilisation de I'information aprés de courts délais (sec a min).

Le but de ce projet a consisté a essayer de comprendre dans quelle mesure les ReRh étaient
nécessaires a tous ces processus ou a I'un d'entre eux en particulier. Pour répondre a cette
guestion, un protocole de MTS a été pensé dans le labyrinthe en double-H (DH) (e.g.,
). Le DH est un labyrinthe aquatique mis au point au laboratoire
. Un long délai post échantillonnage, de 6h, a permis d’inactiver les
ReRh avec du muscimol et de séparer temporellement les différents processus engagés

(encodage / maintien / rappel).

Dans le DH, sur le méme principe que la piscine de Morris, les rats devaient atteindre une
plateforme refuge, immergée sous I'eau, et donc invisible. Comme dans I'ensemble des taches
en MTS, une session était constituée de 2 essais. Le premier essai d’échantillonnage, consistait
a I'exploration du dispositif afin d’y localiser la plateforme. Aprés un délai de 6h, le second
essai test vérifiait la capacité des rats a y revenir le plus directement possible. L'emplacement

de la plateforme était modifié entre chaque session (mais restait le méme pour deux essais
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successifs), tout comme les points de lacher qui changeaient entre chaque essai, afin de
conférer a la tache un caractere spatial. Le groupe expérimental (SPAT) a d( utiliser des indices
allothétiques pour trouver I'emplacement de la plateforme, tandis qu’un groupe contréle
(PROC) suivait un protocole ou la plateforme était maintenue en position constante d’un jour
a l'autre. La tache des contrdles reposait donc sur la mise en ceuvre d’une stratégie
égocentrique, engageant une mémoire de type procédural, et permettait d’avoir un groupe

engageant également I'aspect moteur de la nage dans le dispositif, mais sans solliciter la MTS.

Dans notre premier article publié, , les rats ont été mis a mort quatre-
vingt-dix minutes apres la derniere session, afin de permettre la quantification du marquage
c-Fos lors du dernier essai test, a un délai de 6h post-encodage. C-fos est un gene précoce,
dont I'expression est induite par I'activité neuronale. Il permet donc de visualiser et de
comparer, grace a un marquage par immunohistochimie, I'activité des différentes régions
cérébrales. La comparaison entre les groupes SPAT et PROC a été complétée par I'ajout d’un
groupe home-cage (HC), dont les rats sont restés dans leur cage de stabulation durant la
totalité de I'expérience. Il s’agit d’un controle supplémentaire par rapport au comportement

natatoire.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The reuniens (Re) and rhomboid (Rh) nuclei of the ventral midline thalamus are bi-directionally connected with
Brain imaging the hippocampus and the medial prefrontal cortex. They participate in a variety of cognitive functions, including
Rat

information holding for seconds to minutes in working memory tasks. What about longer delays? To address this
question, we used a spatial working memory task in which rats had to reach a platform submerged in water. The
platform location was changed every 2-trial session and rats had to use allothetic cues to find it. Control rats
received training in a typical response-memory task. We interposed a 6 h interval between instruction (locate
platform) and evaluation (return to platform) trials in both tasks. After the last session, rats were killed for c-Fos
imaging. A home-cage group was used as additional control of baseline levels of c-Fos expression. C-Fos
expression was increased to comparable levels in the Re (not Rh) of both spatial memory and response-memory
rats as compared to their home cage counterparts. However, in spatial memory rats, not in their response-
memory controls, task performance was correlated with c-Fos expression in the Re: the higher this expression,
the better the performance. Furthermore, we noticed an activation of hippocampal region CA1l and of the
anteroventral nucleus of the rostral thalamus. This activation was specific to spatial memory. The data point to a
possible performance-determinant participation of the Re nucleus in the delayed engagement of spatial infor-
mation encoded in a temporary memory.

Reuniens nucleus
Rhomboid nucleus
Thalamus

Spatial working memory

1. Introduction

In a commercial area, we usually park our car in a large parking lot
among a plethora of other cars. When coming back after shopping, most
of us return to their car with minimal seeking effort. Our vehicle’s
location remained in our memory for the duration of shopping. Once
back, driving the vehicle, this information has become useless and most
often vanishes. The temporary storage of information is a major
component of the working memory (WM) system in humans and animal
models (e.g. [11).

Several brain regions participate in WM, including the prefrontal,
parietal, temporal cortices, and basal ganglia (e.g. [2,3]). In animal
models, WM is defined as a transient memory for an item used in a given
session of a task, and which is no longer valid for the next session of the

same task (e.g. [4]). Thus, in a typical WM test, an animal gets an in-
struction trial followed by an immediate or delayed evaluation trial.
When WM is operating correctly, performance during the evaluation
trial is better than during the instruction trial. From session to session,
the instruction is different, so that information sampled at one time
remains relevant only for this time.

When the WM task is spatial, as for a reinforced alternation task in a
T-maze, both the hippocampus (Hip) and the medial prefrontal cortex
(mPFC) strongly contribute to it (e.g. [5-8]). For instance, Churchwell
and Kesner [5] elegantly showed that when a unilateral inactivation of
the mPFC is combined with a contralateral inactivation of the Hip, the
WM deficit grows proportionally to the length of the interval separating
the evaluation from the instruction trial (see also [9]).

The reuniens (Re) and rhomboid (Rh) nuclei, two components of the
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ventral midline thalamus, participate in cognitive processes requiring a
coordinated activation of the Hip and mPFC (e.g. [10-14]). This is most
probably the reason why spatial WM (SWM) tasks appear sensitive to
permanent or reversible alterations of these nuclei [13]. Using a T-maze,
Layfield et al. [15] inactivated the ReRh nuclei and found an alternation
deficit only when the delay between instruction and evaluation trials
was of 5 or 30 s compared to no delay. Viena et al. [16] used a similar
task and came to the same conclusion for delays of 30, 60, and 120 s.
Duan et al. [17] induced a reinforced alternation (delay = 15 s) deficit in
a T-maze with a delta frequency-like optogenetic stimulation of the Re
delivered during both the instruction and the evaluation trials (no
stimulation in between). In a Y-maze, Rahman et al. [18] obtained
analogous alternation deficits by optogenetic, delta-like stimulation of
Re projections to the dorsal hippocampus (delay = 15 s). Altogether,
these data point to a possible role for the Re and/or Rh nuclei in the
temporary maintenance of spatial information in the WM bulffer.
Because T-maze alternation devices are often made of opaque lateral
walls (as in the studies by Layfield et al. [15] or Viena et al. [16]), the
allocentric spatial load of the task may be overestimated (e.g. [19]).
Therefore, depending on the conditions, egocentric or even other (e.g.
[19]) processes might enter into play (e.g. [20]). Furthermore, in the
T-maze, Viena et al. [16] reported marked deficits that were produced
with relatively high amounts of muscimol (250 ng and 500 ng). In
another study, smaller amounts of the drug also revealed highly efficient
(e.g., 30 and 80 ng in [21]), though in a different task. Large drug
amounts infused in target regions as small as the Re or Rh nucleus may
question the anatomical specificity of the effects.

In the current study, we used a delayed matching-to-place (DMTP)
task taxing spatial working memory (SWM). In a simple maze (the
double-H maze; [25-28]), rats had to navigate to a platform according to
allothetic cues in order to escape from cold water. We used an imme-
diate early gene imaging approach that prioritized anatomical resolu-
tion. We compared rats performing the DMTP task to controls
performing an egocentric task relying on response memory without
precluding elaboration of a cognitive map. A variant of this egocentric
task has been used in a previous study [22]. A home-cage group was
used as additional baseline control. We placed a strong load on tempo-
rality by using a delay of 6 h between the instruction and evaluation
trials, after which rats were killed for histological preparations. As in-
struction and evaluation trials were separated by an inter-trial interval
(ITD) of 6 h, instruction-related c-Fos modifications had vanished at the
time of the evaluation trial [23,24], meaning that the collected c-Fos
expression patterns mainly reflected activity patterns corresponding to
memory activation during the evaluation trial.

2. Materials and methods
2.1. Experimental animals

Male Long-Evans rats (Janvier Labs, Le Genest-St-Isle, France; N =
26) were used. Rats were two months old (body weight: 250 g in
average) upon arrival at the laboratory. They were housed by groups of
two with ad libitum food and water in a temperature (22 + 1 C)-
controlled room, under a 12-12 h light-dark cycle (lights on at 7.00 a.
m.; humidity 55 & 5%). A wooden chew was placed in each cage. The
study respected the rules and guidelines of the European Parliament
2010/63/UE of September 22, 2010, and of the French Department of
Agriculture and Food (decree no. 2013-118, 1st of February 2013). The
current project was run under official agreement (no. #11427).

2.2. The double-H maze: device

The homemade device has been described in detail in previous ar-
ticles (e.g. [25-28]), along with precise characteristics of the room in
which it is permanently hosted [21]. Briefly, the general layout of the
apparatus corresponds to the shape of two contiguous capital Hs. The
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device is made of three parallel run arms, 160 cm in length and 18.8 cm
wide (internal measure), connected to each other at their center by a
perpendicular arm. All side walls, 35 cm high, are made of transparent
Plexiglas to favor perception of allothetic cues. The two opposite arms in
the middle are labeled north (N) and south (S), respectively (see Fig. 1).
The four other arms are labeled south-east (SE), south-west (SW),
north-east (NE), and north-west (NW). For all behavioral training and
testing (see below), the device was always kept at the same place (on a
square table, 80 cm above the floor). All cues in the room (two black
disks on one wall, and one large and well-contrasted triangle on another
wall, two orange-painted heating ducts above the maze, one table, one
chair, one computer desk, one boiler, etc) were left at their original
location for the entire duration of the experiment. Most of these land-
marks were located close to the maze, i.e., between 1.20 and 1.50 m
from the closest maze wall and between 86 and 140 cm above the water
surface. To secure the locations of potentially mobile objects, including
the maze and its table, their position was marked on the floor. In the
room, there was a small loudspeaker fixed on the wall, playing music at
low volume during the 12-h light period. From a previous experiment,
we know that rats do not use this audible signal to anchor their ori-
entation/navigation, even when deprived of visual cues [25].

2.3. Habituation and pre-training protocols

The habituation protocol (Fig. 1) encompassed three stages. In stage
1, habituation permitted rats to learn that, once in the cold water
(20 °Q), they could escape from it by climbing on a visible platform.
Only SE and NE arms were accessible (a transparent guillotine door
prevented access to the central alley, thus to other arms), the platform
was located in the NE arm, and the rats were released for 4 successive
trials from the SE arm (see Fig. 1). Height of the water (20 °C) was
15 cm. Addition of powdered milk (1.2 g/L) made the water opaque. In
stage 2 (pre-training stage), rats were further familiarized with the
escape task, the allothetic cues surrounding the maze, and the fact that
the platform was now hidden under the water surface (by 1 cm). Pre-
training consisted in 6 successive 4-trial sessions, one per day. Daily
trials were separated from each other by about 10 s. Rats were always
released from the N arm (S arm closed). They had to reach the platform
located in the SW arm. We chose a monotonous, egocentric-like, pre-
training task to limit both the spatial load of the task and cognitive
processing, although we know that such conditions enable slow-
progressing integration of allothetic cues [25]. We recorded the la-
tency, distance and speed to reach the platform. In stage 3 (probe test),
all rats were given a single 60-s test trial (single trial; start from the S, N
arm closed, no platform in the maze) in order to check that they had also
integrated the configuration of the allothetic cues (cognitive map) and
were able to use them appropriately. From previous work, we know [22]
that when, after a comparable pre-training protocol, rats are released for
the probe trial after a 180° shift of the usual start arm (e.g., from the N
after having been pre-trained from the S), at least half the animals
immediately swim to the former location of the platform with the aid of
allothetic cues. Then, however, during the remaining time of the probe
trial, they spend a longer average time in the former target arm than in
the other accessible arms [25]. These two behaviors demonstrate that a
spatial map has been constructed during repetitive pre-training,
although the strategy with which most rats actually apprehended the
task during the pre-training was overwhelmingly a response strategy, as
also demonstrated previously [e.g., 25]. Indeed, in this former study,
Gasser et al. [25] observed that after translating the start of a trial to the
arm located on the left of the usual start arm, i.e., to the SW arm when
the start was from the S one during pre-training (a shift resulting in a
weak alteration of the perspective on environmental cues), the first
choice of most rats (7 out of 8) was to repeat the right-left turns made
during pre-training. Such behavior indicates that the rats’ behavior is
largely response memory-based. This is not the case after a 180° rotation
of the start arm (N instead of S, resulting in a dramatic alteration of the
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Fig. 1. Habituation, pre-training, and training protocols. For habituation, rats are given 4 successive trials in which they have to swim straight from the SE to the NE,
where the escape platform is visible. For pre-training, the platform is hidden underneath the water surface in the SW and the rats are released at the extremity of the
N arm. Pre-training lasted from day 2 to day 7 and consisted in 4 successive trials per day. The S arm is closed by a guillotine door. On day 8, the platform is removed
from the maze and the rats are released from the S arm (180° rotation of the usual release place); the N arm is closed by a guillotine door. The trial is stopped after
60 s. This protocol is used for both SWM and CTRL rats. From days 9-23, the rats are trained with an interval interposed between trial 1 (instruction trial) and trial 2
(evaluation trial). The first ITI (days 9-11) is of 30 s, then of 1 h (days 12-14), subsequently of 3 h (days 15-17), and finally of 6 h (days 18-23). From days 9-23, the
platform and start locations are changed every day. Notice that from day 9 onwards, all arms were accessible (guillotine door removed). On day 23, ninety min after
the evaluation trial, the rats are perfused and their brain is prepared for later immunostaining.

perspective on environmental cues; see discussion of this point in [22]).
It is noteworthy that in the latter study [22]; 12 out of 13 rats, even after
only 4 days of pre-training, showed a response memory-based swim
pattern when released from the SW following pre-training from the S,
against only 6 out of 12 when released from the N following pre-training
from the S. These previous findings indicate that in case of a marked
perspective modification at the start of the probe trial, a larger number
of rats immediately engage a place memory-based strategy as compared
to a situation with weaker perspective modifications. This is why we
used a probe trial protocol with marked perspective modifications in the
current study. Two differences with our former studies are that in Cassel
etal. [22], rats were pre-trained for only 4 days (6 days in [22]), and that
the start arm during pre-training was the S one for at least half the rats
tested in the studies by Cassel et al. [22] or Gasser et al. [25]; for the
others, it was the N.

We analyzed the first swim path of the rats (from start to first arm
visited), as well as the time they spent in the SW arm (former location of
the platform) and in the NE arm (to which successive right-left turns led
the rats after the start). The times in SW and NE arms were compared to
chance level. As each arm had a surface representing 13.7% of the
accessible surface of the maze (i.e., 5 arms + central alley), and as the
probe trial lasted for 60 s, computation of chance level was as follows:
60 x 0.137 = 8.2 s. The purpose of this repetitive training was to allow
the rats to become highly familiar with the device, escape possibility,
and allothetic environment.

2.4. Training protocol

We calibrated the DMTP protocol used for c-Fos imaging (see Fig. 1
for an illustration) in a preliminary experiment (not reported here). In
this experiment, we established that a progressive increase of the in-
terval between trial 1 and trial 2 to a duration of 6 h yielded optimal
performance in comparison with the introduction of this long ITI
immediately after pre-training. Thus, training used ITIs of 30 s (3 ses-
sions), then 1 h (3 sessions), later 3 h (3 sessions), and finally 6 h (6
sessions). Two control groups were constituted. The first one (baseline
control) consisted in home cage rats that were not tested (HC hereafter).

The second control group (CTRL hereafter) consisted in rats for which
the behavioral protocol for training was the same as for pre-training (i.
e., platform always in the same place, start arm always the same from
session to session), except that no guillotine door was used, and ITIs
identical to those used for the experimental group were interposed be-
tween trial 1 and trial 2. Thus, in this second control group rats had to
solve the task by continuing to use their response memory.

2.5. c-Fos imaging

In the current report, names for cortical structures do not follow the
recent nomenclature introduced by Vogt and Paxinos [29]. Instead, the
names follow Paxinos and Watson [30]. The mPFC is subdivided in the
anterior cingulate cortex (A32D in Vogt and Paxinos’ nomenclature),
prelimbic cortex (A32V), infralimbic cortex (A25), and for the more
posterior cingulate cortex in areas CG1 (A24b) and CG2 (A24a).

All rats were perfused 90 min after the last evaluation trial
(ITI = 6 h) using a lethal pentobarbital injection (200 mg/kg; i.p.). First
they were perfused transcardially with 50 mL of 0.9% NaCl at 4°C over
5 min, then with 150 mL of a 4% phosphate-buffered (0.1 M) para-
formaldehyde solution (PFA, 4 °C). Their brain was removed, postfixed
for 2h in 4% PFA (4 °C), and placed into a 20% sucrose solution (in
0.1 M PBS) for 48 h at 4 °C. The brains were then quickly frozen in
isopentane (—40 °C) and stored at —80 °C until their processing.
Floating coronal sections (40 um) were cut serially using a cryostat
(MICROM HM 560). They were collected in 3 blocks between the mPFC
(+3.72 according to Bregma; [30]) and the dorsal Hip (—4.08 mm from
Bregma). All sections were collected in wells containing glycerol,
ethylene glycol, sodium phosphate, and distilled water, in which they
were kept frozen at —20 °C.

For immunostaining, the sections were first rinsed three times in
PBS, during 10 min each, and then soaked for 1 h in 5% normal donkey
serum in PBS containing 0.5% Triton X-100. They were subsequently
transferred into the primary anti-Fos rabbit polyclonal antibody solution
(1:4000, Rabbit anti-Fos polyclonal IgG; Synaptic Systems, 226003/13),
where they were left overnight at room temperature. These sections
were then rinsed and soaked in a buffer solution containing biotinylated
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goat anti-rabbit secondary antibody (1:500, biotinylated Goat anti-
rabbit IgG; Vector laboratories, PK 6100). Staining was revealed with
the avidin-biotin peroxidase method (Vectastain ABC kit; Vector Labo-
ratories, Burlingame, CA, USA) coupled to diaminobenzidine.

The quantitative analyses of c-Fos-positive nuclei used a stereologi-
cal approach. Sections were analyzed by investigators who were blind to
the rats’ identity. The overall number of c-Fos immunoreactive cells was
estimated in the Re and Rh nuclei, the dorsal Hip (CAl, CA3, DG), the
dorsolateral (DLS) and dorsomedial (DMS) striatum, mPFC (PL, IL,
ACC), posterior cingulate cortex (CG1, CG2), and anterior thalamus
(anterodorsal nucleus = AD; anteroventral nucleus, dorsomedial sub-
division = AVDM; anteroventral nucleus, ventrolateral sub-
division = AVVL). We used optical dissectors (40 x40 um for the Re;
30 x30 um for the Rh; 40 x40 um for the other structures) allowing
unbiased counting [31,32]. The Hip, CG1, CG2, AD, AVDM and AVVL
were chosen because of their implication in spatial memory processing.
The mPFC was chosen because of its contribution to working memory
processing. The DLS and DMS were chosen for their contribution to
response memory, which was engaged in our CTRL rats. Height of the
dissectors was 12-14 um. For stereological counting, we used a Leica
DM5500B light microscope coupled with a MicroFire CCD color camera
(Optronics) equipped with a motorized x-y-z stage control. Stereologi-
cal analyses were performed using the Mercator software (Explora Nova,
La Rochelle, France) and all cell counts were processed online on the
video image. The same light intensity in the microscope and the same
parameters in the exposure time of the digital camera were used for all
sections. Areas of interest in stained sections were first outlined using a
2.5x objective. C-Fos-positive cells were then counted using a 100x (1.40
NA) oil-immersion objective. Counting grids (60 x60 um [Re, Rh],
70 x70 um [dorsal Hip]; 90 x90 um [anterior thalamus], 120 x120 pm
[mPFC, posterior cingulate cortex]), equidistant from each other, were
randomly positioned within the area of interest using the Mercator
software. The total number of c-Fos-positive nuclei in regions of interest
was estimated from 4 to 9 sections per animal and region. The error
coefficients (rev [33]) for each estimation and animal ranged from 0.07
to 0.39. For almost all regions, we collected data from 7 rats in the SWM
and CTRL groups, and from 6 rats in the HC group. For the AD, AVDM,
and AVVL regions of the thalamus, however, sample size was reduced to
6 rats in SWM and CTRL groups, and 4 rats in the HC group. Indeed, for
stereological quantifications, we prepared 3 brain blocks, including one
with the mPFC and striatum, and another one encompassing the dorsal
Hip and ReRh. The AD, AVDM and AVVL being located in between these
two blocks, we had occasionally too few sections encompassing these
regions for reliable quantification.

2.6. Statistical analyses

Data were analyzed using one-way or two-way ANOVAs (latency
during training phase), one-sample t-tests (comparison between a mean
and chance), paired sample t-tests (comparison between trial 1 and trial
2), Chi? tests, and Spearman regression analyses. The correlations were
performed for ensembles of nuclei or regions from a same structure, and
correction of the type I error were made according to Bonferroni’s
simple but very conservative method (alpha level divided by number of
comparisons for each structure). It is noteworthy that in doing so, one
unavoidably increases the risk of a type II error [34]. C-Fos data were
analyzed using a one-way ANOVA in each region/subregion of interest.
Where relevant, two by two comparisons used the Newman-Keuls test. A
p value lower than 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Familiarization and pre-training

Two rats with inconsistent behavior (for one of them, obviously due
to sickness) were discarded: 1 from the SWM group, the other from the
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CTRL group. This reduced each sample to 9 subjects. Behavioural results
are shown in Fig. 2A-C. For pre-training results, a Group (SWM, CTRL) X
Session ANOVA showed no significant Group effect (Fg,16) = 1.1,
p = 0.3), a significant Session effect (F(s go) = 51.9, p < 0.001), and no
significant interaction effect (F5g0) < 1.0, p = 0.8). In the probe trial
(Fig. 2B), a majority of rats (i.e., at least 78%) swam directly to the
former location of the platform, showing that most of them had elabo-
rated an immediately efficient cognitive map. This proportion was
significantly above chance in both SWM (Chi? = 8.2, p < 0.01) and
CTRL (Chi2 = 5.7, p < 0.05) rats, and the difference between SWM and
CTRL rats was not significant (Chi? = 0.3, p = 0.54). Data shown in
Fig. 2C confirmed the spatial bias in both groups. Indeed, during the
probe trial, the average time spent in the place arm (i.e., where the
platform was located during training) was significantly larger than
chance (i.e., 8.2's) in SWM (tg) = 16.3, p < 0.001) and in CTRL (t(g)
= 4.3, p < 0.01) rats. Conversely, in the response arm (to which suc-
cessive R-L turns led), this time was significantly below chance (SWM:
tg) = 25.8, p < 0.001; CTRL: (t(g) = 14.0, p < 0.001). Fig. 2D illustrates
performance recorded in the CTRL group for the different ITIs. Quickly a
floor level was reached. There was a small but significant improvement
at the 30 s ITI (tg) = 3.4, p < 0.01), due to an increase of average times
recorded on trial 1. This increase was related to some change in behavior
after removal of the guillotine door closing the access to the arm located
in front of the start arm. As expectable, the difference between trial 2
and 1 was not significant on subsequent sessions. In Fig. 2E, it is obvious
that SWM rats improved their performance between both trials, and did
so in comparable ways for each of the ITIs (30 s, tg) = 14.8; 1 h, t(g)
=15.4;3h, tg) =12.1; 6 h: tgy=127,p< 0.001).

The analysis of distances to the platform confirmed these observa-
tions (see supplemental data for an illustration). During the evaluation
trial, the average swim speed of SWM rats was 25.5 cm/s,( + 1,1), and
that of CTRL rats was 30.0 cm/s ( + 1.0). The difference was significant
(Fa,16) = 8.8, p < 0.01), though not surprisingly given that controls
were running a procedural task.

3.2. C-Fos imaging

Rats were perfused 90 min after the last session with the 6 h ITL
Typical c-Fos expression patterns are shown for some of the structures of
interest in Fig. 3, namely for CA1, the DMS, and the Re nucleus.

From SWM and CTRL groups, two rats had to be excluded from
counting, the quality of their stained sections being of too variable
reliability. This reduced each sample size from 9 to 7. Average numbers
of c-Fos positive counts are illustrated for each region in Fig. 4. In the Re
nucleus, there was a significant Group effect (F217) = 5.6, p < 0.05),
due to counts that were higher in CTRL and SWM rats as compared to HC
rats (p < 0.05 in both cases). In the Rh nucleus, the Group effect was also
significant (F(2,17) = 5.1, p < 0.05). This time, only the difference be-
tween CTRL and HC rats was significant (p < 0.05), while the difference
between CTRL and SWM rats only tended towards significance
(p =0.06). In the anterior thalamus, we found no significant Group
effect in the AD (F(2,13) = 0.37, ns). In the AVDM and the AVVL, how-
ever, the Group effect was significant (Fo,13) = 4.6 and 5.2, respectively,
p < 0.05 in both cases). In the AVDM, the difference between SWM and
CTRL rats tended towards significance (p = 0.06) while SWM rats had
significantly higher c-Fos counts than HC rats (p < 0.05). In the AVVL,
SWM rats had significantly higher c-Fos counts in comparison with
either CTRL (p < 0.05) or HC (p < 0.05) rats. In the dorsal Hip, we
found no significant Group effect in CA3 (F217) < 1.0, ns) and DG
(F2,17) < 1.0, ns), but the Group effect was significant in CA1 (F(2,17)
= 5.2, p < 0.05). This was due to an increase of c-Fos-positive cells in
SWM rats as compared to their HC (p < 0.05) and CTRL (p < 0.05)
counterparts. Despite an increase in CTRL and SWM rats, in the mPFC,
we found no significant Group effect, whether in the anterior cingulate
cortex (ACG; F(o,17) = 1.8, ns), the prelimbic (PL; F(2,17) = 2.2, ns) or the
infralimbic (IL; F(2,17) = 2.0, ns) cortices. It is noteworthy, however, that
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Fig. 2. Performance of rats (n = 9 in each group) during pre-training and training. A: shows the latency to the platform over 6 daily sessions, each encompassing 4
successive trials, in SWM and CTRL rats during pre-training. The value shown is the mean of the 4 trials of each session. The rats were released from the N and the
platform was located in the SW for each trial. B: Pie charts illustrating the first swim path adopted by the rats in the probe trial (platform removed, rats released with
a 180° rotation of the start arm) in SWM and CTRL rats. Illustrated is the percentage of rats swimming directly to the former location (SW) of the platform by using a
place memory (‘place’; in black), repeating the right-left turn leading them to the NE arm by using a response memory (‘response’; in white), or swimming directly to
a different arm (‘other’; in grey). The number of rats swimming directly to the NE was significantly above chance (i.e., 20%; Chi?, p < 0.01). The number of rats
making a response memory choice did not differ significantly from chance. C: Average cumulated time in the place arm (i.e., SW, where the platform was located
during training) and in the response arm (NE, where a right-left turn led the rat right after its release in the maze). The interrupted line indicates chance level (see
methods for its computation). Statistics: * significantly different from chance level (stippled line), p < 0.05. D: Latency to reach the platform in the CTRL group
(platform always at the same location, rats always released from the same arm) during the training phase. Between trials 1 and 2, there was a 30's, 1 h, 3 h, and
finally 6 h interval. E: Same variable and same delays as in D, but rats from the SWM group were released from different locations between trials 1 and 2, and the
platform was placed at a new location from day to day. In A, C, and D the data illustrated are means + SEM. In D and E, each mean corresponds to an average of 3
sessions/ITI duration, except for the 6 h delay, for which 6 sessions were run. Statistics in D and E: $ significant improvement of performance as compared to trial
1, p < 0.05.

CA]., HC , '7 CA]., CTRL CA]., SWM : Fig. 3. Typical c-Fos immunostaining patterns

in some of the regions of interest. Top: c-Fos
expression in CA1 of home cage rats (CA1, HC),
control rats performing the procedural task
(CA1, CTRL), and rats tested for their spatial
working memory capabilities (CA1l, SWM).
Notice the higher expression in SWM rats.
Middle: the three same conditions (from left to
right: HC, CTRL, SWM) in the dorsomedial
DMS, HC DMS, CTRL DMS, SWM striatum. Notice the higher expression level in

¢ ’ 2 : the CTRL condition. Bottom: c-Fos expression
level in the reuniens nucleus of a home cage rat
(Re, HC), of the rat best performing in the
spatial working memory task (Re, SWM, best),
< and of the rat showing the worst performance in
the same task (Re, SWM, worst). Notice the
higher c-Fos expression in the best-performing

Re HC Re, SWM best DR Re, SWM V\V/O'rSt © .| rat as compared to the worst performing one.
! 2 5 ". \ ! « : Scale bar = 100 um.

\ 5 -

more posteriorly, we found a significant Group effect in the cingulate the Re (r = 0.24) or in the Rh (r = 0.25). In CTRL rats, there was no

cortex (CG2; F(2,17) = 4.0, p < 0.05), and only a tendency towards sig- significant correlation between these variables.

nificance in CG1 (F(2,17) 2.7, p = 0.09). In CG2, post-hoc comparisons

showed significantly higher counts in CTRL and SWM rats as compared 4. Discussion

to their HC counterparts (p < 0.05 in both cases). Finally, in the stria-

tum, we found a significant Group effect in the dorsomedial (DMS; F(2,17) During the evaluation trial after a 6-h ITI, we observed an increased
= 4.4, p < 0.05) and dorsolateral (DLS; F(3,17) = 4.9, p < 0.05) regions. c-Fos expression in several brain regions, including the ReRh. This in-
In both regions, CTRL rats had higher counts than HC or SWM rats crease appeared specific to DMTP task in region CA1 of the hippocampus
(p < 0.05 in all cases). and in one nucleus of the rostral thalamus (see Fig. 6, for an overview of

major differences between SWM and CTRL rats). Quite logically, CTRL
rats showed increased c-Fos expression in the DLS and DMS, two
structures involved in response memory [22]. Because performance of
SWM rats significantly correlated with the level of c-Fos immunohisto-
chemistry in the Re nucleus, we suggest a possible relationship between
the level of activation in these nuclei and the level of performance
achieved in the memory task. This finding provides novel information
with respect to previous findings showing an implication of the ventral
midline thalamus in SWM assessed in a T-maze with ITIs of seconds to
minutes (e.g. [15-17]).

3.3. Regression analyses

Regression analyses between c-Fos counts in the different brain sub-
regions of either SWM or CTRL rats and their respective performance
(latency on the 2nd trial; Fig. 5) only showed a significant correlation in
the Re (r = —0.89, p = 0.007) and Rh (r = —0.77, p = 0.041) nuclei of
SWM rats: the higher the number of c-Fos-positive neurons, the better
performance. The same computations were done for distances (not
illustrated) in place of latencies, and we also found a significant corre-
lation in the Re (r = —0.84, p = 0.017), but only a strong tendency in
the Rh (r = —0.74, p = 0.058). The only significant correlation that 4.1. c-Fos expression in CTRL rats performing the procedural control task
survived the Bonferroni correction (alpha level divided by number of

correlations in each structure, i.e., thalamus, hippocampus, striatum) With progressive training, rats were able to keep spatial information

was in the Re nucleus. We also considered the average speed for our for several hours, which confirms previous studies in other maze devices

regression computations. There was no significant correlation, either in (e.g. [35,36]). Not all studies, however, substantiate this conclusion (e.
6
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Fig. 4. C-Fos quantifications. The figure
shows the average number of c-Fos positive
cells stereologically counted in a variety of
brain regions within the mPFC, the hippo-
campus, the striatum, and the thalamus.
Statistics (Newman-Keuls after significant
overall ANOVA effects): * p < 0.05, signif-
icantly different from HC; # p < 0.05,
significantly ~ different from  CTRL.
Figures showing a grey background corre-
spond to a significant overall Group effect
shown by the ANOVA. Notice that the Y
axes sometimes corresponds to a 10° scale
and sometimes to a 10% one. Abbreviations:
CA1: region CA1 of the hippocampus; CA3:
region CA3 of the hippocampus; DG: den-
tate gyrus; DMS: dorsomedial striatum;
DLS: dorsolateral striatum; ACC: anterior
cingulate cortex; PL: prelimbic cortex; IL:
infralimbic cortex; CG1: region CG1 of the
posterior cingular cortex; CG2: region CG2
of the posterior cingular cortex; Re:
reuniens nucleus; Rh: rhomboid nucleus;
AD: anterodorsal nucleus of the thalamus;
AVDM: anteroventral nucleus of the thal-
amus, dorsomedial subdivision: AVVL:
anteroventral nucleus of the thalamus,
ventrolateral subdivision.
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Fig. 5. Illustration of the regressions lines between latencies to the platform on
the second trial of the last session with a 6-h ITI and number of c-Fos-positive
cells in the Re and Rh nuclei of SWM and CTRL rats. CTRL rats performed a task
based on their response memory. Statistics: * p < 0.05, significant correlation
between both variables. Notice that reliable c-Fos-stained sections could be
obtained in the Re and Rh for only 7 rats in each group, hence the slightly
reduced sample size (from 9 to 7).

g. [37,38]). Discrepancies might be due to differences in training levels
and task motivation (appetitive vs. aversive). Before being trained with
ITI of increasing durations, all rats had been pre-trained using a repet-
itive egocentric navigation task, which does not prevent the formation of
a cognitive map, as the room was illuminated and allothetic cues were
visible [22]. Consequently, as found in a former study [25], after a 180°
rotation of the start arm for the probe trial, a large majority of rats
displayed an immediate place memory-based behavior. This was re-
flected in the first arm to which they swam after being released in the
maze, namely that of the platform location during training. Existence of
efficient place memory was confirmed by the time spent in the place arm
relatively to the duration of the probe trial. From a previous study, we
know that after such pre-training, a translation to the left of the start arm
(instead of a 180° rotation) results in a repeat of right-left turns in most
rats, reflecting an egocentric strategy [22,25]. C-Fos expression patterns
of rats subsequently subjected to the DMTP training/task were
compared to those of rats performing a procedural memory task (CTRL
in the figures), as well as to home cage controls (HC in the figure).

With the ITI of 6 h between the instruction and the evaluation trials,
we substantially reduced the possibility that a c-Fos expression pattern
corresponding to the instruction trial could subsequently contaminate
the pattern of brain activation corresponding to the evaluation trial.
Indeed, even after massive brain activation such as during
pentylenetetrazol-induced seizures, c-Fos mRNA expression returns to
close-to-baseline levels after 3 h post-administration, and protein levels
do so after 6 h (e.g. [23]; see also [39-41] for other types of seizure with
comparable c-Fos timings). In case of ongoing learning (water maze),
c-Fos mRNA and protein levels have a relatively similar time course in e.
g., the hippocampus [24]. Therefore, in the current study, c-Fos
expression patterns are largely corresponding to brain activation
accompanying the evaluation trial.

When CTRL rats were compared to their HC counterparts, the
number of c-Fos-positive neurons was increased significantly in the Re
and Rh nuclei, in region CG2 of the posterior cingular cortex, as well as
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in the DMS and DLS. Among these modifications, the only ones not also
observed in SWM rats were those found in the Rh nucleus, DMS and DLS.
Regarding the DMS and DLS, we made relatively comparable observa-
tions in a former study in which rats were trained for 14 days in a re-
petitive egocentric task [22]. This task used the double-H maze,
although with a difference relative to the current study: ITI did not
exceed a few seconds and 4 consecutive trials were given each day [22].
In this study [22], we did not quantify c-Fos immunoreactivity in the
ReRh nuclei. In the present study, as the number of c-Fos-positive neu-
rons was not different between SWM and HC rats, the increased acti-
vation of the DMS and DLS of CTRL rats most probably reflected the
expression of the response memory rather than a less specific behavior
such as swimming to a goal or scanning the intra- and extra-maze
environment. This interpretation is congruent with previous work in
rats (e.g. [42,43]). The DMS and the DLS have different functions. The
DMS controls action outcome and participates in goal-directed actions,
while the DLS supports the storage of habits and stimulus-response
learning (e.g. [44]). The CTRL protocol soliciting both functions, it is
not surprising that an increased c-Fos signal appeared in both striatal
regions.

Concerning the Rh, it is known that the nucleus projects terminals to
the striatum, but the corresponding innervation density is not pro-
nounced [45]. This is not a sufficient argument to disqualify a possible
interrelated activation profile between the Rh, the DLS and DMS.
However, our regression analysis did not show a significant correlation
between c-Fos expression in the Rh and either of both other structures (r
values were even close to 0). In CG2 and in the Re, we noticed a com-
parable increase of the c-Fos signal in CTRL and SWM rats, suggesting
that in these two structures the changes found were not necessarily
specific to the type of training or performance achieved. Furthermore, in
CTRL rats, there was no correlation of response memory-based perfor-
mance with the number of c-Fos-positive neurons in any of the quanti-
fied structures, especially not in the Re and Rh nuclei.

4.2. c-Fos expression in SWM rats and regression analysis

In rats tested for DMTP, we observed a task-specific increase of the
number of c-Fos-positive neurons in region CA1 of the dorsal Hip and in
one subdivisions of the anterior thalamus, namely the AVVM (Fig. 6; vs.
CTRL; in the AVDM, the difference tended towards significance). The
increase in CA1l is reminiscent to increases observed in spatial naviga-
tion tasks and therefore might be linked to a hippocampus-dependent
processing of cues belonging to the allothetic spatial context of the
DMTP task. This possibility is in line with a report by Teather et al. [46]
who used cued vs. spatial tasks in the water maze and found an increased
c-Fos immunoreactivity in CA1 of spatial rats. In comparison with c-Fos
quantifications reported in some of our previous experiments on spatial
memory, it is noteworthy that the relative increase found in the current
study appeared of smaller amplitude. In the study by Klein et al. [47], for
instance, the increase was about twice larger compared to baseline
(home cage). We have to underline, however, that in the Klein et al.
study [47], the spatial task was different and probably more demanding,
as recent or remote memory retrieval was assessed in the Morris water
maze after 5 and 25 post-acquisition days, respectively. Furthermore, in
our Klein et al. study, rats had undergone less training than in the cur-
rent one, and we recently reported that with sustained training in a
simple spatial memory task, rats reach good performance despite rela-
tively weak activation of hippocampal CA1 region [22]. We also must
keep in mind that during the evaluation trial, CTRL rats swam a shorter
time and were faster than SWM rats. Although the difference was not
huge, it indicates that the respective sensorimotor experiences were not
identical. Therefore, one cannot exclude that part of the aforementioned
differences in c-Fos expression patterns also reflected, at least in part,
differences in (duration of) sensorimotor experience.

Concerning the thalamus, it is noteworthy that its anterior region has
both direct and indirect connections with the hippocampus (e.g. [48]).
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Fig. 6. Graphical summary of the major differ-
ences between c-Fos expression patterns in SWM
and CTRL rats. Well-trained SWM rats were sub-
jected to a SWM evaluation trial 6 h after they
received an instruction trial, and perfused 90 min
later. The same delay separated two trials in CTRL
rats, which received training in a typical response-
memory task. Represented in this figure is, for each
region of interest, the ratio between the highest
(numerator) and lowest (denominator) number of
c-Fos-positive neurons according to the color scale
shown on the left (x 1 indicates identical c-Fos
counts in SWM and CTRL rats). When the highest
count was in SWM rats, the bar is pointing to the
left. When the highest count was in CTRL rats, it is
pointing to the right. The differences between both
groups are in line with an implication of the hip-
pocampus and the anterior thalamus in spatial
memory processes, and of the dorsal striatum in
response-memory processes (e.g. [22]). Statistics: *
indicated in bars beside the ratio points to a sig-
nificant difference between SWM and CTRL rats,
p < 0.05. Abbreviations: as in Fig. 4.
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The DMTP-triggered increase of c-Fos expression therein is in line with
previous reports about lesion effects having shown its implication in
memory and spatial navigation tasks, including tasks taxing working
memory (e.g. [49-55]). There are also other c-Fos expression data in line
with such lesion effects (e.g. [56,571). It is noteworthy, however, that in
the AD, we found no difference between HC, CTRL and SWM rats. This
observation is at variance with a previous report by Vann et al. [57],
who used a different, appetitive spatial working memory task (8-arm
radial maze). The AD contains head direction cells (e.g. [58]), which
process direction-, navigation- and location-related information. Such
information might be as useful in the home cage as in the two other
testing situations; hence the absence of difference among the c-Fos
expression levels in the three conditions. In the AVVL, however, we had
a specific DMTP-related activation; in the AVDL, there was only a ten-
dency. These two subdivisions of the anterior thalamus do contribute to
spatial memory (e.g. [58]). With the AD, the hippocampus (CA1) and
subiculum, they belong to a large system involved in spatial information
processing [59].

Given the literature on the implication of the ventral midline thal-
amus in spatial working memory, the hypothesis in the current study
was that the ReRh nuclei could contribute to the engagement of a spatial
memory encoded 6 h earlier during a single instruction trial. This hy-
pothesis was inspired by recent work indicating a contribution of at least
one of these nuclei (the Re) to spatial working memory. Indeed, when a
spatial working memory task includes a short interval between in-
struction and evaluation trials, disruption of Re function produces a
deficit [15-17]. It is noteworthy that these three studies used a T-maze
alternation task. In the current study, we did not disrupt ReRh functions
but prioritized a brain imaging approach and used a different task. Had
we considered only the average number of c-Fos-positive neurons
reflecting regional activation during the evaluation trial, our conclusion
would have been that neither the Re nor the Rh nucleus showed evi-
dence for a specific functional contribution to the performance during
the SWM evaluation trial after an ITI of 6 h. Indeed, in the Re, there was
no difference with the activation pattern found in our response memory
CTRL rats, and in the Rh, the activation was not significantly different
from that found in the home cage controls. Clearly, such results would
not support our hypothesis of an implication of the ReRh nuclei in
spatial working memory. Alternatively, given the length of the ITI, it
cannot be excluded that our memory task required more a contribution
of long term memory than that of working memory, which is usually
considered a short term memory. This possibility would be supported by
the increased c-Fos activity in regions CAl and anterior thalamus in the
absence of evidence for significant activation in the mPFC, a region
implicated in working memory. If the task had placed a strong load on
working memory, one would expect c-Fos activity to increase in the
mPFC. The fact that it did not could thus be regarded as evidence for
weak or no engagement of working memory, and thus as evidence for
contribution of another type of memory (i.e., long term memory).
Furthermore, spatial tasks such as the one used in the current study,
even with short delays, might predominantly involve the hippocampus,
as substantiated by Steele and Morris [60], although the latter’s exper-
iments were performed in the water maze. Finally, and the point is
complementary to the one of Steele and Morris, interactions between the
mPFC and the hippocampus might be more crucial in tasks requiring an
alternation behavior [61], in which interference is high (due to e.g., the
short interval between trials/tests and the limited variety in the task),
than in the task used herein (longer inter-trials/tests intervals and more
variety). If so, one should perhaps better consider that the memory
tested in the current study is a memory of which the duration outpasses
the duration of information holding in working memory.

Given the complexity of the efferent and afferent connectivity of the
ReRh nuclei, it cannot be excluded, however, that the increase of c-Fos
immunoreactivity was linked to a particular behavior in CTRL rats, and
to a different one in SWM rats, and which both required similar acti-
vation levels in the Re or/and Rh nucleus while supporting different
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processes. This is the reason why we checked if performance in the
evaluation trial of each group was related with the level of activation of
the Re or Rh nucleus. It was not the case in CTRL rats. Given the
extremely weak variability of latencies in this group, this finding is not
surprising. This weak variability most probably reflected the lack of
difficulty in the task and the highly automated ‘swim-from-start-to-goal’
behavior, which consisted in repeating the same track from session to
session. Therefore, all CTRL rats performed at maximal efficacy and thus
with latencies that fit into a very tight time window. In SWM rats,
however, we found a significant correlation between both variables for
the Re: the lower the c-Fos immunostaining, the longer the latency to the
platform, suggesting that performance increased proportionally to the
level of activation of the Re nucleus. These data point to a possible
performance-determinant participation of the Re nucleus in the delayed
engagement of spatial information previously encoded in working/
temporary memory. In addition to the aforementioned articles [15-17],
that the Re nucleus contributes to working memory is also compatible
with a recent publication by Rahman et al. [18]. These authors trans-
fected the Re nucleus of mice with a virus leading to the expression of
ChR2 in its excitatory neurons. Terminals in CAl of the dorsal hippo-
campus were stimulated with light at a delta frequency and at different
moments of a Y-maze alternation task requiring intact working memory.
The stimulations did not disrupt encoding of information, but clearly
altered its retrieval after a 10 s delay.

5. Conclusion

From this study, we retain that in terms of c-Fos immunoreactivity,
the only evidence we collected in favor of a regional activation possibly
related to spatial working memory was neither in the Re nor in the Rh
nucleus, but in region CA1 of the hippocampus and in one nucleus of the
anterior thalamus. This is sound given the implication of these structures
in spatial information processing. The story could have ended there. Our
regression analyses, however, showed a striking correlation between the
degree of activation of the Re and performance in the evaluation trial.
Because a correlation does not demonstrate causality, the latter obser-
vation calls for further experiments exploring causality between the
level of Re activation and the level of performance reached in a spatial
(working) memory task like the one used herein.

CRediT authorship contribution statement

T. Morvan: Investigation, Data curation, Visualization, Formal
analysis. L. Boch: Investigation, Data curation, Visualization, Formal
analysis. E. Mikhina: Investigation. B. Cosquer: Methodology, Inves-
tigation. A. Stéphan: Writing — review & editing. A. Pereira de Vas-
concelos: Supervision, Project administration, Writing — review &
editing. J-C. Cassel: Conceptualization, Data curation, Analysis,
Writing — original draft, Review, Editing, 1st revision.

Conflict of interest
The authors have no conflict of interest to declare.
Data availibility

The data that support the findings of this study are available from the
corresponding author upon reasonable request.

Acknowledgements

This work was supported by the University of Strasbourg, the Centre
National de la Recherche Scientifique (CNRS) and the Institut National
de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM). We are grateful to O.
Bildstein, D. Egesi, and G. Edomwonyi for their assistance in animal
care, and to C Jiang, C. Locatelli and J. Streicher for their help with

64



T. Morvan et al.

stereological c-Fos countings. LB is supported by a Unistra PhD fellow-
ship from the Ministere de 'Enseignement Supérieur, de la Recherche et
de I'Innovation.

References

[1]

[2]

[3

[4]

[5]

[6

71

[8

[91

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

Y. Watanabe, S. Funahashi, Thalamic mediodorsal nucleus and working memory,
Neurosci. Biobehav. Rev. 36 (2012) 134-142, https://doi.org/10.1016/j.
neubiorev.2011.05.003.

D.E. Linden, The working memory networks of the human brain, Neuroscientist 13
(2007) 257-267, https://doi.org/10.1177/1073858406298480.

C. Lustig, M.S. Matell, W.H. Meck, Not just a coincidence: frontal-striatal
interactions in working memory and interval timing, Memory 13 (2005) 441-448,
https://doi.org/10.1080/09658210344000404.

P.A. Dudchenko, An overview of the tasks used to test working memory in rodents,
Neurosci. Biobehav. Rev. 28 (2004) 699-709, https://doi.org/10.1016/j.
neubiorev.2004.09.002.

J. Churchwell, R.P. Kesner, Hippocampal-prefrontal dynamics in spatial working
memory: interactions and independent parallel processing, Behav. Brain Res. 225
(2011) 389-395, https://doi.org/10.1016/j.bbr.2011.07.045, doi: 10.1016/j.
bbr.2011.07.045.

L.L. Colgin, Oscillations and hippocampal prefrontal synchrony, Curr. Opin.
Neurobiol. 21 (2011) 467-474, https://doi.org/10.1016/j.conb.2011.04.006.

S.B. Floresco, Selective roles for hippocampal, prefrontal cortical, and ventral
striatal circuits in radial-arm maze tasks with or without dela, J. Neurosci. 17
(1997) 1880-1890, https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.17-05-01880.1997.

H.L. Hallock, A. Wang, A.L. Griffin, Ventral midline thalamus is critical for
hippocampal-prefrontal synchrony and spatial working memory, J. Neurosci. 36
(2016) 8372-8389, https://doi.org/10.1523/INEUROSCI.0991-16.2016.

G.W. Wang, J.-X. Cai, Disconnection of the hippocampal-prefrntal cortical circuits
impairs spatial working memory perfromance in rats, Behav. Brain Res. 175 (2006)
329-336, https://doi.org/10.1016/j.bbr.2006.09.002.

J.C. Cassel, A. Pereira de Vasconcelos, M. Loureiro, T. Cholvin, J.C. Dalrymple-
Alford, R.P. Vertes, The reuniens and rhomboid nuclei: neuroanatomy,
electrophysiological characteristics and behavioral implications, Prog. Neurobiol.
111 (2013) 34-52, https://doi.org/10.1016/j.pneurobio.2013.08.006.

M.J. Dolleman-van der Weel, A.L. Griffin, H.T. Ito, M.L. Shapiro, M.P. Witter, R.
P. Vertes, T.A. Allen, The nucleus reuniens of the thalamus sits at the nexus of a
hippocampus and medial prefrontal cortex circuit enabling memory and behavior,
Learn. Mem. (2019) 191-205, https://doi.org/10.1101/Im.048389.118.

M. Ferraris, J.C. Cassel, A. Pereira de Vasconcelos, A. Stephan, P.P. Quilichini, The
nucleus reuniens, a thalamic relay for cortico-hippocampal interaction in recent
and remote memory consolidation, Neurosci. Biobehav. Rev. 125 (2021) 339-354,
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2021.02.025.

A.L. Griffin, Role of the thalamic nucleus reuniens in mediating interactions
between the hippocampus and medial prefrontal cortex during spatial working
memory, Front. Syst. Neurosci. 9 (2015) 29, https://doi.org/10.3389/
fnsys.2015.00029.

R.P. Vertes, S.B. Linley, W.B. Hoover, Limbic circuitry of the midline thalamus,
Neurosci. Biobehav. Rev. 54 (2015) 89-107, https://doi.org/10.1016/j.
neubiorev.2015.01.014.

D.M. Layfield, M. Patel, H. Hallock, A.L. Griffin, Inactivation of the nucleus
reuniens/rhomboid causes a delay-dependent impairment of spatial working
memory, Neurobiol. Learn. Mem. 125 (2015) 163-167, https://doi.org/10.1016/j.
nlm.2015.09.007.

T.D. Viena, S.B. Linley, R.P. Vertes, Inactivation of nucleus reuniens impairs spatial
working memory and behavioral flexibility in the rat, Hippocampus 28 (2018)
297-311, https://doi.org/10.1002/hipo.22831.

A.R. Duan, C. Varela, Y. Zhang, Y. Shen, L. Xiong, M.A. Wilson, J. Lisman, Delta
frequency optogenetic stimulation of the thalamic nucleus reuniens is sufficient to
produce working memory deficits: relevance to schizophrenia, Biol. Psychiatry 77
(2015) 1098-1107, https://doi.org/10.1016/j.biopsych.2015.01.020.

F. Rahman, R. Nanu, N.A. Schneider, D. Katz, J. Lisman, Optogenetic perturbation
of projections from thalamic nucleus reuniens to hippocampus disrupts spatial
working memory retrieval more than encoding, Neurobiol. Learn. Mem. 179
(2021), 107396, https://doi.org/10.1016/j.nlm.2021.107396 (in press).

J.E. Futter, J.P. Aggleton, How rats perform spatial working memory tasks:
limitations in the use of egocentric and idiothetic working memory, Q. J. Exp.
Psychol. 59 (2006) 77-99, https://doi.org/10.1080/02724990544000068.

C. Holscher, W. Jacob, H.A. Mallot, Learned association of allocntric and
egocentric information in the hippocampus, Exp. Brain Res. 158 (2004) 233-240,
https://doi.org/10.1007/500221-004-1896-z.

T. Cholvin, M. Loureiro, R. Cassel, B. Cosquer, K. Geiger, D. De Sa Nogueira,

H. Raingard, L. Robelin, C. Kelche, A. Pereira de Vasconcelos, J.C. Cassel, The
ventral midline thalamus contributes to strategy shifting in a memory task
requiring both prefrontal cortical and hippocampal functions, J. Neurosci. 33
(2013) 8772-8783, https://doi.org/10.1523/JNEUROSCL.0771-13.2013.

J. Gasser, A. Pereira de Vasconcelos, B. Cosquer, A.L. Boutillier, J.C. Cassel,
Shifting between response and place strategies in maze navigation: effects of
training, cue availability, and functional inactivation of striatum or hippocampus
in rats, Neurobiol. Learn. Mem. 167 (2020) 107-131, https://doi.org/10.1016/j.
nlm.2019.107131.

V.N. Barros, M. Mundim, L.T. Galindo, S. Bittencourt, M. Porcionatto, L.E. Mello,
The pattern of c-Fos expression and its refractory period in the brain of rats and

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

11

Behavioural Brain Research 418 (2022) 113670

monkeys, Front. Cell. Neurosci. 9 (2015) 72, https://doi.org/10.3389/
fncel.2015.00072.

S.D. Carter, K.R. Mifsud, J.M. Reul, Distinct epigenetic and gene expression
changes in rat hippocampal neurons after Morris water maze training, Front.
Behav. Neurosci. 9 (2015) 156, https://doi.org/10.3389/fnbeh.2015.00156.

R. Cassel, C. Kelche, L. Lecourtier, J.C. Cassel, The match/mismatch of visuo-
spatial cues between acquisition and retrieval contexts influences the expression of
response vs. place memory in rats, Behav. Brain Res. 230 (2012) 333-342, https://
doi.org/10.1016/j.bbr.2012.02.021.

R.D. Kirch, P.T. Meyer, S. Geisler, F. Braun, S. Gehrig, K.J. Langen, S. von Horsten,
G. Nikkhah, J.C. Cassel, M.D. D6brossy, Early deficits in declarative and procedural
memory dependent behavioral function in a transgenic rat model of Huntington’s
disease, Behav. Brain Res. 239 (2013) 15-26, https://doi.org/10.1016/j.
bbr.2012.10.048.

R.D. Kirch, R.C. Pinnell, U.G. Hofmann, J.C. Cassel, The double-H maze: a robust
behavioral test for learning and memory in rodents, JOVE (2015), €52667, https://
doi.org/10.3791/52667.

S. Pol-Bodetto, H. Jeltsch-David, L. Lecourtier, N. Rusnac, N. Mam-Lam-Fook C.,
B. Cosquer, K. Geiger, J.C. Cassel, The double-H maze test, a novel, simple, water-
escape memory task: acquisition, recall of recent and remote memory, and effects
of systemic muscarinic or NMIDA receptor blockade during training, Behav. Brain
Res. 218 (2011) 138-151, https://doi.org/10.1016/1.bbr.2010.11.043.

B.A. Vogt, G. Paxinos, Cytoarchitecture of mouse and rat cingulate cortex with
human homologies, Brain Struct. Funct. 219 (2014) 185-192, https://doi.org/
10.1007/s00429-012-0493-3.

G. Paxinos, C. Watson, C. The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, sixth ed.,
Academic Press, San Diego, 2007.

M.J. West, L. Slomianka, H.J. Gundersen, Unbiased stereological estimation of the
total number of neurons in thesubdivisions of the rat hippocampus using the
optical fractionator, Anat. Rec. 231 (1991) 482-497, https://doi.org/10.1002/
ar.1092310411.

M.J. West, New stereological methods for counting neurons, Neurobiol. Aging 14
(1993) 275-285, https://doi.org/10.1016/0197-4580(93)90112-0.

H.J. Gundersen, T.F. Bendtsen, L. Korbo, N. Marcussen, A. Moller, K. Nielsen, J.
R. Nyengaard, B. Pakkenberg, F.B. Sorensen, A. Vesterby, M.J. West, Some new,
simple and efficient stereological methods and their use in pathological reserach
and diagnosis, APMIS 96 (1988) 379-394, https://doi.org/10.1111/j.1699-
0463.1988.tb05320.x.

F. Curtin, P. Schulz, Multiple correlations and Bonferroni’s correction, Biol.
Psychiatry 44 (1998) 775-777, https://doi.org/10.1016/50006-3223(98)00043-2.
J.J. Bolhuis, O. Buresova, J. Bures, Persistence of working memory of rats in an
aversively motivated radial maze task, Behav. Brain Res. 15 (1985) 43-49, https://
doi.org/10.1016/0166-4328(85)90016-6.

R. Galani, O. Lehmann, T. Bolmont, E. Aloy, F. Bertrand, C. Lazarus, H. Jeltsch, J.
C. Cassel, Selective immunolesions of CH4 cholinergic neurons do not disrupt
spatial memory in rats, Physiol. Behav. 76 (2002) 75-90, https://doi.org/10.1016/
50031-9384(02)00674-1.

J.J. Bolhuis, S. Bijlsma, P. Ansmink, Exponential decay of spatial memory of rats in
a radial maze, Behav. Neural Biol. 46 (1986) 115-122, https://doi.org/10.1016/
50163-1047(86)90584-4.

P.A. Dudchenko, How do animals actually solve the T-maze? Behav. Neurosci. 115
(2001) 850-860, https://doi.org/10.1037/0735-7044.115.4.850 (doi.org/).

P. Gass, T. Herdegen, R. Bravo, M. Kiessling, Induction of immediate early gene
encoded proteins in therta hippocampus after bicuculline-induced seizures:
differential expression of KROX-24, FOS and JUN proteins, Neuroscience 48 (1992)
315-324, https://doi.org/10.1016/0306-4522(92)90493-1.

T.E. Helton, J.F. McGinty, Intrahippocampal NMDA administration afters Fos, Fos-
related antigens, and opioid peptide immunoreactivity and mRNA in rats, Mol.
Cell. Neurosci. 4 (1993) 319-334, https://doi.org/10.1006/mcne.1993.1042.
C.M. Spencer, T.A. Houpt, Dynamics of c-fos and ICER mRNA expression in rat
forebrain following lithium chloride injection, Mol. Brain Res. 93 (2001) 113-126,
https://doi.org/10.1016/s0169-328x(01)00173-5.

K.M. Gill, LL. Bernstein, S.J. Mizumori, Immediate early gene activation in
hippocampus and dorsal striatum: effects of explicite place and response training,
Neurobiol. Learn. Mem. 87 (2007) 583-596, https://doi.org/10.1016/j.
nlm.2006.12.011.

M.G. Packard, J.L. McGaugh, Inactivation of hippocampus or caudate nucleus with
lidocaine differentially affects expression of place and response learning,
Neurobiol. Learn. Mem. 65 (1996) 65-72, https://doi.org/10.1006/
nlme.1996.0007.

B.D. Devan, N.M. White, Parallel information processing in the dorsal striatum:
relation to hippocampal function, J. Neurosci. 19 (1999) 2789-2798, https://doi.
org/10.1523/JNEUROSCI.19-07-02789.1999.

J.C. Cassel, M. Ferraris, P.P. Quilichini, T. Cholvin, L. Boch, A. Stephan, A. Pereira
de Vasconcelos, The reuniens and rhomboid nuclei of the thalamus: a crossroads
for cognition-relevant information processing? Neurosci. Biobehav. Rev. 126
(2021) 338-360, https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2021.03.023.

L.A. Teather, M.G. Packard, D.E. Smith, R.G. Ellis-Behnke, N.G. Bazan, Differential
induction of c¢-Jun and Fos-like proteins in rat hippocampus and dorsal striatum
after training in two water maze tasks, Neurobiol. Learn. Mem. 84 (2005) 75-84,
https://doi.org/10.1016/§.nlm.2005.03.006.

M.M. Klein, T. Cholvin, B. Cosquer, A. Salvadori, J. Le Mero, L. Kourouma, A.

L. Boutillier, A. Pereira de Vasconcelos, J.C. Cassel, Ventral midline thalamus
lesion prevents persistence of new (learning-triggered) hippocampal spines,
delayed neocortical spinogenesis, and spatial memory durability, Brain Struct.
Funct. 224 (2019) 1659-1676, https://doi.org/10.1007/500429-019-01865-1.

65



T. Morvan et al.

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

M.L. Mathiasen, S.M. O’Mara, J.P. Aggleton, The anterior thalamic nuclei and
nucleus reuniens: so similar but so different, Neurosci. Biobehav. Rev. 119 (2020)
268-280.

J.P. Aggleton, A.J.D. Nelson, Why do lesions in the rodent anterior thalamic nuclei
cause such severe spatial deficits? Neurosci. Biobehav. Rev. 54 (2015) 131-144,
https://doi.org/10.1016/j.neubiorev.2014.08.013.

B.J. Clark, R.E. Harvey, Do the anterior and lateral thalamic nuclei make distinct
contributions to spatial representation and memory? Neurobiol. Learn. Mem. 133
(2016) 69-78, https://doi.org/10.1016/j.nlm.2016.06.002.

M.M. Jankowski, K.C. Ronnqvist, M. Tsanov, S.D. Vann, N.F. Wright, J.T. Erichsen,
J.P. Aggleton, S.M. O’Mara, The anterior thalamus provides a subcortical circuit
supporting memory and spatial navigation, Front. Syst. Neurosci. 7 (2013) 45,
https://doi.org/10.3389/fnsys.2013.00045.

E.A. Loukavenko, M. Wolff, G.L. Poirier, J.C. Dalrymple-Alford, Impaired spatial
working memory after anterior thalamic lesions: recovery with cerebrolysin and
enrichment, Brain Struct. Funct. 221 (2016) 1955-1970, https://doi.org/10.1007/
500429-015-1015-x.

A.J. Nelson, L. Kinnavane, E. Amin, S.M. O’Mara, J.P. Aggleton, Deconstructing the
direct reciprocal hippocampal-anterior thalamic pathways for spatial learning,

J. Neurosci. 40 (2020) 6978-6990, https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0874-
20.2020.

T. Van Groen, I. Kadish, J.M. Wyss, Role of the anterodorsal and anteroventral
nuclei of the thalamus in spatial memory in the rat, Behav. Brain Res. 132 (2002)
19-28, https://doi.org/10.1016/50166-4328(01)00390-4.

12

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

Behavioural Brain Research 418 (2022) 113670

M. Wolff, S.J. Gibb, J.C. Cassel, J.C. Dalrymple-Alford, Anterior but not
intralaminar nuclei support allocentric spatial memory, Neurobiol. Learn. Mem. 90
(2008) 71-80, https://doi.org/10.1016/j.nlm.2008.01.007.

J. Lopez, K. Gamache, C. Milo, K. Nader, Differential role of the anterior and
intralaminar/lateral thalamic nuclei in systems consolidation and reconsolidation,
Brain Struct. Funct. 223 (2018) 63-76, https://doi.org/10.1007/500429-017-
1475-2.

S.D. Vann, M.W. Brown, J.P. Aggleton, Fos expression in the rostral thalamic nuclei
and associated cortical regions in response to different spatial memory tests,
Neuroscience 101 (2000) 983-991, https://doi.org/10.1016/s0306-4522(00)
00288-8.

J.S. Taube, Head direction cells recorded in the anterior thalamic nuclei of freely
moving rats, J. Neurosci. 15 (1995) 70-86, https://doi.org/10.1523/
JNEUROSCI.15-01-00070.1995.

G. Byatt, J.C. Dalrymple-Alford, Both anteromedial and anteroventral thalamic
lesions impair radial-maze learning in rats, Behav. Neurosci. 110 (1996)
1335-1348, https://doi.org/10.1037//0735-7044.110.6.1335.

R.J. Steele, R.G.M. Morris, Delay-dependent impairment of a matching-to-place
task with chronic and intrahippocampal infusion of the NMDA antagonist D-AP5,
Hippocampus 9 (1999) 118-136, https://doi.org/10.1002/(SICI)1098-1063(1999)
9:2<118::AID-HIPO4>3.0.C0O;2-8.

M. Sapiurka M, L.R. Squire LR, R.E. Clark, Distinct roles of hippocampus and
medial prefrontal cortex in spatial and nonspatial memory, Hippocampus 26
(2016) 1515-1524, https://doi.org/10.1002/hipo.22652.

66



A. Conclusion publication 1

Les résultats indiquent que les rats entrainés en MTS sont capables de conserver et d'utiliser
une information spatiale pendant au moins 6 heures. L’analyse du gene précoce c-fos apres

I'essai test nous a permis de montrer :

- chez le groupe SPAT : une augmentation de I'activité de I'HIP et du noyau thalamique
antérieur
- chez le groupe PROC : une augmentation de 'activité dans le striatum
Nous n’avons pas relevé d’activation spécifique des noyaux ReRh dans le groupe SPAT.
Néanmoins, nous avons remarqué une forte corrélation entre la latence pour atteindre la
plateforme apres le délai de 6 h et le nombre de neurones c-Fos-positifs dans le Re : plus la
latence était faible, plus I'expression de c-Fos était élevée. Ce résultat conforte I'idée d’une

implication du Re dans le rappel d’'une MTS.

B. Préface publication 2

Dans le second article, , hous avons testé fonctionnellement le r6le des ReRh,
grace a l'inhibition des ReRh avec un agoniste des récepteurs de type A du GABA, le muscimoaol,
et ce a 2 doses différentes : 0,26 nmol et 0,70 nmol, le but étant de tester I'implication des
ReRh dans I’encodage, le maintien ou le rappel de I'information en MTS. Sur la base de nos
précédents résultats, nous faisons donc I’hypothese d’une implication des ReRh lors du rappel
en MTS, ce qui serait cohérent avec I'étude récente de , ou les auteurs ont
montré que l'inhibition de la voie de projection du Re vers I'HIP lors du rappel, mais pas de

I’encodage, perturbait les performances de MTS dans un labyrinthe en Y.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec Thomas Morvan et Thibault Neige, lors de leur

Master 2, qui avaient testé I'implication des noyaux ReRh en MTS grace a une inactivation :
- au muscimol-juste apres 'encodage pour tester le maintien de l'information

- au muscimol juste avant le rappel pour tester I'utilisation de I'information
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- par inhibition pharmacogénétique (DREADD) juste avant I'encodage pour tester le codage de

I'information en ciblant les neurones excitateurs des ReRh.

Jai complété ces travaux en testant I'inactivation au muscimol juste avant I'encodage, seule

condition manquante sous muscimol pour compléter 'approche pharmacologique.

Le choix de compléter le protocole grace a une seconde méthodologie, I'approche
pharmacogénétique DREADD, se justifie par le fait que le muscimol agit indistinctement sur
tous les types de neurones porteurs de récepteurs GABA-A. De ce fait, nous avons voulu
gagner en spécificité, en limitant I'inhibition aux neurones excitateurs des ReRh grace au
promoteur CamKlla (chaine alpha de la protéine kinase Calcium/calmoduline dépendante de
type 2), permettant de cibler spécifiquement les neurones excitateurs, et donc notamment
les neurones de projection vers I'HIP et le CPFm et ceux ayant des collatérales vers les deux
( ).

Enfin, le choix de spécifier la méthode d’inhibition lors de I'’encodage uniquement, avait été
réalisé car, au moment de la mise en place du protocole, une hypothese issue de la littérature
semblait privilégier I'idée d’une implication des ReRh dans I'encodage d’une information.
Plusieurs articles avait décrit un role de ces noyaux dans I'encodage d’une information

contextuelle ou spatiale ( ).
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ABSTRACT

Working memory (WM) is a function operating in three successive phases: encoding (sample trial), holding
(delay), and retrieval (test trial) of information. Studies point to a possible implication of the thalamic reuniens
nucleus (Re) in spatial WM (SWM). In which of the aforementioned 3 phases the Re has a function is largely
unknown. Recently, in a delayed SWM water-escape task, we found that performance during the retrieval trial
correlated positively with c-Fos expression in the Re nucleus, suggesting participation in retrieval. Here, we used
the same task and muscimol (MUSC) inhibition or DREADD(hM4Di)-mediated inhibition of the Re during in-
formation encoding, right thereafter (thereby affecting the holding phase), or during the retrieval trial. A 6-hour
delay separated encoding from retrieval. Concerning SWM, MUSC in the Re nucleus did not alter performance, be
it during or after encoding, or during evaluation. CNO administered before encoding in DREADD-expressing rats
was also ineffective, although CNO-induced inhibition disrupted set shifting performance, as found previously
(Quet et al., Brain Struct Function 225, 2020), thereby validating DREADD efficiency. These findings are the first
that do not support an implication of the Re nucleus in SWM. As most previous studies used T-maze alternation
tasks, which carry high proactive interference risks, an important question to resolve now is whether the Re
nucleus is required in (T-maze alternation) tasks using very short information-holding delays (seconds to mi-
nutes), and less so in other short-term spatial memory tasks with longer information holding intervals (hours)
and therefore reduced interference risks.

1. Introduction

(encoding) trial followed by a close or delayed test (retrieval) trial.
Correct WM is deduced from better performance on the retrieval as

The concept of working memory (WM) is used in animal models, but
it does not overlap the human WM model [1,2]. In humans, WM permits
temporary storage of information for active mental manipulations to be
processed on it (as e.g., for mental calculation or reading). In animals,
WM is defined by e.g., Dudchenko [3] as "a short term memory for an
object, stimulus, or location that is used within a testing session, but not
typically between sessions." Hence, in animals, tasks taxing WM must
respond to the following principle: between successive test sessions, the
content of the WM must have lost its relevance, and can therefore either
be forgotten or ignored. In a typical WM test, an animal gets a sample

compared to the encoding trial. From session to session, the instruction
changes, which makes the task largely independent from training levels
achieved over previous sessions.

When the WM task is spatial, as can be the case for a reinforced
alternation task in a T-maze, performance depends on the hippocampus
(Hip), the medial prefrontal cortex (mPFC), and even more on the
interaction between these two structures (e.g., [4]). This, for example, is
reflected in increased coherence between Hip and mPFC oscillatory
activity when WM is ongoing (e.g., [5,6]). Because the
hippocampal-prefrontal connection is ipsilateral (e.g., [71), it is possible
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to disconnect the two structures bilaterally by a unilateral inhibition of
one structure and a contralateral inhibition of the other. Interestingly,
such crossed inhibition disrupts performance in a spatial WM task (e.g.,
[8]), and the deficit is larger when the delay between the encoding and
the retrieval trials increases (e.g., [9]).

The reuniens (Re) and rhomboid (Rh) nuclei, two components of the
ventral midline thalamus, participate in cognitive processes requiring a
coordinated engagement of the Hip and mPFC. Given their connectivity
with each structure, the ReRh nuclei could serve as a relay between the
Hip and mPFC (e.g., [10-14]). It is therefore not surprising that spatial
WM (SWM) tasks are described as sensitive to a lesion or a functional
inhibition of the Re and perhaps Rh nuclei [13]. Given the size of the Re
and Rh nuclei, it is improbable that using tools like permanent lesions,
pharmacological inhibitions, pharmacogenetics, and optogenetic ap-
proaches, either one nucleus can be manipulated without affecting
functions in the other. This is why, hereafter, we will consider the ReRh
nuclei as a set, even though several articles from the literature mention
to have functionally manipulated only the Re nucleus.

If we go back to SWM, what is unknown so far, is which of the op-
erations underlying SWM is affected by experimental manipulations of
the ReRh. Indeed, a SWM ‘cycle’ is starting by information sampling,
and thus by the encoding of an instruction, is going on by holding this
information active for some time, and is ending by engaging it into the
expression of a situation-adapted behavior.

Unfortunately, almost none of the articles showing a role for the
ventral midline thalamus in SWM has made the distinction between
these three operations. In the studies by Layfield et al. [15], Hallock
etal. [6], Viena etal. [16], or Bobal and Savage [17], an alternation task
was used and the authors inhibited the ReRh with muscimol (MUSC).
The duration of ReRh inhibition, however, covered the encoding,
holding and retrieval phases indistinctly. In the study by Duan et al.
[18], the ReRh were inhibited optogenetically, but also continuously
during the encoding, holding and retrieval phases.

Herein, using a matching-to-sample protocol defining a SWM task in
rats (e.g., [19-211]), the effects on SWM performance of ReRh inhibition
(using MUSC or DREADD) were compared according to whether inhi-
bition was made specifically before the encoding, before the
post-encoding information holding period, or before the retrieval phase.
A recent study of ours suggests that at least activation of the Re nucleus
during the evaluation phase might be necessary for achieving good
performance [22]. Therefore, our hypothesis was that ReRh inhibition
before the retrieval test should disrupt performance, as compared to
pre-encoding or immediate post-encoding inhibition, which should not.
If so, this finding would not be in line with the report by Maisson et al.
[23], who pointed to possible implication of the Re nucleus in infor-
mation encoding. Because MUSC acts indistinctly on all types of neurons
bearing GABA, receptors, and an inhibition approach could therefore
gain in specificity by focusing on neuronal subpopulations, possible
contribution of the ReRh to the information encoding phase was also
assessed using a DREADD methodology to inhibit only excitatory neu-
rons of the ReRh, including those projecting to the mPFC, the Hip, or
both [24,25].

2. Materials and methods
2.1. Materials and methods common to all experiments

2.1.1. Experimental animals

Experiment 1 used a within-subject design, the two other ones a
between-subject one. The three experiments used a total of 136 Long-
Evans male rats (32 in experiment 1, 44 in experiment 2, and 60 in
experiment 3). All rats were provided by Janvier Labs (Le Genest-Saint-
Isle, France). We used only male rats because our previous c-Fos imaging
experiment had been carried out in males [22], and more generally, all
our former experiments about ReRh functions did use males. The rats
were aged of 2 months (body weight: 250 g in average) at their arrival at
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the laboratory. At the time of testing, they were between 12 and 21
weeks old for the MUSC infusions experiments (1, 2), and between 14
and 24 weeks for the DREADD approach (experiment 3). Rats were
housed in groups of two with ad libitum food and water in a
temperature-controlled room (22 + 1 °C), under a 12-12 hr light-dark
cycle (lights on at 7.00 a.m.; humidity 55 + 5%). A wooden chew was
placed in each cage. The study respected the rules and guidelines of the
European Parliament 2010/63/UE of September 22, 2010, and of the
French Department of Agriculture and Food (decree no. 2013-118, 1st
of February 2013). The current project was run under official agreement
number #11427.

2.1.2. The double-H maze: device

The homemade device and its hosting room have been described in
previous articles (e.g., [19-21,26-28]. Briefly, seen from above, the
shape of the device corresponds to two contiguous capital H. It is made
of three parallel run arms, 160 cm in length and 18.8 cm wide (internal
measure; external = 20 cm), connected to each other at their center by a
perpendicular alley (160 cm in length). All side walls, 35 cm high, are
made of transparent Plexiglas to permit easy perception of allothetic
cues. The maze is not covered. The two opposite arms in the middle are
labeled north (N) and south (S), respectively (see Fig. 1). The four
remaining arms are labeled south-east (SE), south-west (SW), north-east
(NE), and north-west (NW). For all behavioral training and testing (see
below), the device remained at the same place (on a square table, 80 cm
above the floor). The maze is filled with water to a height of 15 cm. All
cues in the room (two black disks on one wall, and one large triangle on
another wall, two orange-painted heating ducts above the maze, one
table, one chair, one computer desk, one boiler, etc) were left at their
original location for the entire duration of the experiments. Most of
these landmarks were located close to the maze, i.e., between 1.20 and
1.50 m from the closest maze wall and between 86 and 140 cm above the
water surface. To secure the locations of potentially mobile objects,
including the maze on its table, their position was marked, for most on
the floor. The room was equipped with a small loudspeaker fixed on the
wall, playing music at low volume during the 12-h light period. From a
previous experiment, we know that rats do not use this audio signal to
anchor their orientation/navigation, even when navigating in darkness
[21].

2.1.3. Behavioral protocol

2.1.3.1. Familiarization. The protocol was the same as the one used by
Morvan et al. [22]. The task familiarization protocol (Fig. 1) covered
three stages:

a) Habituation (day 1) permitted rats to learn that, once in the fresh
water (20 °C), they could escape from it by climbing on a visible plat-
form. Only two arms (SE and NE) were accessible (a transparent guil-
lotine door prevented access to other arms). The platform was located in
the NE arm. Rats were released on 4 successive trials from the SE arm
(see Fig. 1). The platform emerged one centimeter above the surface of
the water.

b) Pre-training (days 2-7) permitted rats to be further familiarized
with the escape task, the room and allothetic cues surrounding the maze.
The water was made opaque by addition of powdered milk (1.2 g/L) and
the platform was hidden under the water surface (1 cm). Pre-training
consisted in 6 successive 4-trial sessions, one per day. Trials were
separated from each other by about 30 s. Rats were always released from
the N arm (S arm closed). They had to reach the platform located in the
SW arm. We chose a monotonous egocentric task in order to limit its
spatial load, although we know that such conditions do not prevent a
slowly progressing integration of allothetic cues and their configuration
[21]. The latency (and distance) to reach the platform was recorded.
Latency is defined as the time elapsed between the start of a trial and the
exact moment the platform is reached by the rats, whether having swum
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Fig. 1. A Timeline common to all experiments. B Overall habituation, pre-training, training, procedural control testing, and spatial working memory testing pro-
tocols. For habituation, rats are given 4 successive trials in which they have to swim straight from the SE to the NE; the platform is visible. There is no access to the
rest of the maze. For pre-training, the platform is hidden underneath the water surface in the SW and the rats are released at the extremity of the N arm for each trial.
Pre-training is lasting from day 2 to day 7 on the basis of 4 successive trials each day. The S arm is closed by a guillotine door. On day 8, the platform is removed from
the maze and the rats are released from the S arm (180° rotation of the usual release place); the N arm being closed by a guillotine door. The trial is stopped after 60 s.
From days 9-23, the rats are trained with a delay interposed between trial 1 (sample trial) and trial 2 (test trial). The first delay (days 9-11) was of 30 s, then (day

12-14) of 1 h, subsequently (days 15-17) of 3 h, and finally (days 18-23) of 6 h.

directly to it or not.

c) The probe test (day 8) aimed to check that rats had integrated the
configuration of the allothetic cues (cognitive map) and were able to use
it appropriately in a single 60-s trial with no platform. Rats were
released from the S arm, meaning a 180° rotation of the usual start arm
(N arm now closed). We know from previous work that after such pre-
training, at least half the rats first swim to the former target arm (=
place arm), where they subsequently spend more time than in the other
arms (in average; see [19]). These two behaviors demonstrate that a
spatial map has been constructed during repetitive training according to
allothetic cues.

During the probe test, we observed the first arm visited and analyzed
the time rats spent in the SW arm (place arm) and in the NE arm
(response arm, reached after successive right and left turns, what cor-
responds to the pre-training path). These results were compared to
chance level. As each arm had a surface representing 13.7% of the
accessible surface of the maze (i.e., 5 arms + central corridor), and as the
probe test lasted for 60s, computation of chance was as follows:
60 x 0.137 =8.2s

The purpose of this familiarization was to allow the rats to become
very accustomed to the device, the existence of an escape possibility,
and the allothetic cues of their environment.

2.1.3.2. Training. After the probe test, a training phase was started
(Fig. 1). It consisted in a protocol with two trials per session and one
session per day (days 9-23). The inter-trial delay increased progressively
(days 9-23). From session to session, the platform location was changed
in order to place a load on SWM. For the two trials of a given session, the
platform was kept on the same location but start locations were changed,
although equidistant from the platform. Inter-trial delays were of 30
seconds (3 consecutive days), then 1 h (3 consecutive days), later on 3 h
(3 consecutive days), and finally 6 h (6 consecutive days). This last delay
of 6 h was used for testing MUSC or clozapine-N-oxide (CNO) effects.

2.1.4. Drugs

To induce inhibition in experiments 1 and 2, we used the GABAp
receptor agonist MUSC (Sigma, Saint Louis, MO, USA), as done in former
studies (e.g., [20]). The drug was dissolved in aCSF. In contrast to
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lidocaine or tetrodotoxin, muscimol reportedly induces a deep inhibi-
tion of neurons in its diffusion radius without changing the excitability
of the fibers en passage (e.g., [29,30]). For experiment 3, we used
clozapine-N-oxide (CNO, Enzo life sciences), administered i.p. (see
below).

2.1.5. Statistical analyses

Initial group sizes have been determined according to previous ex-
periments in which significant effects could be established, although
with different protocols (e.g., [19-21]). We did not perform a priori
power analysis. All data were analyzed using one-way, two-way or
3-way ANOVAs (where appropriate, analyses considered repeated
measures), one-sample t-tests (comparison of a mean to chance), and
Chi? tests. When relevant, two by two comparisons used the
Newman-Keuls test, a good compromise between power and conserva-
tism, given our experimental designs. A p value lower than 0.05 was
considered significant.

2.2. Materials and methods specific to each experiment
2.2.1. Experiments 1 and 2: muscimol infusion

2.2.1.1. Surgery. Rats were anaesthetized with a ketamine (98 mg/kg)-
xylazine (13 mg/kg) mixture, which was injected i.p. The scalp was
anesthetized with lidocaine (21.33 mg/kg, Xylovet). All rats were also
treated s.c. with Metacam (0.5 mg/rat, Boehringer Ingelheim). During
surgery, rats were placed on a heating mat and their temperature was

Day 18 19
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monitored. Using a stereotaxic frame, a guide cannula was introduced
into the brain and was secured to the skull by acrylic dental cement and
stainless steel screws. Implantation coordinates were: AP -2.3 mm from
Bregma, ML — 1.7 mm from midline (Bregma), and DV — 6.2 mm from
skull with a 15° ML angle [31]. At the end of surgery, a sterile stainless
steel mandrel (@ 0.27 mm) was inserted into the guide cannula. After
the operation, all rats were allowed to recover under a warm lamp for at
least 30 min before being returned to their home cage.

2.2.1.2. Muscimol infusion procedure. As previously described [32,33],
all rats were first habituated to be handled and maintained as they
would be for drug infusions. Such handling was repeated over 5
consecutive days. For the infusions, rats were gently restrained by hand,
the mandrel was removed, and an infusion needle (@ 0.27 mm) was
slowly inserted into the guide cannula with the tip of the needle pro-
truding 1.0 mm beyond the tip of the guide cannula. The needle was
connected to a 10 pL. Hamilton syringe by polyethylene tubing. Using a
micropump (CMA/100), MUSC (Sigma, Saint Louis, MO, USA); dis-
solved in aCSF, was infused over 3 min to induce inhibition of the ReRh.
In the low dose group, rats received an amount of 0.26 nM in 0.3 pL,
(corresponding to 0.03 pg). In the high dose group the amount was of
0.70 nM in 0.3 pL (i.e., 0.08 pg). Both amounts had been used previously
in the ReRh by Cholvin et al. [20], who obtained clear-cut behavioral
alterations in a set shifting task with at least the highest dose. Control
infusions consisted in an infusion of an identical volume of aCSF. All
infusions were performed in a room close to the testing room, to which
rats were brought 15 min before being given the sample trial (Trial 1) or

20 21 22 23
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Fig. 2. Protocol of treatment administrations in each experiment. In experiment 1 (EXP1), effects of muscimol infusions (low and high dose) were assessed on days
20 and 23, muscimol being infused right after trial 1 on day 20 (EXP1), and 30 min before trial 2 on day 23 (EXP1). On days 18 and 21, no infusion was made (X). On
days 19 and 22, all rats receive an aCSF infusion. In experiment 2 (EXP2), the effects of a low and a high dose of muscimol were assessed on days 20 and 23, but
muscimol was infused 30 min before trial 1 on each of these two days. Rats received a high or a low dose, and in the control group aCSF was injected. On days 18 and
21, no infusion was made (X). On days 19 and 22, all rats received an aCSF infusion. In experiment 3 (EXP3), the same approach was performed using a DREADD-
mediated inhibition of the ventral midline thalamus. On days 18 and 21, there was no ip injection (X). On days 19 and 22, all rats received an ip injection of saline
(NaCl). On days 20 and 23, NaCl was injected to V+ rats (V+/NaCl), CNO was injected to V- rats (V-/CNO) as well as to V+ (V+/CNO) rats.
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the test trial (Trial 2). After the infusion, the needle was left in place for
an additional 30 s before being slowly retracted (over 1 min). After this
time, rats were returned to their home cage until the start of the first or
second trial of the SWM task, which occurred 30 min post-infusion when
the infusion was made before trial 1 or trial 2 (experiments 1, 2 and 3),
or after 6 h when it was made right after trial 1 (experiment 1).

2.2.1.3. Testing MUSC effects on SWM. The protocol of each experiment
is illustrated in Fig. 2.

For the first session with a 6 h delay in experiment 1 (day 18), all rats
were trained (trial 1) and tested (trial 2) without infusion. On the second
session (day 19), all rats were infused with aCSF. On the third session
(day 20), the low dose of MUSC (0.26 nM) was infused in rats from one
group, and the high dose of Msci (0.7 nM) in those of a second group.
The infusions were made right after trial 1. On sessions 4, 5 and 6 (days
21-23, respectively), we used the same overall training/testing schedule
(session 4: no infusion; session 5: aCSF infusion to all; session 6: MUSC
infusion), except that the aCSF or MUSC infusions were made before
trial 2, the rats having been run through trial 1 drug-free. There were 14
rats per group (after 4 with misplaced infusion sites had been discarded).

For experiment 2 (inhibition before trial 1), the design was slightly
modified as we shifted to a between-subject design. On sessions 1 and 4
(days 18 and 21 respectively), all rats were trained and tested infusion-
free. On sessions 2 and 5 (days 19 and 22), all rats were infused with
aCSF before the first trial. On sessions 3 and 6 (days 20 and 23), a first
group of rats was again infused with aCSF. In the second group, rats were
given the low dose of MUSC. In the third group, they received the high
dose of MUSC. After discarding rats with misplaced infusion devices, we
had 12 rats given aCSF, 12 receiving the low dose of MUSC, and 14 given
the high dose.

2.2.1.4. Histological verifications. The rats were killed by injection of an
overdose of pentobarbital (200 mg/kg, ip) and transcardially perfused
with a 4% phosphate-buffered (0.1 M) paraformaldehyde solution
(4 °C). Brains were removed, post-fixed for 2 h in the same fixative at
4 °C, and transferred to a 20% phosphate-buffered (0.1 M) sucrose so-
lution for 48h at + 4 °C before being snap-frozen in isopentane
(—40 °C) and stored at — 80 °C. The brains were cut using a cryostat
(Reichert Jung, Frigocut 2800) in serial sections that were collected on
gelatin-coated slides and processed for cresyl violet staining to be
viewed under a light microscope. Once the infusion site was identified,
its precise location was drawn on a plate of the stereotaxic atlas of
Paxinos and Watson [31].

2.2.2. Experiment 3: DREADD inactivation

2.2.2.1. Surgery. Rats were anaesthetized with a ketamine (98 mg/kg)-
xylazine (13 mg/kg) mixture injected i.p. The scalp was anesthetized
with lidocaine (21.33 mg/kg, Xylovet). All rats were also treated s.c.
with Metacam (Boehringer Ingelheim, 0.5 mg). During surgery, rats
were placed on a heating mat and their temperature was monitored
continuously. Using a stereotaxic frame, 2 x 0.4 puL of 7.3 x 10°
genomic copies/uL of AAV8-Camk2na-hM4Di-mCherry or, as a control,

Table 1

Behavioural Brain Research 432 (2022) 113979

2 x 0.4 uL of AAV8-Camk2a-mCherry (Vigene, Biosciences) were
injected into the ReRh region at a rate of 0.1 pL/min. The coordinates
used were: AP — 1.6 mm and 2.6 mm from Bregma, DV — 7.1 mm (from
skull), ML — 1.9 mm from the midline [31]. A ML angle of 15° was used.
This AAV8 virus enables a CaMKIla promoter-driven expression of
hM4Di receptors and of the mCherry reporter gene, whereby it permits
preferential reversible CNO-induced neuronal silencing of excitatory
neurons. Indeed, because this expression is driven by the CamKIIa pro-
moter, it is restricted to excitatory neurons. At the end of the injection,
the needle was left in place for 3 min before being slowly retracted. After
surgery, the scalp was sutured and rats were placed individually in a
warm environment until recovering from anesthesia. To reach an
optimal expression of the AAV-mediated genes, they were given a
4-week rest before the start of behavioral training.

2.2.2.2. CNO administration. In the rats infected with the AAV8-
Camk2a-hM4Di-mCherry, the chemogenetic inhibition of the ReRh was
achieved by i.p. administration of clozapine-N-oxide (CNO, 1 mg/kg,
Enzo life sciences), 45 min before the start of the first trial. As controls,
rats that had received the viral construct devoid of the hM4Di gene (V-)
were injected with CNO, while the remaining rats, which received the
viral construct encompassing the hM4Di gene (V+), were injected with a
saline solution (0.9% NaCl). Thus, we had the following three groups
V+/NaCl, V+/CNO, and V-/CNO (group size in Table 1).

2.2.2.3. DREADD validation in a cognitive flexibility task. To make sure
that chemogenetic inhibition was sufficient to produce behavioral ef-
fects, we trained a separate set of rats in a double-H maze task taxing
cognitive flexibility. Indeed, from previous work, we know that an in-
hibition of the ReRh, be it with muscimol or with a CNO-DREADD
approach targeting the ReRh, disrupts the rats’ ability to perform an
adaptive strategy shift in response to a set point change [20,34]. This
task is very sensitive to functional inhibition of the ReRh. Briefly, rats
were trained over 2 sequences of 2 days as described by Quet et al. [34],
each pair of days being followed by a probe trial given after a 24-h delay.
On each training day, rats were released twice from the S and twice from
the N (in random order), with the escape platform located at the ex-
tremity of the NE arm (and the arm facing the start arm closed by a
guillotine door). When released from the N, rats could reach the plat-
form after two successive left turns. When released from the S, they had
to make a right turn immediately followed by a left turn to reach the
platform most directly. For the probe trial, the platform was removed
and each rat was released from the SW (now the NW arm was closed),
meaning that a left turn was not possible at the exit of the start arm. If
the rat repeated the right-left (R-L) turns, it ended in the N arm, but as
the probe trial lasted for 60 s, rats could make a correction and swim
from there to other arms, and in particular look for the platform in the
NE arm if remembering the correct platform location. When a rat swam
directly to the NE arm and/or when the time spent in the NE arm was
above chance, we considered that a strategy shift from a response
memory-based to a place memory-based navigation had occurred. Such
behavior reflects the presence of a spatial map. The entire procedure
with the corresponding results is described in Cholvin et al. [20] and

Quantification of the extent of the viral infection in the Re and Rh nuclei. Values are means =+ s.e.m. infection levels expressed as a percentage of the area of the Re and
the Rh on frontal sections, calculated from an average of at least 5 sections per rat between — 1.8 and — 3.24 mm from Bregma [31]. The ANOVA showed no difference
between the two subpopulations of rats, those tested for working memory (WM) and those tested for DREADD validation. Sample size is indicated between brackets in

each cell of the table.

V+ /NaCl V+ /CNO
Re Rh Re Rh
Experiment 3, rats tested for WM 58.7 £ 8.2 56.4 + 8.3 60.1 £5.6 60.9 £ 6.9
n=7) (n=10)
Experiment 3, rats tested for DREADD validation 71.8 £9.1 50.3 +11.3 67.3 + 3.0 58.8 £ 6.7
(n=4) (n=28)
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Quet et al. [34].

2.2.2.4. Testing CNO effects on SWM. In experiment 3 (inhibition before
trial 1), rats with DREADD expression in the ReRh nuclei (see below)
received no injection on days 18 and 21, an injection of NaCl 0.9% on
days 19 and 22, and an injection of CNO or NaCl 0.9% on days 20 and
23. After discarding rats with inappropriate infections (weak extent, bad
location), we had 9 rats given CNO without DREADD, 7 rats with
DREADD given saline, and 10 rats with DREADD given CNO. Due to a
technical problem, intensity of the ambient light in the testing room was
weaker than for experiments 1 and 2.

2.2.2.5. Histological verifications. Rats were killed and perfused as in the
two first experiments. To check for the location and extent of viral
infection of the ReRh, brain sections from DREADD-injected rats were
rinsed in PBS (3 x10 min). Observation of the infection was made

MUSC LOW
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directly on histological material (there was no enhancement of mCherry
fluorescence by additional immunostaining). Viral infections were
considered acceptable when they covered at least 40% of the ReRh
nuclei and in no case less than 20% of each nucleus. Seven rats used for
testing CNO effects on SWM and 6 rats used for DREADD validation had
inappropriate infections and were discarded. Another DREADD valida-
tion rat died.

3. Results
3.1. Experiment 1
3.1.1. Location of infusion sites
Fig. 3 illustrates the location of the injection tips in the rats that

received the high or the low amount of MUSC. As we used a within-
subject design, control infusions were made at exactly the same sites.

MUSC HIGH

-1.72mm -

( - \

-1.90mm

-2.16mm

R
Re

-2.64mm

Fig. 3. Location of the infusion sites on coronal sections through the ReRh nuclei of the rats used in experiment 1. The sites indicated are those of rats infused with
the low dose of muscimol (i.e., 0.26 nmol; left, MUSC LOW), and those from rats given the high dose of muscimol (i.e., 0.70 nmol; right, MUSC HIGH). Coordinates
are given in mm from Bregma according to Paxinos and Watson [31]. Each infusion site corresponds to the location of the tip of the infusion needle.
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Three rats were discarded due to inappropriate locations (not illus- 3.1.2. Pre-training and training

trated). In all other rats, infusion sites targeted the regions of interest All data are illustrated in Fig. 4. The population of rats was sub-
between anteroposterior coordinates going from — 1.72 to — 2.64 mm divided in two groups. In one group, rats were to be infused with the low
from Bregma [31], as was the case in our previous experiments using amount of muscimol (0.26 nM, or 0.03 pg). In the other one, it was with
intra-ReRh drug infusions [20,33]. the high amount (0.7 nM, or 0.08 ug). The day before MUSC infusions,

all rats were tested after aCSF infusion. In panels A to C of Fig. 4, groups
‘low’ and ‘high’ are not distinguished. Indeed, as documented hereafter,

A Pre-training B Probe trial

40 25
Day 2-7 1st arm chosen Day 8
@ 20 4
30 A s .
0 ©
g £191
§ 20 - # ¥ g Response _g 10
3 # g ALRN .
10 4 €
S 57
*
0 —O- allrats ]
1 2 3 4 5 6 Palfro.;:‘e Resar::nnse

Session

C Increase of delay (30s - 3h) D Muscimol inactivation (6h)

60 60
30s 1h 3h post- Pre-
50 - i i 50 4 encoding i retrieval
E40 b 1 1 0 40 - .
) )
[ 30 ' T T c 30 I 1
8 $ 8
] ]
=1 20 - . $ 5 =1 20 - E $
aCSF (low)
10 - p i $ 10 _:X: aCSF (high) $ i
—W— MUSC low
. | _=O-allrats_ | 0 A MUSC high
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2
Trial Trial Trial Trial Trial

Fig. 4. : Performance of rats in experiment 1. A: Latency to the platform over 6 daily sessions, each encompassing 4 successive trials during pre-training. The value
shown is the mean of the 4 trials of each session. B: Probe trial performance. Left: Pie chart illustrating the first swim path adopted by the rats in the probe trial
(platform removed, rats released with a 180° rotation of the start arm). Illustrated is the percentage of rats swimming directly to the former location (SW) of the
platform (in white), repeating the RL turn leading them to the NE arm (in black), or swimming directly to a different arm (in grey). The number of rats swimming
directly to the SW was significantly above chance (i.e., 20%). Right: Average cumulated time in the place arm (SW, where the platform was located during training)
and in the response arm (NE, where a RL turn led the rat right after its release in the maze). The interrupted line indicates chance level (i.e., 8.2 s; see methods for its
computation). C: Latency to reach the platform in all rats (collapsed in a single group). Between trials 1 and 2, there was a 30's, 1 h, or 3 h delay. Each mean
corresponds to an average of 3 daily sessions/delay D: Same variable as in C, but the delay between trial 1 and trial 2 was of 6 h. Performance shown illustrate the
effects of a low and a high dose of muscimol (MUSC low & high, respectively) as compared to the performance recorded after aCSF infusions on the previous day. Left:
the infusion was made right after trial 1 (indicated by the syringe) to interfere with information holding . Right: the muscimol infusion was made 30 min before trial 2
(indicated by the syringe) to interfere with WM activation during the test trial (i.e., trial 2). Data illustrated are means + SEM. Statistics: # significant difference as
compared to session 1, p < 0.05; * significantly different from chance level, p < 0.05; $ significantly different from trial 1, p < 0.01. In D, only one symbol is used,
but performance improvement was significant for each treatment condition (i.e., aCSF and MUSC, whether in the ‘low’ or ‘high’ group). There were 14 rats per
condition (high MUSC, low MUSC).
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we found neither a significant overall Group effect, nor a significant
interaction implicating the Group factor. For pre-training scores
(Fig. 4 A), we only noticed a significant Session effect (F (5130) = 24.1,
p < 0.001), which was due to overall significantly better scores on ses-
sions 2-6 as compared to session 1. Regarding the first arm chosen
(Fig. 4B, pie chart), a significant proportion of rats ended their first swim
path in the place arm, namely the arm where the platform had been
located during the pre-training (64%, Chi*> = 23.0, p < 0.001 as
compared to chance). This spatial bias was confirmed by the fact that the
average time rats spent in the place arm (Fig. 4B, bar graphs) was
significantly above chance (t(27) = 13.46, p < 0.001), whereas the time
spent in the response arm was significantly below chance (t(27) = 3.22,
p < 0.01).

Subsequently to familiarization, rats were trained with inter-trial
delays that were progressively increased from 30s to 3 h (Fig. 4 C),
before being shifted to the delay of 6 h and intracerebral infusions. We
only found a significant Trial effect, be the delay of 30s (F (1,26)
=370.6, p < 0.001), 1 h (F (1,26) = 498.1, p < 0.001), or 3 h (F (1,26)
= 527.4, p < 0.001). This was also the case for the 6 h delay preceding
the aCSF and MUSC infusions (not illustrated).

Behavioural Brain Research 432 (2022) 113979

3.1.3. Effects of muscimol infusions

On days 18 and 21, rats received no infusion. On days 19 and 22, all
rats were infused with aCSF, either immediately after the first trial (day
19) or 30 min before the second trial (day 22). On days 20 and 23, they
were given MUSC instead of CSF, either the low or the high dose. The
analyses considered two within-subject factors: Trial (1, 2) and Drug
(aCSF, MUSQ), as well as a between-subject factor: Dose (low, high).

Regarding the post-encoding infusions (Fig. 4D, left), we only found
a significant Trial effect (F 1,26 = 265.1, p < 0.001), reflecting overall
performance improvement on the second as compared to the first trial.
There was also a tendency towards a significant Dose effect (F 1,26 =
2.9, p = 0.10), which was due to overall performance that tended to be
better in the group that received the low dose of MUSC as compared to
the other group. The Drug effect was not significant (F 1,26 < 1, ns).
None of the interactions was significant: Trial x Dose (F 1,26 = 2.2, ns),
Drug x Dose (F 1,26 < 1.0, ns), Trial x Drug (F 1,26 < 1, ns), and Trial x
Dose x Drug (F 1,26 < 1, ns).

Regarding the infusions performed before trial 2 (Fig. 4D, right), the
ANOVA showed a significant Trial effect (F 1,26 = 110.1, p < 0.001).
There was also a significant Dose effect (F 1,26 = 9.2, p < 0.01), which
was due to overall performance that was better in the group receiving
the high dose of MUSC as compared to the other group. The Drug effect

MUSC LOW

-1.72mm

MUSC HIGH

aCSF

Rh

e
-1.90mm Re

Rh

7Y
-2.16mm

Rh

¥

-2.64mm

Fig. 5. : location of the infusion sites on coronal sections through the ReRh nuclei of the rats used in experiment 2. The indicated sites are from rats infused with
artificial cerebrospinal fluid (aCSF, right), infused with the low dose of muscimol (i.e., 0.26 nmol; left, MUSC LOW), or infused with the high dose of muscimol (i.e.,
0.70 nmol; middle, MUSC HIGH). Coordinates are given in mm from Bregma according to Paxinos and Watson [31]. Each infusion site corresponds to the location of

the tip of the infusion needle. The locations were comparable among groups.
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was not significant (F 1,26 < 1, ns). None of the interactions was sig-
nificant: Trial x Dose (F 1,26 = 2.2, ns), Drug x Dose (F 1,26 = 1.5, ns),
Trial x Drug (F 1,26 = 1.1, ns), and Trial x Dose x Drug (F 1,26 = 2.5,
ns).

In summary, neither post-encoding nor pre-retrieval inhibition of the
ReRh nuclei altered spatial working memory performance.

3.2. Experiment 2

Given the negative results of our first experiment, this second
experiment aimed at investigating the effects of pre-encoding infusions
of muscimol. In comparison with experiment 1, our overall design was
slightly modified. On days 19 and 22, all rats were infused with aCSF. On
days 20 and 23, however, we had 3 treatment groups: one encompassing
rats given another aCSF infusion, one with rats given an infusion of a low
amount of MUSC, and a last one with rats given the high amount of
MUSC.

3.2.1. Location of the infusion sites

Fig. 5 illustrates the location of the injection tips in the rats that
received the high or the low amount of MUSC, or a control aCSF infu-
sion. Typical infusion sites are shown in Fig. 6. Six rats were discarded
due to inappropriate infusion locations (not illustrated). In all other rats
(n = 38), infusion sites targeted the regions of interest between ante-
roposterior coordinates going from — 1.72 to — 2.64 mm from Bregma
[31], as was the case in our previous experiments [20,34] and in the first
experiment of the current study.

3.2.2. Pre-training and training

All data are illustrated in Fig. 7. The population of rats was divided in
three groups. In one group, the rats were to be infused with aCSF on days
19, 20, 22 and 23. In a second group, the rats were to be infused with the
low dose of muscimol. In the last group, the rats were to be infused with
the high dose of muscimol (see Fig. 2). In panels A to C of Fig. 7, groups
aCSF, ‘low’, and ‘high’ muscimol are collapsed. Indeed, we found
neither a significant overall Group effect, nor a significant interaction
implicating the Group factor. For pre-training scores, we only noticed a
significant Session effect (F (5175) = 25.2, p < 0.001), which was due to
overall scores that were significantly better on sessions 2-6 as compared
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to session 1. Regarding the first arm chosen during the probe trial
(Fig. 7B, pie chart), a significant proportion of rats ended their first swim
path in the place arm, namely the arm where the platform was located
during pre-training (Chi®> = 40.1, p < 0.001 as compared to chance).
This spatial bias was confirmed by the fact that, in the whole population
of rats, the average time rats spent in the place arm (Fig. 7B, bar graphs)
was significantly above chance (t(37) = 18.1, p < 0.001), whereas the
time spent in the response arm was significantly below chance (t(37) =
4.8, p < 0.001).

Subsequently to familiarization, rats were trained with inter-trial
delays that progressively increased from 30 s to 3 h (Fig. 7 C), before
shifting to the delay of 6 h and intracerebral infusions. We only found a
significant Trial effect, be the delay of 30s (F (1,35) =187.6,
p < 0.001), 1 h (F (1,35) = 398.4, p < 0.001), or 3 h (F (1,35) = 137.3,
p < 0.001).

3.2.3. Effects of muscimol infusions

On days 18 and 21, rats received no infusion. aCSF was infused to all
rats on days 19 and 22, half an hour before the first trial. Muscimol was
infused on days 20 and 23 (see Fig. 2), also half an hour before the first
trial. Six hours after the first trial, all rats were tested in the absence of a
prior infusion. For each pair of days corresponding to the same treat-
ment (no infusion, aCSF infusion to all, or low- or high MUSC dose in-
fusions; Fig. 7D), we computed an average latency to the platform for
trials 1 and trials 2.

Data analysis used a two-way ANOVA that considered factors
Treatment (aCSF, low MUSC, high MUSC) and Trial (1,2). When no
infusion was performed, the ANOVA only showed a significant Trial
effect (F 1,35 = 125.8, p < 0.001). The same was observed when aCSF
was infused to all rats (F 1,35 = 119.4, p < 0.001). When rats were
given aCSF, the low or the high dose of MUSC, the ANOVA showed an
significant overall Treatment effect (F 2,35 = 5.7, p < 0.01) and a sig-
nificant Trial effect (F 1,35 = 98.4, p < 0.001), but the interaction was
not significant (F 2,35 < 1, ns). The Treatment effect was due to overall
latencies (trial 1 and 2 collapsed) that were higher in rats given the high
(by about 10's; p < 0.01) or the low (by about 6 s; p < 0.05) dose of
MUSC in comparison with the group given aCSF. It is noteworthy,
however, that in both groups given MUSC, there was an improvement
between both trials that did not differ from that found in the group of

Fig. 6. : Photographs showing tissue in the region of the infusion on coronal sections stained with cresyl violet. The infusion site is shown at an anteriority from
Bregma [31] between — 2.1 mm and about — 3.2 mm. A: from a rat infused with aCSF only; B: from a rat infused with the low dose of MUSC; C: from a rat infused
with the high dose of MUSC. The arrow points to the location of the Re nucleus. The photographs on the bottom are a higher magnification of those shown on the top.

Scale bar = 1 mm.
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Fig. 7. Performance of rats in experiment 2. A: Latency to the platform over 6 daily sessions, each encompassing 4 successive trials during pre-training. The value
shown is the mean of the 4 trials of each session. B: Probe trial performance. Left: Pie chart illustrating the first swim path adopted by the rats in the probe trial
(platform removed, rats released with a 180° rotation of the start arm). Illustrated is the percentage of rats swimming directly to the former location (SW) of the
platform (in white), repeating the R-L turn leading them to the NE arm (in black), or swimming directly to a different arm (in grey). The number of rats swimming
directly to the SW was significantly above chance (i.e., 20%). Right: Average cumulated time in the place arm (SW, where the platform was located during training)
and in the response arm (NE, where a right-left turn led the rat right after its release in the maze). The interrupted line indicates chance level (i.e., 8.2 s; see methods
for its computation). C: Latency to reach the platform in all rats (collapsed in a single group). Between trials 1 and 2, there was a 30 s, 1 h, or 3 h delay. Each mean
corresponds to an average of 3 daily sessions/delay D: Same variable as in C, but the delay between trial 1 and trial 2 was of 6 h. Performance illustrates the effects of
an infusion of aCSF (middle) or muscimol (MUSC; right) as compared to the performance recorded in the absence of a prior infusion (left). The infusion was made
before trial 1 to interfere with encoding (indicated by the syringe). Data illustrated are means + SEM. In D, it is an average of 2 sessions per condition (no infusion,
aCSF to all, or MUSC low or high as compared to aCSF). Statistics: # significant difference as compared to session 1, p < 0.05; * significantly different from chance
level, p < 0.05; $ significantly different from trial 1, p < 0.01. In D, only one symbol is used, but performance improvement was significant for each treatment
condition (aCSF and MUSC, whether in the ‘low’ or ‘high’ group). Group size was as follows: aCSF, n = 12; MUSC low, n = 12; MUSC high, n = 14.

rats infused with aCSF. between different types of neuronal populations. In the ReRh, there are

In summary, while the high and low doses of muscimol had some other neurons than the glutamatergic, excitatory projection neurons.
overall behavioral impact, affecting mainly overall latencies, the pre- With a DREADD approach, it becomes possible to focus on specific types
encoding inhibition did not result in significant alteration of spatial of neurons, and particularly on excitatory ones. Furthermore, pre-
working memory performance in the double-H maze. liminary experiments showed that the viral vector we used has a good

tropism for the ReRh nuclei. In this third experiment, we used a
DREADD approach to express inhibitory CNO receptors in the excitatory
neurons of the ReRh in order to specifically reduce their signal trans-
mission to the mPFC and Hip.

3.3. Experiment 3

The reversible muscimol-induced inhibition, while sparing func-
tionality in fibers en passage and terminals, does not discriminate
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A V+Nadl
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B V+CNO

Fig. 8. : Photographs showing representative examples of infections of the ventral midline thalamus in rats injected with the hM4Di gene-bearing virus (V+) treated
with NaCl (A, C, E) or with CNO (B, D, F). Photographs shown in A-D are from rats trained in the spatial working memory task. Photographs shown in E and F, are

from rats used in the behavioural DREADD validation experiment.

3.3.1. Virdl infection of the ReRh

Typical infections are shown in Fig. 8A-D. Following the evaluation
of the infections, we discarded a total of 7 rats with no evidence for
infection or with inappropriate (or too extended) infection locations.
The resulting sample sizes were: n = 7 in the V+ /NaCl group, n = 9 in
the V-/CNO group, and n = 10 in the V+ /CNO group. The extent of the

infection area is indicated in Table 1 as a percentage of the volume of the
ReRh nuclei. ANOVA of these values showed no significant effect
(Group, Region, interaction).

3.3.2. Pre-training and training
Data are illustrated in Fig. 9A-C.
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Fig. 9. : Performance of rats in experiment 3. A: Latency to the platform over 6 daily sessions, each encompassing 4 successive trials during pre-training. The value
shown is the mean of the 4 trials of each session. B: Probe trial performance. Left: Pie chart illustrating the first swim path adopted by the rats in the probe trial
(platform removed, rats released with a 180° rotation of the start arm). Illustrated is the percentage of rats swimming directly to the former location (SW) of the
platform (in white), repeating the RL turn leading them to the NE arm (in black), or swimming directly to a different arm (in grey). The number of rats swimming
directly to the SW was significantly above chance (i.e., 20%). Right: Average cumulated time in the place arm (SW, where the platform was located during training)
and in the response arm (NE, where a RL turn led the rat right after its release in the maze). The interrupted line indicates chance level (i.e., 8.2 s; see methods for its
computation). C: Latency to reach the platform in all rats (collapsed in a single group). Between trials 1 and 2, there was a 30's, 1 h, or 3 h delay. Each mean
corresponds to an average of 3 daily sessions/delay D: Same variable as in C, but the delay between trial 1 and trial 2 was of 6 h. Performance shown illustrate the
effects of ip CNO in V+ and V- rats as compared to the performance of V+ rats subjected to an ip injection of NaCl on days 20 and 23. The day before (days 19 and 22)
all rats were injected with NaCl before trial 1. Data illustrated are means + SEM. Statistics: # significant difference as compared to session 1, p < 0.05; * significantly
different from chance level, p < 0.05; $ significantly different from trial 1, p < 0.01. In D, only one symbol is used, but performance improvement was significant for
each treatment condition (V-/CNO, V+/Nacl, V4+/CNO). Group size was as follows: V-/CNO, n = 9; V+/NaCl = 7; V+/CNO, n = 10).

For pre-training scores (Fig. 9 A), the Group x Session ANOVA only to the former location of the platform, which also differed from chance
showed a significant Session effect (F 5115 = 23.1, p < 0.001), which (Chi® = 4.2, p <0.05 as compared to chance). The presence of a
was due to overall scores that were significantly better on session 1 as cognitive map was confirmed by the fact that, in the whole population of
compared to sessions 2-6, and on session 2 as compared to sessions 3-6. rats, the average time rats spent in the place arm during the probe trial
There was no significant Group effect and no interaction. Regarding the (Fig. 9B, bar graphs) was significantly above chance (t(25) = 2.7,
first arm chosen during the probe test (Fig. 9B, pie chart), 41% rats p < 0.05), whereas the time spent in the response arm was significantly
ended their first swim path in the response arm, namely the arm to below chance (t(22) = 4.1, p < 0.001).
which successive R-L turns led (Chi* = 4.2, p < 0.05 as compared to Subsequently to familiarization, rats were trained with inter-trial
chance). A proportion of 41% rats swam to the place arm, corresponding delays that were progressively increased from 30s to 3 h (Fig. 9 C),
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before shifting to the delay of 6 h and i.p. injections of CNO. Data were
analyzed with ANOVA considering factors Treatment (V+/NaCl, V-/
CNO, V+/CNO) and Trial (1,2). We only found a significant Trial effect,
be the delay of 30 s (F 1,23 = 164.2, p < 0.001), 1 h (F 1,23 = 149.5,
p <0.001), or 3h (F 1,23 = 166.1, p < 0.001). Whatever the delay,
there was no significant Treatment effect and no significant interaction.
This was also the case for the 6 h delay (Fig. 9D) when no injection was
performed before the evaluation trial (on days 18 and 21, not illustrated;
F 1,23 =44.8, p < 0.001), or when NaCl was injected to all rats (on days
19and 22;F 1,23 =101.2, p < 0.001). The same applied to the injection
of CNO (on days 20 and 23; F 1,23 = 44.6, p < 0.001). For none of these
pharmacological conditions did we find a significant Group effect or a
significant Group x Trial interaction. This shows that CNO had no effect
in the rats expressing DREADD in the ReRh.

3.3.3. Behavioral validation of the DREADD-CNO approach

From previous experiments, we know that reversible inhibition of
the ReRh after muscimol infusion alters cognitive flexibility in a task of
set shifting in the double-H maze [20]. The same keeps true when the
ReRh nuclei undergo DREADD-mediated chemogenetic inhibition [34].
This is why, in our third experiment, a separate group of maze-naive rats
were trained in the double-H and subjected to the strategy-shifting test
after administration of CNO. These rats had been operated according not
only to exactly the same procedure as the rats tested for spatial working
memory in experiment 3, but also at the same moment. DREADD
infection was verified and quantified as in the other series of DREADD
rats. Following the evaluation of the infections, we discarded 6 rats with
no evidence for infection or with inappropriate (or too extended)
infection locations. One rat died. The resulting sample sizes were: n = 4
in the V4 /NaCl group, n = 8 in the V-/CNO group, and n = 8 in the
V+ /CNO group. Typical infections are shown in Fig. 8E & F. The extent
of the infection area is indicated in Table 1 as a percentage of the volume
of the ReRh nuclei. ANOVA of these values showed no significant effect
(Group, Region, interaction). The extent of the infection did not differ
between rats tested for working memory and those tested for DREADD
validation Indeed, a Subpopulation (WM, DREADD validation) x
Treatment (V4/CNO, V+/NaCl) x Region (Re, Rh) ANOVA showed none
of the individual factors to exert significant effects, and the same was
true for any of the interactions (F 1,25 < 2.1, smallest p value > 0.16; see
Table 1).

Results of the second probe trial of the DREADD validation test are
shown in Fig. 10. In all three groups, time spent in the N (response
memory) arm did not differ from chance, and there was no between-
group difference on this variable, as shown by the ANOVA (F 1,17 <1,
ns). In the NE (place arm), however, we found a time that was signifi-
cantly above chance in CNO-only rats (t(7) =4.7, p < 0.01), non
significantly above chance in V+/NaCl rats (t(3) = 1.2, ns), and signif-
icantly below chance in V+/CNO rats (t(7) = 5.2, p < 0.01). Further-
more, for the time in NE arm, the ANOVA showed a significant Group
effect (F 1,17 = 12.0, p < 0.001), and multiple comparisons indicated
significant differences between V+ /CNO rats and rats from each of both
other groups (p < 0.05). These results provide behavioral validation of
the DREADD approach.

4. Discussion

The ReRh nuclei of the ventral midline thalamus contribute to a
variety of cognitive functions (e.g., [11,35]), including spatial working
memory [6,15-18]. In a typical working memory task, three sequential
phases of information processing can be distinguished: information
encoding (i.e., collection of an instruction), as occurs during a sample
trial, information holding for short (a few seconds) to longer (several
minutes to a few hours) delays, and information retrieval during a test
trial. To which of these three phases the ReRh nuclei are crucial remains
unknown for now, although a study by Maisson et al. [23] using opto-
genetic techniques in a T-maze alternation task suggests it could be
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Fig. 10. : Behavioral validation of the DREADD approach in the cognitive
flexibility task. Rats were trained for 2 days (start arm = S, target in NE arm, 4
trials/day), given a first probe trial on day 3 (start = SW, no platform in NE,
trial duration = 60 s; not illustrated), trained for two additional days (as for the
first two days), and then given a second and last probe trial (same conditions as
for the former one; results shown in the figure). Before the first and the second
probe trial, the rats were injected with CNO (1 mg/kg, i.p.) or, as a control, a
saline solution. Bar graphs show the time spent in the NE arm (where the
platform was located during training) and in the N arm (which they could enter
by successive RL turns right after being released in the double-H maze) on the
second probe trial. Data illustrated are means + SEM. Group size was as fol-
lows: V-/CNO, n = 4; V+/NaCl = 8; V+/CNO, n = 8). The interrupted line
indicates the chance level. Statistics: * significantly different from chance; #
significantly different from V-/CNO rats; $ significantly different from V+ /
NacCl rats. V4 /CNO rats given CNO were not able to shift to a place strategy,
what is expected after an efficient inhibition of the ReRh, as found previously
with muscimol inhibition [20] or DREADD-mediated inhibition [34].

encoding. The current study addressed this question in a memory task in
which we previously found a positive correlation between c-Fos
expression in the ReRh nuclei and SWM performance, leading to the
possibility that the ReRh nuclei might contribute to spatial working
memory retrieval [22]. Using a 6-h delay SWM task in our double-H
maze, we inhibited the ReRh nuclei before encoding, using MUSC
infusion as well as DREADD-mediated inhibition. With MUSC, we also
inactivated the ReRh nuclei right after information encoding, and thus at
the start of the holding phase, or before the retrieval test. Whatever the
approach, we found none of these manipulations to produce a significant
alteration in SWM performance. There was a significant overall drug
effect with MUSC infused before encoding. However, whereas overall
latencies to reach the platform were increased by the drug, performance
unquestionably improved between trial 1 and 2, and this improvement
trend paralleled that found in controls.

4.1. Treatment efficiency

When looking at such negative results, the first idea coming to mind
is to question the efficiency of muscimol infusions and DREAD-mediated
inhibition. Regarding MUSC infusions, the coordinates for infusion de-
vices were identical to those of previous studies in which we found clear-
cut alterations of a function supported by the prefrontal cortex (i.e.,
strategy shifting; [20]). Furthermore, our histological verifications
showed that the infusion sites were comparable to those reported in
Cholvin et al. [20]. In comparison with the literature on SWM, the
amounts of MUSC we infused were relatively small in the current study
as we privileged drug diffusion limitation. Theoretically, this could be
another reason for our failure to observe SWM deficits. Indeed, MUSC,
even at much higher amounts (e.g., 250 ng in 0.5 uL), does not produce
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complete inhibition of neuronal firing (e.g., [36]). Therefore, one cannot
exclude that the spatial working memory task used herein is less sensi-
tive than other tasks (e.g., Y-maze alternation) to ReRh nuclei inhibition,
or that performance disruption would require a more pronounced in-
hibition. If so, our findings would not rule out a contribution of the
ventral midline thalamus to working memory processes, but higher
MUSC amounts (or stronger chemogenetic inhibition) would be required
to reveal it. Yet, the amounts used in the current study were identical to
those previously found to neutralize behavioral flexibility in a spatial
navigation task [20]. As this flexibility was also neutralized by CNO
after an inhibitory DREADD expression in excitatory neurons of the
ReRh nuclei [34], what we confirmed herein in a separate set of rats,
efficiency of the DREADD approach cannot be caught out either. In
passing, it is worth noting that also Viena et al. [16] recently reported on
behavioral flexibility deficits after ReRh nuclei inhibition, confirming an
implication of these nuclei in such functions.

4.2. The ReRh and spatial working memory

Our current findings are at clear variance with most previous reports
having addressed and verified a possible implication of the ReRh nuclei
in SWM. In addition, they are not in line with the hypothesis we raised
from our recently reported correlation between c-Fos expression in the
ReRh nuclei and performance in the task used herein [22]. This shows
that correlative imaging- and causal inhibition-based studies do not
necessarily generate converging results.

So far, SWM has most often been evaluated in reinforced T-maze
alternation tasks, but also occasionally in the radial maze and the water
maze. In the water maze, Davoodi et al. [37] reported that pre-encoding
or immediate post-encoding tetracaine inhibition of the ReRh nuclei
altered SWM tested after a 75 min delay. This result suggest that the
ReRh nuclei may contribute to post-encoding spatial information hold-
ing. Hembrook et al. [38] used a delayed non-matching to place task in
an operant chamber. SWM was tested with delays of 1-25 s. Inhibition of
the ReRh nuclei was obtained with pre-encoding infusion of different
doses of muscimol, including a reasonably low one (i.e., 0.4 nmol, which
is in between the two amounts infused in the current study). All mus-
cimol doses used by Hembrook et al. [38] disrupted SWM, but the au-
thors could not attribute the deficits to encoding, holding or retrieval
failure. Hallock et al. [6] used a rewarded T-maze alternation task and
pre-encoding muscimol (0.125, 0.25, and 0.5 pg, or 1.1, 2.2, and 4.4
nmol, respectively) to inactivate the ReRh nuclei. The three doses
induced comparable deficits. Layfield et al. [15] used the same task with
delays of 5 and 30 s, and pre-encoding amounts of muscimol of 0.125,
0.25 and 0.5 pg. A consistent deficit was found with the two lowest
amounts at the longest delay. Duan et al. [18] optogenetically stimu-
lated terminals of the Re nucleus in CA1 of the dorsal hippocampus at a
3 Hz frequency (delta range). The stimulation was applied with no
interruption during information encoding, information holding, and
retrieval. It reduced alternation, although less efficiently on the second
than on the first test. A similar approach was used by Rahman et al. [39],
who showed delta-frequency stimulation of Re terminals in the hippo-
campus to reduce Y-maze alternation in mice, but only when the stim-
ulation was applied during the retrieval (not the encoding) phase.
Hallock et al. [6] confirmed their 2013 behavioral findings in a study
assessing the role of ReRh nuclei in hippocampal-prefrontal synchrony.
Viena et al. [16] also found SWM impairment after ReRh inhibition.
They used delays of 0, 30, 60 and 120 s, and the amounts of muscimol
were the same (0.25 and 0.5 pg) as in Layfield et al. [15]. At all delays
both amounts reduced T-maze alternation scores. Maisson et al. [23]
used an optogenetic strategy to inhibit the Re. They found that inhibi-
tion during encoding, not holding or retrieval phases, disrupted alter-
nation. Altogether, these experiments converge towards the idea of an
implication of the ReRh nuclei in SWM processes, with one study
reporting on a possible role during encoding [23].
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4.3. No effect of ReRh inhibition on SWM

In the current study, we could not alter SWM performance, be it with
muscimol or with the DREADD approach. This is even more surprising
that, in a recent study using exactly the same task as herein, we found a
positive correlation between the levels of c-Fos expression in the ReRh
nuclei and performance during the evaluation phase [22]. It is note-
worthy that it is the second time that c-Fos imaging and inhibition data
do not converge in our hands. Indeed, in a previous experiment on
system consolidation of a spatial memory, we found a high increase of
c-Fos expression during retrieval of a remote memory in a water maze
task, but lidocaine-induced inhibition of the ReRh failed to prevent
retrieval [33]. In the current study, one can wonder about the reason(s)
of such discrepancy between imaging and inhibition results. In the
absence of further data, it is difficult to propose a convincing answer.
However, there were several methodological differences with the
aforementioned experiments, of which almost all have measured alter-
nation rates in a T-maze to evaluate SWM. We used a different device,
another task with possibly weaker inter-session/inter-trial interference
(see below), a different motivation, possibly a higher load on spatial
memory as compared to the T-maze, and a different temporal load due to
the longer post-encoding delay preceding the evaluation trial. These
differences are discussed point by point hereafter.

4.3.1. Device, task and spatial load

Regarding the device and the task, it must be underlined that, during
the retrieval phase, we recently found a more than 200% increase of c-
Fos expression in CAl, as well as in the antero-ventral nucleus of the
rostral thalamus, but no significant change in the mPFC [22]. This
overall activation patterns indicates that, after a 6-h post-encoding rest,
performance in the retrieval phase did not require a strong engagement
of the mPFC, and perhaps therefore of the ReRh nuclei. However, in the
same study, we also noticed that the level of c-Fos expression in the
ReRh was positively correlated with performance, an observation
compatible with a performance-determinant contribution of the ReRh.
This possibility, however, is not supported by the inhibition results re-
ported herein, as our rats, whatever the timing of the inhibition (i.e.,
pre-encoding, post-encoding, or pre-retrieval), performed at control
levels.

As to the spatial load, we have to consider that, while being in the
double-H maze, rats had easy access to surrounding cues, including
directly through the transparent walls of the device (e.g., [21]). It is
noteworthy that in our third experiment, overall spatial navigation
performance appeared somewhat weaker than in the two first experi-
ments. This probably reflected the lower ambient light intensity we had
in experiment 3 (due to a technical problem), although without pre-
cluding cue-based navigation, as shown in Fig. 9B. It is possible, how-
ever, that the task has gained in difficulty. In the study by Viena et al.
[16], the walls of the T-maze were opaque (see their Fig. 1). The same
applies to experiments that used a maze made of wood [6,15,23]. Due to
wall opacity, the allocentric spatial load of the T-maze task may have
been overestimated [40], and egocentric or other (e.g., [40]) processes
might have entered into play to support alternation (e.g., [41]). Thus,
because of a higher spatial load in the double-H, the task may have been
more depending on the hippocampus than on information exchanges
between the mPFC and hippocampus, therefore less sensitive to ReRh
disruption. Alternatively, egocentric or other processes, rather than
those supporting SWM, might have been altered in the studies having
used a delayed non-matching to sample task in the T-maze.

4.3.2. Interference

Our task was probably at weaker risk for interference in comparison
with an alternation task in the T-maze. In the latter, trials/sessions are
usually very close to each other and choice possibilities limited to only
two arms. Furthermore, an arm’s valence switches from correct to
incorrect and back again over the successive pairs of trials in a same
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session including several successive pairs of trials. This inter-trial
interference is particularly pronounced when a short inter-trial inter-
val separates trials and is reduced by using a long inter-trial interval (e.
g., [42]). In our double-H maze task, successive sessions were separated
by 24 h, there was a 6-h delay between the sampling and test trials, and
rats had more choice possibilities (at least 4 arms were accessible from
the start arm). A consequence of these three particularities could be a
reduction of the risk for proactive interference. If this were the case, one
speculation would be that mPFC information relayed by the ReRh nuclei
are particularly required when a spatial working memory task carries
proactive interference. Such a view is compatible with data showing
that, in a spatial task in which prior knowledge may interfere with
ongoing learning, activity of the PFC determines the capacity of the
hippocampus to retrieve distinct representations, and thereby reduce
confusion/interference [43]. In a previous study, a delayed-matching to
sample task in a T-maze was subjected to interference effects between
successive trials, and following lesions of the mPFC, the effects of
interference resulted in degraded performance [44].

4.3.3. Motivation

Regarding motivation, all but one previous experiments tackling
SWM following manipulations of the ventral midline thalamus used a
task based on appetitive motivation ([37] is the exception). In the
currently reported series of experiments, the motivation was aversive (as
rats had to avoid fresh water), which could lead animals to mobilize
cognitive resources that appetitive motivations would not engage to a
comparable intensity level. Indirect evidence in favor of such a possi-
bility comes from an article by Dudchenko et al. [45]. These authors
disoriented intact rats before testing them in a radial maze, of which a
dry version used a food reward and an aquatic version required an
escape response. For both, the devices and their spatial environment
were identical. In the dry and appetitive version of the task, pre-testing
disorientation disrupted navigation performance. This, however, was
not the case in the aquatic, and thus aversive, version of the task, in
which stress related to escape behavior may have been more pro-
nounced, therefore cognitive processes engaged at higher level. Dud-
chenko et al. [45] hypothesized that stress could modulate task
motivation and thereby affect performance. The underlying
aversion-determined boosting of cognitive mechanisms could make rats
less sensitive to treatments that would reveal disruptive at lower stress
levels.

4.3.4. Temporal load

Finally, we also have to consider the delay that we used in our series
of experiments. In the T-maze alternation tasks, the shortest intervals
separating a sample from a test trial are usually of a few seconds, and the
longest interval do not exceed 2 min (e.g., [16]). Although Churchwell
and Kesner [9] elegantly demonstrated that interactions between mPFC
and CA1 were crucial when spatial working memory was evaluated after
a ‘long’ post-encoding delay, their interval separating encoding and in-
formation retrieval was of 5 min, not of several hours. If, with Dud-
chenko [3], we consider that working memory is “a short term memory
for an object, stimulus, or location ” (see Introduction), the delay of 6 h we
used could become problematic because it might exceed the typical time
window of a short-term memory. Furthermore, we have trained our rats
to keep the encoded spatial information for 6 h, a delay that we used in
our former study from which we designed the current one (the reason for
using this delay is justified in [22]). Strictly speaking, a 6-h delay is not
in the range of short-term memory. Therefore, it cannot be excluded that
our task assessed something different from SWM, perhaps something for
which rats may in fact have engaged kind of a consolidation process
after information encoding. From previous work, we know that a lesion
of the ReRh nuclei disrupts neither spatial information encoding nor its
perseveration over a few days [33]. Furthermore, while being tested in a
typical SWM task, namely the water maze, with a very short delay be-
tween encoding and evaluation trials, a former study of our laboratory
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showed that rats were able to keep the encoded spatial information for at
least 24 h in spite of its irrelevancy at the end of each session [46]. Such
consolidation, which could have been operating in the testing protocol
used herein, could depend more on the Hip than on Hip-mPFC ex-
changes, and therefore be less sensitive to ReRh inhibition. However, the
fact remains that muscimol-induced inhibition of the ReRh before
encoding or right after it, or pre-encoding DREADD-mediated inhibition
of these nuclei, had no significant incidence on subsequent performance
in the evaluation trial. If encoding was the processing phase to which the
ReRh nuclei are required, as advocated by Maisson et al. [23], we should
have found a deficit, even (and may be especially) after a 6-hour in-
formation holding time.

In this section of the discussion, each particular feature of our study
(vs. previous ones) was discussed separately from the others. It goes
without saying, however, that one explanation for the fact that we did
not disrupt the performance of our rats by inactivating the ReRh nuclei
may in fact lie in a combination of these features. If this were the case,
establishing a role for the ReRh nuclei in SWM would probably require
further experimental support from studies not limited to the use of a
single test (i.e., T-maze alternation), a single type of motivation (i.e.,
appetitive), and only short inter-trial delays (i.e., of the order of a few
min at most).

5. Conclusion

In conclusion, whereas several articles reported evidence in favor of
a participation of the ReRh nuclei in SWM, our current findings are the
first to contradict this point of view. As we introduced a new task and a
delay longer than the usual ones (several hours vs. a few min at most and
usually just a few seconds), a question that will be important to resolve is
whether the ReRh nuclei are needed in T-maze alternation tasks and less
in other SWM tasks, especially when a short delay is interposed between
information encoding (sample trial) and retrieval (test trial), as in T-
maze testing. Should it be the case, the pending question would be why
is it the case? A possibility could be that, given the diversity of the
connections of these nuclei (e.g., [10]), alternative pathways could be
engaged to compensate for their inhibition during encoding, or holding,
or retrieval phases of SWM. This could be especially at work when the
holding delay is long, the testing situation is stressful, and interference
possibilities are reduced in comparison with other tasks.
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IV. Discussion générale

Dans nos conditions, I'inhibition des ReRh avec le muscimol n'a eu aucun effet significatif sur
les performances des rats entre le premier et le deuxieme essai, quel que soit le moment ou
I’agent pharmacologique a été infusé. Concernant I'encodage d’une information spatiale,

I’'approche pharmacogénétique par DREADD a conforté cette conclusion.

Ces résultats d’inactivations pharmacologiques apparaissent contradictoires avec Ila
littérature publiée jusqu’alors. De méme, ils ne concordent pas avec nos résultats montrant
une corrélation entre I'activité du Re et les performances lors de I'essai test a 6h (

). Dans notre étude d’inactivation, les noyaux ReRh ne contribuent pas aux

performances en MTS et ne sont pas nécessaires au codage de l'information spatiale.

Les différents points de discussion détaillés dans I'article ( ) apportent
plusieurs éléments de réponse/réflexion concernant la discordance entre nos résultats et ceux
de la littérature. J'en développerai quelques-uns ci-aprés, en me référant au tableau

comparatif des différentes études ayant inactivé de maniere réversible les noyaux ReRh.
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A. Choix de la méthodologie : le muscimol

1. Dose utilisée et spécificité neuroanatomique
Les doses de muscimol utilisées dans notre étude (0,10 et 0,26 nmol) sont relativement faibles,
comparativement a ce qui est utilisé dans la littérature (voir tableau 1). Plus la concentration
est importante, plus les risques de diffusion dans le tissu sont importantes, ce qui peut, a des
doses élevées, questionner la spécificité d’action dans de petites régions, particulierement les
noyaux ReRh ( ). Bien que faibles, les doses que nous
avons utilisées se sont déja avérées efficaces /suffisantes pour empécher la mise en place d’un
comportement de changement de stratégie dans une tache d’évaluation de la flexibilité

comportementale ( ).

2. Avantages et inconvénients, quelles alternatives ?
Contrairement a d’autres outils pharmacologiques fréquemment utilisés pour réaliser des
inactivations réversibles (telles que la tétrodotoxine ou la lidocaine), le muscimol induit une
profonde inactivation des neurones sans modifier I'excitabilité des fibres passantes. Son
mécanisme d’action repose sur sa nature, il s’agit d’'un agoniste des récepteurs GABA A
(ionotropes). Il posséde une forte affinité pour les récepteur GABA A et n'est pas facilement
déplacé par le GABA endogene (
)
Une fois le muscimol lié a son récepteur, le canal va s’ouvrir et laisser entrer les ions chlorures
dans la cellule, induisant ainsi une hyperpolarisation rapide de la cellule, et finalement
I'inhibition de I'excitabilité neuronale. Il a été montré chez le chat que sa durée d’action
pouvait étre de plusieurs heures, dépendamment de la dose administrée, mais Arikan et ses
collegues ont montré chez le rat, grace a une combinaison d’électrophysiologie et de
microscopie, que son action pouvait couvrir jusqu’a 5h30 lorsqu’injecté dans le cervelet
). C'est ce qui nous a conduits a choisir le délai
inter-essai de 6h, puisque nous voulions pouvoir étudier de fagon différentielle I'implication
des ReRh dans chacun des processus, soit I'encodage, le maintien et I’engagement ou rappel

de I'information.
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Toutefois, d’autres méthodes d’inactivation réversibles auraient pu étre envisagées. Les
méthodes basées sur l'ingénierie génétique, tel que le DREADD, ou l'optogénétique,
permettent un ciblage plus précis d’'un point de vue temporel, mais aussi anatomique,
notamment grace a l'utilisation de promoteurs spécifiques. Néanmoins, notre tache
comportementale étant aquatique, I'approche optogénétique semblait inenvisageable au
moment ou nous l'avons réalisé. Or récemment, des dispositifs intracérébraux sans fils
fonctionnant via bluetooth ont été utilisés dans des labyrinthes aquatiques (

). Ces avancées technologiques permettraient
d’envisager une nouvelle étude ou l'inactivation des ReRh pourrait se faire dans le DH, mais
avec un délai inter-essai plus court, afin de se rapprocher davantage des délais utilisés dans la
littérature, tout en tirant partie de la configuration spatiale du DH, plus complexe que les

labyrinthes classiquement utilisésen Tou Y.

B. Mémoire de travail, mémoire a court terme ? Qu’avons-nous
réellement testé dans notre protocole ?

1. Délai inter-essai
Compte tenu de la durée de notre délai inter-essai (ITI pour inter-trial interval), nous ne
pouvons exclure que notre protocole ait davantage fait appel au registre de la mémoire a long
terme (MLT) plutét qu’a celui de la mémoire de travail, qui est considérée comme une
mémoire a court terme. Cette possibilité est compatible avec I’activation de I’'HIP, notamment
dans CA1, et I'absence d’activation significative dans le CPFm (Figure 4 ,

région fortement impliquée dans la mémoire de travail (

2. Interférences proactives
L'utilisation d’un tel ITI modifie également la tendance aux interférences proactives. Les
interférences proactives se définissent par le fait que des souvenirs anciens perturbent
I'acquisition de nouvelles informations (pour revue ( . Ces
interférences sont d’autant plus marquées que I'lTl est court et que le nombre de sessions
augmente, puisque la confusion du contexte de I'essai en cours augmente
). Certains auteurs ont décrit I'implication du CPFm dans cette gestion des

interférences proactives, et dans les processus attentionnels et de monitoring associés,
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nécessaire a la planification d’action / comportement a venir
Dans notre tache, la durée de I'ITl et la réalisation d’une seule session par jour réduirait
drastiquement le risque d’interférence proactive, ce qui expliquerait le non-engagement du

CPFm.

3. Quelle mémoire engagée chez nos animaux ?

Au fur et a mesure des jours d’apprentissage avec 6h de délai, nous avons cherché a vérifier
la présence d’interférences proactives, et surtout le temps que les rats gardaient en mémoire
la position de la plateforme (PF). Nous avons alors regardé, lors de |'essai d’échantillonnage,
le nombre de rats qui se rendaient directement dans le bras qui contenait la plateforme la
veille (PF a J-1). Une possible interprétation de ce comportement pourrait étre que les rats
maintiendraient en MLT la position de la PF de la veille, et |a réutiliseraient le lendemain. Les
résultats de la figure 23 représentent ce comportement, selon les groupes, et durant les 6
derniers jours du protocole, ou I'lITI était de 6h.

On constate une augmentation de la tendance a visiter le bras ou se trouvait la PF a J-1, jusqu’a
une chute au 6™ jour. Faut-il 6 jours pour apprendre la régle indiquant que la PF change bien
de position chaque jour ? Les animaux, bien que surentrainés, avaient intégré le principe de
la tache, puisqu’ils performaient efficacement pendant la période d’augmentation du délai (J9
all7)

Il est toutefois important de rappeler que la motivation créée par I'eau fraiche dans ce
dispositif est beaucoup plus importante qu’une motivation appétitive créée par de la
nourriture. La recherche de la PF refuge, seule échappatoire, permet a I'animal de s’extraire
de I'’eau fraiche aversive. Elle peut donc apparaitre comme une priorité (vitale). Le fait que les
rats retournent directement a la derniere information qu’ils possedent pour échapper a la
situation (position de la PF la veille) reflete cette (trés forte) motivation. De plus, il a été
montré que les souvenirs d’une tache a motivation aversive sont plus persistants que ceux
d’une tache a motivation appétitive. Cela peut trouver une explication dans le retrait de
I'animal du dispositif. Si la motivation est aversive, le retrait est gratifiant. A l'inverse, si la
motivation est appétitive, le retrait d’une situation récompensée par de la nourriture, chez

des animaux privés de nourriture, constituerait un stimulus aversif ).
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Il aurait pu étre intéressant de regarder précisément les différentes entrées lors de I'essai
d’échantillonnage et voir si elles correspondaient au PF des jours précédents J-2, J-3 .. Cela

dans l'optique de vérifier la durée du maintien en mémoire de la position de la PF.
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Figure 23 : Fréquence de la 1% visite du bras contenant la plateforme a J-1 lors du 1°" essai

du lendemain

Fréquence de visite dans le bras cible a J-1, lors du premier essai du lendemain. LCRa : Groupe n’ayant
recu que du liquide céphalo-rachidien Msci Low : Faible dose de Muscimol, Msci High : Forte dose de
Muscimol. LCRa n = 12 Msci Low n = 12 Msci High n = 14.

4. Interactions HIP-CPFm
Une question reste en suspens lorsque I'on s’intéresse a la MTS : dans quelle mesure la durée
du délai détermine l'implication et la coopération du CPFm et de I'HIP ? Il est couramment
décrit qu’avec 'augmentation des délais leurs interactions deviennent plus critiques pour les
performances de animaux. C’est pourquoi, Lee et Kesner en 2003, se sont intéressés a la
coopération de ces deux structures-clés dans une tache de MTS au sein d’un labyrinthe radial.
Combinant Iésion et inactivation réversible avec du MSCI des deux structures de maniere
symétrique (HIP lésé, CPFm inactivé, et inversement), les deux auteurs ont cherché a
comprendre I'implication de ces structures dans des taches comprenant un délai court (10sec)
ou légérement plus longs (5min). Les résultats montrent qu’avec des délais courts, c’est

I'inhibition des deux structures combinées qui perturbent la réalisation de la tache. En
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revanche, a un délai plus long (5min) seule I'inhibition de I’'HIP impacte les performances des
rats dans la tache. Par conséquent, I'HIP et le mPFC traitent la MTS en paralléle lors de I'usage
de délais courts, mais des que le systéme nécessite de maintenir en mémoire I'information
plus longtemps, le réle de I'HIP devient essentiel, et le CPFm ne I'est plus (
).

Dans notre tache, il est fort probable qu’avec l'utilisation d’un délai feng de 6h, I'HIP soit
devenu l'acteur principal, et que le CPFm se soit désengagé, ce qui est cohérent avec les
résultats obtenus grace a la quantification de c-Fos aprés I'essai test a 6h, montrant une
absence d’activation dans le CPFm. L'HIP suffirait ainsi a réaliser la tache, et en I'absence

d’interaction entre I’'HIP-CPFm, les ReRh ne seraient pas nécessaires.

L’ensemble des idées abordées ci-dessus tendent vers la conclusion que nous avons
probablement testé une mémoire a long terme plutét qu’une MTS. Dudchenko, dans son
article de 2004, discute la difficulté de faire la distinction entre la MT et d'autres formes de
mémoire chez le rongeur. Il propose que cette distinction se réfere simplement a la fagon dont
la mémoire est utilisée, plutot qu'a sa nature. Par exemple, il est utile pour le rat d’oublier
guels bras du labyrinthe il a visité la veille, ou pour nous d'oublier ol nous avons garé notre
voiture la semaine derniére (sauf si on dispose d’un parking ou garage réservé). C'est comme
s’il fallait entrainer la MT a fonctionner pour une durée déterminée ; durée dépendante de la
période de temps nécessaire a son utilisation (ex : le temps de faire ses courses) et de la
saillance des stimuli a retenir (trouver la position de la PF pour s’extirper du DH = tres saillant).
La mémoire de travail n'est peut-étre pas réellement un type de mémoire, mais un type

d'oubli ( ).

C. La notion de charge spatiale : gu’est-ce qu’on entend par mémoire
de travail spatiale ?

1. Acces aux indices allothétiques
Comme décrit dans I'article, 'une des grandes différences entre notre dispositif et ceux
utilisés dans la littérature, repose sur la charge spatiale de la tache. En effet, le DH est composé
de parois transparentes qui permettent un acces visuel aux indices allothétiques présents

ans la piéce, et alloue donc aux rats la capacité de se construire e utiliser une
d I t all d ts | té d t t d’util
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représentation spatiale de leur environnement, au-dela du labyrinthe. Dans la plupart des
études (voir tableau récapitulatif), les dispositifs sont constitués de bois, et sont donc
opaques, laissant peu ou pas d’accés aux indices allothétiques, s’il y en a (rideau = pas

d’indice). Cela pose une question sur la nature spatiale des taches supposées évaluer la MTS.

2. Difficulté de la tache
L’agencement de notre dispositif en DH est plus complexe que celui des labyrinthes en T ou
enY classiques. Les labyrinthes en Tou Y sont constitués de deux uniques bras de « réponse »,
les animaux ne disposant donc que d’une option « gauche-droite » dans I'exécution de leur
choix, ce qui rend difficile I'interprétation du comportement de I'animal, dans la mesure ou
d’autres stratégies peuvent étre utilisées, comme par exemple 'utilisation du positionnement
du corps d’un essai a l'autre ( ). Le cas échéant, la

dimension spatiale de la tache serait fortement atténuée.

Finalement, peut étre qu’un point majeur de confusion entre les articles évoqués ci-dessus
incluant nos travaux joue sur le fait que la notion de "spatial" ne correspond pas a ce que I'on
définit au laboratoire comme spatial. Dans la majorité des études, particulierement celles
utilisant un paradigme en T ou Y-maze, le caractére spatial de la tache fait référence a la
mobilité dans le labyrinthe et I'utilisation d'une stratégie de navigation qui pourrait étre a
dominante égocentrique. Dans notre paradigme, nous faisons référence a I'utilisation de la
stratégie allocentrique, qui fait appel a l'utilisation des indices allothétiques au sein de la
piece. C’'est peut-étre méme ce dernier point qui explique le fait que la performance dans le
DH soit davantage dépendante de I'activité de I'HIP que de celle du CPFm, ce qui expliquerait

que les ReRh soient peu ou pas impliqués dans notre étude.
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V. Conclusion et perspectives

Enfin, tous les autres points discutés dans I'article, tel que le surentrainement, la notion
d’interférences pro-actives liées a la longueur de I'ITI (souvent trés courtes, voir tableau 1), ou
encore la charge spatiale probablement surestimée dans la littérature, convergent pour
expliquer les résultats que nous avons pu obtenir, en distinction avec I'’ensemble des travaux

publiés jusqu’alors.

En perspective de ces travaux, et grace au développement de nouvelles techniques, comme
celles abordées plus haut, il serait intéressant de regarder I'impact d’une inactivation
optogénétique ciblée des ReRh dans notre tache du DH, afin de caractériser leur implication a
des délais plus courts. Il serait important de comprendre s’ils sont davantage nécessaires lors
de taches utilisant de courts délais de maintien de I'information (secondes a minutes), avec
de forts risques d’interférences proactives (i.e. de confusion entre |’essai d’échantillonnage et
I'essai test, d’autant plus important a mesure des sessions), et moins dans d’autres taches de

MTS avec des délais plus longs.
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-PARTIE 2 : L'implication des ReRh dans la

consolidation d’un souvenir spatial-
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-Matériels et méthodes-
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I Animaux et considérations éthiques

Toutes les expériences ont été
réalisées sur des rats males de
souche Long- Evans (provenant du
centre d’élevage R. lJanvier, Le
Genest-Saint-Isle, France). lls étaient
agés de 7 semaines et pesaient
environ 200g a leur arrivée au
laboratoire. Cette souche de rats est

souvent utilisée dans des taches de

mémoire spatiale, notamment en

Sl oo * R

raison de leurs bonnes capacités  Figure 24. Photographie de rats males de souche Long
Evans agés de 7 semaines

visuelles et cognitives (Paul et al.,,
2009). Deés leur arrivée, ils sont hébergés par trois, afin de respecter le caractere grégaire de
I'espece, dans des cages en Makrolon (dimensions : 60x38x19,5cm, REF : 1354 Tecniplast). lls
ont acces ad libitum a I'’eau et a la nourriture (régime standard, REF : 4RF21, Mucedola). Les
pieces de stabulations sont cyclées sur une base de 12h de lumiere pour 12 h d’obscurité par
24 h, avec allumage de la lumiere a 7h en hiver et 8h en été. Les conditions de température
(22°C £ 1°C) d’hygrométrie (30%) ainsi que le fond sonore (radio RFM pendant la période
diurne) sont maintenues constantes. Aprés une semaine d’acclimatation, les rats sont
manipulés la semaine suivante pendant 2 min, une fois par jour ouvrable, afin qu’ils
s’habituent a I'expérimentateur, ainsi qu’a la manipulation. Pendant toute la durée de leur
présence au laboratoire, une visite quotidienne est effectuée afin de vérifier leur bien-étre.
Leur poids est mesuré chaque semaine, comme |'un des indicateurs de bonne santé.

Les expériences ont été réalisées en accord avec les directives européennes (2010/63/EU) et
nationales (décret n°3013-118, ler février 2013, Département Francais de I’Agriculture et de
la Forét, Service Vétérinaire de la Santé et de la Protection Animale) sur I'expérimentation
animale. Les expériences ont été planifiées en privilégiant la regle des 3R (Remplacement,
Raffinement et Réduction), et ont fait I'objet d’une saisine validée par le Comité Régional
d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale de Strasbourg (CREMEAS, Saisine #13261-

2018012918394046) et le ministere de I'Enseignement supérieur et de la Recherche.
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L’établissement utilisateur d’animaux a des fins expérimentales (UMR 7364) porte le numéro

d’agrément J-67-482-13 (date d’expiration : 27 octobre 2027).

Il. Lésion conditionnelle de la voie cortico-thalamique par
chirurgie stéréotaxique

A. Chirurgie stéréotaxique

Figure 25. Cadres stéréotaxiques

A et B. Premiers plans dessinés par R. Clarke. C. Photographie du cadre stéréotaxique utilisé au laboratoire

La chirurgie stéréotaxique a été pensée par deux scientifiques britanniques, Robert Henry
Clarke et Victor Horsley en 1906. lIs tentaient alors de mettre au point une méthode précise
de Iésion au sein du cervelet chez le singe (Hoesley, n.d.). Le principe consiste a définir le crane
comme un référentiel fixe, et d’y appliquer un espace cartésien tridimensionnel. Le dispositif
est constitué de 3 axes ; antéro-postérieur, dorso-ventral et médio-latéral, chacun d’entre eux
possédant une échelle réglable au 10¢ de millimetre. Le dispositif est ensuite fixé au crane.
Dans sa version initiale, il reposait sur les deux conduits auditifs externes, la racine du nez et
les arcades orbitaires, et il était fixé latéralement au crane osseux. Cette version n’a pas
beaucoup évolué puisque I'on retrouve aujourd’hui, sur des appareils utilisés chez le rongeur,
les barres d’oreilles, la barre de nez, auxquels on ajoute une piece ol reposent les incisives de
I’animal. L’application de cette technique chez I'humain n’a eu lieu que 40 ans plus tard, par
Ernest Spiegel et Henry Wycis, deux neurochirurgiens américains qui visaient a interrompre
les voies thalamo-frontales chez des patients atteints de psychose, dans le but de « réduire

leur réactivité émotionnelle ». (Gildenberg, 2001; Spiegel et al., 1947). Dans notre étude, nous
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avons utilisé la chirurgie stéréotaxique afin d’injecter précisément différents AAVs dans le

cortex préfrontal médian et les noyaux reuniens et rhomboide du thalamus.

B. Lésion conditionnelle
La lésion spécifique d’'une voie de projection permet d’accéder a une analyse plus fine sur le

plan mécanistique, plutét que la Iésion d’une structure entiere, car elle ouvre la possibilité de
guestionner les effets d’'une altération d’'une partie seulement de la circuiterie d'un
réseau/systéme, tout en laissant le reste du systeme/de la structure intact(e).

Dans cette these la voie de projection du CPFm aux ReRh a été lésée grace au systeme
conditionnel Cre-Lox, en principe sans toucher aux fibres issues des ReRh et faisant synapse
dans le CPFm. A I'exception d’éventuelles collatérales de la voie CPFm > ReRh, les autres

connexions du systeme sont réputées intactes.

1. Le Systeme de Recombinaison Cre-LoxP

Ce systéme est basé sur I'utilisation de deux composants principaux qui lui donnent son nom
: I'enzyme Cre, et les sites de recombinaisons loxP. Cre est une recombinase dérivée du

bactériophage P1. Elle appartient a la famille des intégrases (Sternberg and Hamilton, 1981).

\ﬁ%aspase floxée dsep
P

Virus antérograde gdse)

1. AAV5 EFla }} da3l | gdsed {{

Virus rétrograde

) 2 %o . ’k Cre-Recombinase
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!
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.

Figure 26. Fonctionnement du systeme d'inversion Cre-LoxP

—

1. La caspase est présente dans le virus, mais se trouve dans le sens opposé et ne peut étre lue. 2. L’action
de la Cre recombinase va agir au niveau des sites Lox P, et va conduire a l'inversion du géne de la caspase
situé entre les deux sites Lox (3). Cette inversion va orienter la caspase dans le bon sens de lecture, permettre
son activation (4)et induire I'apoptose (5).
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Elle est capable de catalyser une recombinaison homologue entre les séquences d'ADN ciblées
par les sites de recombinaison appelés loxP (locus of X-over of P1). Ces sites loxP sont de
courtes séquences d'ADN, de 34 paires de bases (pb), composées de deux répétitions
palindromiques de 13 pb et d’'une séquence centrale de 8 pb (Nagy, 2000). Cest cette
séquence centrale qui va donner une certaine direction a la séquence loxP. Si les deux sites
loxP sont dans la méme orientation sur I’ADN, la séquence floxée (séquence flanquée de deux
sites loxP) sera excisée par I'action de la Cre-recombinase. Cependant, si les deux sites loxP
sont dans une direction opposée, la séquence floxée sera inversée, ce qui la rendra compatible

avec une transcription.

Dans ce projet de these, c’est cette derniere configuration qui a été mise a profit. L'utilisation
du mécanisme d’inversion nous a permis d’induire sélectivement |'apoptose dans les
neurones du CPFm projetant sur les ReRh. Pour déconnecter la voie de projection du CPFm

aux ReRh, deux virus adénoassociés (AAV) ont été injectés par chirurgie stéréotaxique.

Le premier virus antérograde porte les génes floxés de la caspase 3, ainsi que la protéase du
virus de la gravure du tabac sous un promoteur du facteur d’élongation lalpha (AAV2-Flex-
taCasP3-TEVP, UNC Gene Therapy Center-Vector Core). Les genes sont insérés entre les
séquences loxP, dans le sens opposé au sens de lecture, ce qui empéche leur expression. Le
second virus, rétrograde, est porteur du géne de la CRE-recombinase. Il est couplé a un
fluorochrome eGFP (enhanced green fluorescent protein). Le tout est sous la dépendance du
promoteur de la synapsine humaine hSyn. (AAVrg.hSyn.HI.eGFP-Cre.WPRE.SV40, Addgene,
MA, USA). La caspase floxée est injectée dans le CPFm, et la Cre-recombinase est injectée au
niveau des ReRh. La Cre va remonter des terminaisons des ReRh jusqu’aux corps cellulaires du
CPFm, ou elle va s’exprimer. Une fois exprimée dans les neurones du CPFm qui projettent sur
le ReRh, la Cre va pouvoir reconnaitre les sites LoxP autour du géne de la caspase, et par
recombinaison homologue induire son expression. Dés lors, la caspase sera traduite. Elle
pourra donc s’activer sous 'action de la protéase TEV afin d’entrainer une apoptose ciblée des

neurones doublement infectés.
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C. Protocole expérimental de la chirurgie
Les rats sont anesthésiés a I'aide d’isoflurane (IsofluVet®, Dechra, anesthésiant, induction de

I’'anesthésie a 4% puis maintien de I'anesthésie au cours de la chirurgie a 1.5%), avant d’étre
rasés au niveau du crane et placés dans le cadre stéréotaxique. lls recoivent alors une injection
d’anesthésique local (mélange de Lurocaine®, Vétiquinol, 2 mg/kg et de Bupivacaine, Mylan,
2 mg/kg) sous la peau du crane et un anti-inflammatoire non stéroidien (Métacam®, Boehriner
Ingelheim, 0.5 mg/kg) sous-cutané au niveau de la nuque. Les barres d’oreilles ont été
préalablement recouvertes d’'un anesthésique local (Anesderm Gé, Pierre Fabre, 5%), et un
gel ophtalmique (Lubrithal®, Dechra) est appliqué et renouvelé une fois a la moitié de la

chirurgie pour éviter une irritation ou un dessechement de la cornée.

VBN =R
Figure 27. Repéres anatomiques lors de la chirurgie stéréotaxique.

A. Photographie de la position du rat une fois installé dans le cadre stéréotaxique. B. Photographie des
sutures du crdne, représentées schématiquement en C (Paxinos et al., 1985).

Pendant toute la durée de la chirurgie, les animaux sont placés sur un tapis chauffant afin de
maintenir leur température corporelle. Apres vérification de la profondeur de I'anesthésie,
une petite incision du scalp est réalisée pour permettre la visualisation des sutures du crane,
et des écarteurs sont mis en place pour maintenir le champ opératoire accessible. Apres avoir
vérifié que le crane de I'animal était parfaitement horizontal (position dite « flat-skull »), des
petits trous (0,5mm diameétre) sont réalisés dans I'os du crane, au niveau des futurs points
d’instillation, avec une fraise dentaire. Ces trous permettront le passage de laiguille
d’instillation (aiguille 31G, fibre de silice, Phymep, Paris) pour la descendre dans le

parenchyme cérébral aux coordonnées voulues.

102



Les différentes coordonnées stéréotaxiques utilisées sont les suivantes (exprimées en mm) et
ont été déterminées sur la base de I'atlas de Paxinos et Watson (Paxinos Watson, 2014, 7¢
édition). L’atlas repose sur I'association entre les différentes sutures du crane (voir figure 27

C), spécifiguement, le Bregma, et les différentes régions cérébrales :

Orientation par rapport au Bregma ReRh (angle de 15°) CPFm PeriRe
AP -1,8et-2,3 +3 -2,6
ML -1,9 -0,5 et +0,5 +0,6
DV -7,1et-7,2 -5,-3,8et-2,2 -7,6

Tableau 2. Coordonnées d'injection en mm par rapport au Bregma

Les coordonnées du PeriRe ont été utilisées lors de la mise au point de I'approche de déconnexion virale,
pour la voie - thalamo corticale, voir p.119

Avant et apres chaque injection, on s’assure de la non-obstruction de I'aiguille, ce qui assure
la bonne injection de la solution dans le parenchyme, en faisant perler le liquide a son
extrémité. La perle est ensuite essuyée a I’'aide d’un coton-tige. Pour chacune des injections,
la descente de l'aiguille se fait lentement, aprés quoi une attente d’une minute permet au
tissu d’absorber/de récupérer de la pression mécanique induite par la descente. L’injection
est alors réalisée a une vitesse de 0,15uL/min. Une fois I'injection terminée, nous attendons 5
minutes supplémentaires pour permettre une bonne diffusion du liquide dans le parenchyme,
et éviter les effets de remontée de la solution lors du retrait de la seringue.

A la fin de I'opération, la peau du crane est recousue avec des points séparés « Donati », et
les animaux sont placés sous une lampe chauffante et surveillés jusqu’a ce qu’ils soient
totalement réveillés. Les animaux sont ensuite remis par trois dans leur cage de stabulation,
et observés quotidiennement afin de pallier d’éventuels problemes (points de sutures défaits,
infections ...). Un délai de quatre semaines permettra I'expression optimale des AAV, mais
aussi une bonne récupération post-chirurgicale des animaux avant le début des tests

comportementaux.
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D. Groupes expérimentaux

I

CPFm ReRh

CTRL-CASP AAV EFla - daaL AAVrg hSyn | GFP 3,125x10% part/mL

CTRL-CRE PBS AAVrg |hsyn | GFP - 3,125 x 102 part/mL

Figure 28. Groupes expérimentaux.

Représentation schématique des injections dans le CPFm et les ReRh. Dans le groupe DECO-CT, les
neurones verts ne seront plus visualisables puisqu’ils vont mourir par apoptose, grédce a I'action de la
caspase (AAV-Flex-ta-CasP3-TEVP). Dans le groupe CTRL-CASP, les neurones verts exprimeront la GFP de
I'AAV-GFP (AAV.hSyn.eGFP), et le groupe CTRL-CRE exprimeront la Cre-GFP de I’AAV-Cre-GFP
(AAVrg.hSyn.HIl.eGFP-Cre. WPRE.SV40).

Trois groupes d’animaux sont formés, le premier groupe expérimental déconnexion cortico-
thalamique ( ) a recu la caspase (AAV-Flex-taCasP3-TEVP) dans le CPFm et la Cre-
recombinase (AAVrg.hSyn.Hl.eGFP-Cre.WPRE.SV40) dans les ReRh afin de déconnecter la voie
du CPF au ReRh. Deux groupes contréles ont ensuite été constitués afin de vérifier d’éventuels
effets de la transfection virale, et d’'un effet potentiel de I'un ou l'autre virus. Le premier
groupe controle CTRL-CRE a recu l'injection de Cre-recombinase dans les ReRh, et du PBS dans
le CPFm. Le second groupe contréle CTRL-CASP, a recu la caspase dans le CPFm, et un AAV
contrbéle rétrograde dans les ReRh, porteur de la GFP seule, sans Cre-recombinase
(AAV.hSyn.eGFP). Ces deux groupes controles permettront de valider ou non la déconnexion
de notre groupe DECO-CT, en comparant le nombre de neurones rétromarqués GFP+ dans le
CPFm. Dans les groupes CTRL-CRE et DECO-CT les neurones GFP+ exprimeront I’AAV-Cre-GFP,

tandis que dans groupe CTRL-CASP les neurones rétromarqués GFP+ exprimeront I’AAV-GFP.
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Une remarque importante réside sur la localisation de la GFP au sein des cellules. En effet,
dans la construction de I’AAV-Cre-GFP, la Cre et la GFP sont fusionnées, ce qui entraine une
localisation nucléaire de la GFP. Au contraire, I’AAV-GFP induit I'expression cytoplasmique de
GFP dans les neurones infectés (Voir partie Résultats, p 126)
Ill. Etudes comportementales
Tous les tests comportementaux (a I’exception de I'actimétrie) ont été réalisés entre 8 et 14h,
afin de limiter un impact éventuel des fluctuations nycthémérales sur les performances des
animaux. L'ordre de passage a été contrebalancé au sein des groupes expérimentaux, et
maintenu constant d’un jour a I'autre, afin que chaque rat ait une heure de passage fixe, mais
que les éventuelles fluctuations nycthémérales entre les groupes expérimentaux soient
équilibrées.

A. Actimétrie

1. Principe

Ce test a pour but d’évaluer I'activité locomotrice des animaux sur une longue période. A
I'origine, ce test était réalisé dans les cages de stabulation des animaux, et donc dans un
environnement familier ; or depuis plusieurs années, les rats du laboratoire sont stabulés par
3, ce qui nous oblige a les séparer pour la durée de ce test. Il en découle une certaine
fluctuation des résultats actuels par rapport a ceux réalisés jadis, sans que pour autant le
systeme n’empéche la mise en évidence d’une hyper- ou d’'une hypoactivité.
Pour mesurer l'activité locomotrice, les rats sont placés individuellement dans de nouvelles
cages propres. Nous mesurons ainsi I’activité locomotrice spontanée des animaux dans le sens

longitudinal (i.e., d’un bout a 'autre de la cage).
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2. Dispositif

Cellule émettrice | Cellule réceptrice

Figure 29. Mesure de I'activité locomotrice.

A. Configuration de deux paires de cellules d’actographie. B. Cellule émettrice et réceptrice C. Principe
de fonctionnement de I’enregistrement de I’activité locomotrice en D.

Les cages (Makrolon, 42cm x 26cm x15 cm) sont positionnées sur des étagéres équipées de
cellules photoélectriques, qui émettent des faisceaux lumineux infrarouges, situés a chaque
extrémité de la cage, et qui la traversent dans le sens de la largeur, a 4,5 cm au-dessus du sol
et a 28 cm l'une de I'autre. Elles sont ciblées sur des réflecteurs. Cellules et réflecteurs sont
placées a I'extérieur de la cage. Dés que le rat interrompt successivement les deux faisceaux,
une traversée de cage est comptabilisée, quelle que soit la direction. Les données recueillies
par un ordinateur le sont instantanément, mais elles sont sauvegardées a une fréquence que
nous avons fixée a 5 minutes. Plusieurs périodes d’enregistrement sont prises en compte. Une
phase dite d'habituation commence immédiatement apres l'introduction des rats dans la salle
de test; elle dure trois heures. Cette phase est destinée a obtenir une mesure de l'activité
locomotrice en réponse a I'introduction des rats dans un environnement nouveau (nouvelle
cage, nouvelle piéce). On distingue ensuite I'activité locomotrice pendant les périodes diurnes
et nocturnes. Les rats étant des animaux nocturnes, on attend une hausse de l'activité
locomotrice pendant la période d’extinction des lumiéres artificielles. Sans ces lumiéres, la
piece est parfaitement obscure. Deux actimétries ont été réalisées, une avant et une apres la
chirurgie, afin de vérifier 'impact éventuel de nos injections virales sur I'activité locomotrice

des rats.
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B. Labyrinthe en croix surélevé

1. Principe

Figure 30. Labyrinthe en croix surélevé.

A. Photographie de la salle de test et sa configuration. Les dimensions ont été ajoutées en blanc. B.
Labyrinthe vu d’au dessus de maniére schématique. Les valeurs indiquées dans chaque bras correspondent
a la luminosité mesurée en Lux.

Le labyrinthe en croix surélevé est utilisé pour évaluer le comportement de type anxieux chez
les rongeurs (Pellow et al., 1985). Il crée un conflit entre deux motivations des rongeurs que
sont I’envie d’explorer un nouvel environnement et la peur des espaces ouverts (ou ils sont
théoriquement visibles pour des prédateurs).
2. Dispositif

Le labyrinthe est composé de plexiglas noir, et comprend deux bras ouverts opposés (50 x 10
cm) et deux bras dits fermés car bordés par des parois d’une hauteur de 40 cm. Ces quatre
bras convergent en angle droit au niveau d'une zone centrale carrée (10 x 10 cm), le tout
formant une croix en vue aérienne, d’ou son appellation. Pour éviter une éventuelle chute
depuis un des bras ouverts, un léger bord surélevé (1,5cm) permet un certain degré de
sécurisation a l'intention des rats. L'ensemble du labyrinthe surplombe le sol de 73 cm. Pour
les tests, les rats ont été placés dans une cage de transport sans litiére, et amenés dans la salle
de test 5 min avant le début du test. lls ont ensuite été déposés dans la partie centrale du
labyrinthe face un bras fermé. L'expérimentateur est positionné a I'abri de la vue du rat,
derriere un écran d’ordinateur, duquel il est possible de scorer le temps et le nombre d’entrée

des rats dans les différents bras, puisqu’une caméra fixée au plafond permet de suivre en
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direct le comportement de I'animal retransmis sur un écran. Le rat explore librement le
labyrinthe pendant 5 min. A la fin du temps imparti, le rat est ramené a sa cage de stabulation,
et le labyrinthe ainsi que la cage de transport sont nettoyés a I'alcool (70%), puis a I’eau, pour
éliminer au mieux les odeurs avant le passage du prochain rat.
C. Piscine de Morris

1. Principe
La piscine de Morris est un labyrinthe aquatique. Le dispositif et les taches de base ont été
inventés par Richard Morris en 1981. La piscine de Morris permet de tester la mémoire
spatiale des rats, c’est-a-dire la capacité qu’ils ont de se construire une représentation
mentale de leur environnement et de I'utiliser a des fins de navigation ciblée.

2. Dispositif
La piscine de Morris est un dispositif circulaire en PVC blanc, d’'un diametre de 160 cm, et

d’une hauteur de 60 cm, virtuellement découpé en quatre quadrants de surface égale (NO,

Figure 31. Photographie de la salle de test en Piscine de Morris.

A. Photographie de la salle de test et sa configuration. Les dimensions ont été ajoutées en blanc. B. Rat en
train d’échantillonner une fois la plateforme trouvée.

NE, SO et SE). La piscine est remplie d’eau jusqu’a mi-hauteur (33 cm de hauteur, soit pres de
660 litres). L'eau est opacifiée a I'aide de blanc de Meudon (185 g) afin que les animaux ne

puissent plus distinguer la plateforme par transparence a partir de la surface de I'eau. L'eau
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est fraiche (20+1°C) et constitue un milieu relativement aversif pour les rats, ce qui les
motivera a vouloir s’en soustraire. Une plateforme (PF) immergée (11 cm de diameétre, 31 cm
de hauteur, placée a 2 cm sous la surface de I’eau) constitue la seule échappatoire. Sa position
fixe d’un jour a I'autre sera mémorisée par les rats en relation avec la configuration des
différents indices spatiaux présents dans la piece (formes contrastées au mur, évier... ; Figure
31). Une caméra est positionnée a la verticale au-dessus du centre de la piscine. Elle est reliée
a un ordinateur utilisant le logiciel ANY-maze (Stoelting, Dublin, Ireland). Divers parametres
sont alors enregistrés ; la latence d’arrivée a la plateforme, la distance parcourue, la vitesse
de déplacement et le temps passé dans les différentes zones, ce qui permet une analyse

comportementale précise.

3. Protocole
Habituation Acquisition Rappel
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Figure 32. Protocole en piscine de Morris

A Habituation avec plateforme visible. B. Acquisition (8 jours) avec plateforme immergée et invisible. C.
Test de rappel sans plateforme, 25 jours apres I'acquisition, au cours duquel 2 points de ldcher différents
sont utilisés.

Pour tester I'impact d’une déconnexion spécifique entre le CPFm et le ReRh sur la
consolidation d’un souvenir spatial, le protocole de mémoire de référence en Piscine de
Morris (Morris Water Maze ou MWM) a été utilisé (Figure 32). Il consiste en 'apprentissage
de la position constante d’'une PF, unique échappatoire, grace a l'utilisation des indices
spatiaux de la piece. Il est pour cela nécessaire de conserver la disposition strictement

identique de tous les éléments de la piece d’un jour a I'autre.
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Habituation : Cette phase a pour but de familiariser I'animal avec le dispositif et de lui
apprendre qu’il existe une échappatoire dans le bassin. Pour cela, un disque noir opaque est
disposé a la surface de la plateforme (placée dans le quadrant SE) pour la rendre visible. Cela
permet aussi de vérifier I'absence de déficit visuel, motivationnel, sensori-moteur ou
locomoteur, qui pourrait biaiser I’évaluation cognitive. De plus, pour empécher I'acces aux
indices spatiaux, un rideau est placé autour de la piscine. L’habituation consiste en une séance
de 4 essais consécutifs, chaque essai étant d’'une durée maximale de 60 sec. Les points de
lacher varient d’un essai a I'autre (NO, SO, NE, S). Les animaux sont toujours lachés face a la
paroi du dispositif. Si I'animal n’a pas trouvé la PF dans le temps imparti, il y est délicatement

guidé par I'expérimentateur et laissé la pendant 15 sec avant de commencer |’essai suivant.

Acquisition : Lors de I'acquisition, les rats sont entrainés pendant 8 jours, durant 4 essais
consécutifs par jour. Le disque noir présent sur la PF durant I’habituation est retiré, et la plate-
forme est immergée (2 cm sous la surface de I'eau opacifiée), ce qui la rend totalement
invisible pour le rat. Elle est placée dans le quadrant NO, position qui ne changera pas tout au
long de I'apprentissage. Les points de lacher sont randomisés d’un essai a I'autre, mais aussi
d’un jour a 'autre (N,S,E,O ; S,0O,N,E ; ...). L'essai dure 60 sec au plus. Si I'animal trouve la PF
avant, I'essai est stoppé automatiquement par le logiciel de vidéo-tracking.

Les variables mesurées durant I'acquisition sont la distance et la latence pour atteindre la PF,
la vitesse de nage, ainsi que la thigmotaxis, c’est-a-dire le temps passé a nager a proximité des
parois, qui traduit un comportement anxieux prenant le dessus sur I'appréhension cognitive
de la tache ( ). En effet, ce dernier paramétre est souvent considéré
comme un indice d’anxiété chez les rongeurs. En guise d’amélioration des performances, on
s’attend a ce que ces paramétres (exceptée la vitesse de nage) diminuent au fur et a mesure

de la progression des séances.

Test de rappel : Les tests de rappel permettent d’évaluer les capacités de mémoire a long
terme de I'emplacement de la PF. Le protocole classiquement utilisé consiste a mesurer les
performances de rappel au délai de 5 jours post-apprentissage pour évaluer la mémoire
récente et a celui de 25 jours pour I'évaluation de la mémoire ancienne

. Le test consiste en un essai unique de 60 sec durant lequel la PF est retirée

de I'’enceinte. Le lacher du rat se fait dans le quadrant NE ou SO. Il est différent des points de
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lacher utilisés pendant I'acquisition. On mesure alors le temps que passe le rat dans chaque
quadrant. Si le rat passe significativement plus de temps que le hasard (15s, 60s/4 quadrants)
dans le quadrant ou se trouvait la PF pendant I'acquisition (quadrant-cible), on considere que
I’animal a mémorisé I'emplacement de la PF. Si ce temps ne differe pas du hasard, on retiendra
que I'animal n’est pas capable de rappeler la position de la PF. On mesure également la vitesse
de nage, la thigmotaxis et le nombre de croisements de I'annulus. Il s’agit d’'une zone
comprenant la PF élargie d’un anneau de 10 cm (31 cm de diamétre, centrée sur la position
exacte de la PF durant I'acquisition), qui sert d’indice de précision de la mémaoire (
).
IV. Histologie

A. Mise a mort
Les rats subissent une injection intra-péritonéale de Kétamine (Imalgéne 1000, Mérial, 200

mg/kg, anesthésiant) et de Xylazine (Rompun 2%, Bayer, 30 mg/kg, analgésique). Aprés perte
de toute réaction a des stimulations nociceptives (pincement de la queue et de la patte), la
cage thoracique est ouverte et les animaux sont soumis a une perfusion intracardiaque (débit
10mL/min) d’une solution de NaCl pendant 5 min, suivie, pendant 15 min, de
paraformaldéhyde 4% (PAF) a 4°C afin de fixer les tissus. Pour cela, aprés la thoracotomie,
I’aorte descendante est clampée afin de limiter la circulation des différentes solutions a la
partie supérieure du corps de I"animal. Une fois perfusés, les animaux sont décapités, les
cerveaux extraits de la boite cranienne et post-fixés dans du PAF 4% pendant 2h. lls sont
ensuite laissés dans une solution de D-saccharose a 30% durant 48h a 4°C pour cryoprotection,
puis sont congelés par immersion dans une solution d’isopentane a -40°C pendant 1 min et
conservés a -80°C en attendant d’étre coupés. Des coupes coronales d’une épaisseur de 40
um sont ensuite réalisées a I'aide d’un cryostat (Microm HM560, Thermo Scientific). Les
structures d’intérét sont le CPFm, les ReRh, ainsi que I'HIP dorsal et I'HIP ventral. Les coupes
histologiques de ces structures sont récupérées en série dans des boites de 24 puits contenant
une solution cryoprotectrice (solution tampon, éthyléne glycol et glycérol). Ces coupes sont
conservées dans cette solution a -20°C, d’ou elles seront extraites au moment de réaliser des

colorations.

B. Immunohistofluorescence
Une analyse histologique des tissus prélevés a systématiquement eu lieu, et ce dans les buts

1) de caractériser I'infection par I’AAV Cre-rétrograde au sein des ReRh, et 2) de quantifier la
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proportion de la déconnexion en réalisant un comptage des neurones rétromarqués dans le
CPFm. La visualisation de l'infection virale peut s’observer directement au microscope.
Cependant, un immunomarquage de la protéine NeuN a été réalisé afin de faciliter la
visualisation et la délimitation des différentes structures cérébrales, et un immunomarquage
anti-GFP a été ajouté sur les coupes du CPFm, permettant une amplification du signal dans les
neurones rétromarqués/de projection. La protéine NeuN (Neuronal Nuclei) est localisée dans
les noyaux et le cytoplasme périnucléaire des neurones du systeme nerveux central des
mammiféres (Gusel'nikova and Korzhevskiy, 2015). Un anticorps anti-NeuN permet donc

I'identification des neurones de maniere spécifique.

1. Protocole

Une sélection de deux des huit puits comprenant des coupes issues des ReRh permet
I’obtention d’environ 12 coupes, uniformément réparties sur toute I'étendue rostro-caudale
de la structure d’intérét. Elles sont réparties dans 3 puits de 300 pL chacun. Apres trois
rincages de 10 min au PBS, les coupes sont mises en présence de sérum d’ane (tampon PBS a
5 % de sérum d’ane) pendant 1 h, et ce a température ambiante. Cette étape permet de
bloquer les sites aspécifiques grace aux nombreuses protéines présentes dans le sérum. Les
coupes sont ensuite incubées avec I'anticorps primaire pendant une nuit a température
ambiante, sous agitation. Le lendemain, elles sont a nouveau rincées trois fois au PBS, et mises
en présence de I'anticorps secondaire pendant 2h a température ambiante. Elles sont une
derniere fois rincées trois fois au PBS, a raison de 10 min par ringage, |'avant-dernier ringage
contenant du DAPI pour colorer les noyaux (1/2000). Les coupes sont alors montées sur lames
gélatinées, rincées avec un peu d’eau ultra pure une fois séches, avant d’étre incluses entre
lame et lamelle dans un milieu d’inclusion adéquat a I'immunofluorescence (Mowiol®, Sigma

Aldrich).
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C. Microscopie
L'ensemble des images ont été réalisées au microscope Axio Imager (Zeiss), un

microscope a épifluorescence équipé d'un contréle motorisé x-y-z. Les images ont été
réalisées a l'aide du logiciel Zen (Zeiss). La méme intensité lumineuse et le méme temps
d'exposition ont été utilisés pour toutes les coupes d’'un méme groupe. La mise au point a été
réalisée sur le canal du fluorophore pour le marquage NeuN et les parameétres de prise
d’'images ont été déterminés en fonction du signal le plus fort, dans le but d’éviter toute
surexposition.
D. Quantification

1. Quantification de I'aire d’infection virale avec le logiciel QuPath
Les coupes sont superposées aux planches neuroanatomiques correspondantes aux
coordonnées antéropostérieures (AP) de la coupe, grace a la détermination du niveau du
bregma. Ainsi, il est possible de redessiner directement sur ordinateur I'entendue de
I'infection virale dans notre région d’intérét, cela en utilisant le logiciel Qpath. Ce logiciel va
calculer la surface de la zone dessinée (um?) ce qui permet d’évaluer le pourcentage de la zone
infectée, en effectuant le rapport entre l'aire infectée et l'aire totale. L’infection est
caractérisée sur 6 coupes / rat, dont le nombre peut étre considéré comme représentatif de
I’ensemble de la structure. Nous avons choisi un critére relativement permissif, car les mémes
caractérisations d’infection se réalisent généralement sur 4 coupes. Une infection est
considérée comme acceptable lorsque I'atteinte de la structure cible est supérieure a 20% et
gue celle des régions adjacentes est faible. Ces criteres objectifs permettent d’exclure les
animaux dont 'infection est insuffisante, ou mal localisée, sur le méme principe que les lésions
excitotoxiques réalisées dans une étude antérieure (Loureiro et al., 2012). Dans notre cas, il
est particulierement important d’étre intransigeant sur 'infection des régions adjacentes,
puisqu’elles peuvent potentiellement étre la cible de projection du CPFm. Spécifiquement,
plusieurs auteurs ont décrit d’intenses projections de la couche 6 du CPFm sur le noyau
médiodorsal du thalamus (MD) (Gabbott et al., 2005; Anastasiades and Carter, 2021). Si
I'infection de ’AAV Cre GFP empiétait en effet sur le MD, la voie de projection du CPFm au
MD se verrait déconnectée, méme si ¢ca n’était qu’en partie, et nous perdrions toute

spécificité.
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2. Nombre de neurones/noyaux marqués avec le logiciel QuPath

Seuls les rats dont I'infection dans les ReRh est considérée comme acceptable sont conservés
pour I'estimation quantitative de la déconnexion. Pour cela, une fois le signal GFP amplifié par
immunohistofluorescence, nous procédons a un comptage semi-automatique des neurones
rétromarqués GFP+ dans le CPFm. Pour cela nous utilisons la fonction « Cell Detection » du
logiciel Qpath.

Le but de ce comptage est de comparer les groupes CTRL-CRE et CTRL-CASP a notre groupe
DECO-CT. La comparaison la plus pertinente sera celle avec le groupe CTRL-CRE, puisqu’il s’agit
du méme virus rétrograde injecté dans les ReRh. Dans le groupe CTRL-CASP, la GFP de I'AAV-
GFP est cytoplasmique, et non nucléaire. Nous serons donc plus prudents quant a

I'interprétation des résultats.

V. Statistiques

L'ensemble des données de cette these est représenté sous la forme de moyenne * erreur-
type (ET). Les tests statistiques ont été effectués avec le logiciel Graphpad Prism 7. Sur
I'ensemble des analyses, le seuil de significativité est placé a 0,05. Les test-t de Student
(comparaison de 2 moyennes ou d’'une moyenne a une valeur de référence) et ANOVA a 2
facteurs (a mesure répétée lorsque c’était approprié) ont été utilisés. Ces analyses de variance
ont été complétées par des comparaisons multiples post-hoc de Newman-Keuls. Ce test est
un bon compromis entre conservatisme et puissance. Dans le cas d'une distribution non
paramétrique, le test de Kruskal-Wallis, suivi du test de comparaisons multiples de Dunn ont

été choisis.
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-Résultats-
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I Mise au point de la déconnexion spécifique

A. Voie cortico-thalamique
Au commencement de ce travail de these, peu de littérature décrivait l'utilisation de

I'approche Cre-Caspase pour induire une déconnexion spécifique entre deux régions
cérébrales. Cette technique, mise au point par Yang et collaborateurs en 2013 n’avait alors
gue trés peu été utilisée, et jamais dans les structures cibles de notre projet ( ).
Les seules études ayant utilisé cette technique jusqu’alors s’étaient focalisées sur les
connexions entre le cerveau antérieur et I’"hypothalamus, I’"habenula et le tronc cérébral, ou
encore le striatum et la partie dorsale du tronc cérébral (
).
La Iésion spécifique de la voie du CPFm au ReRh est réalisée grace a I'expression de la caspase

sous la dépendance de la Cre-recombinase (Cre), rendue possible grace a l'injection

stéréotaxique de virus adénoassociés (AAV) ( ).
A anv EFta [ onaL AAVrg EFla m Cre B AAV EFla -‘ dA3L navig hsyn - [GER cre
Volume : 1ul x 2 Volume : 1pL x 2
. Volume :0,6 puL x 2 . Volume :0,6 uL x 2
5 Titre: l'sxm",lz Titre : 2,3x10012 Titre: 1'8‘10'\%2 Titre : 2,5x10413
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Figure 33. Mise au point de I'approche virale - Voie cortico-thalamique

La mise au point de la déconnexion s’est faite gréce a une injection unilatérale de caspase floxée dans le CPFm,
dépendante de I'expression de la Cre. Deux vecteurs viraux porteurs de la Cre ont été testés ; ’AAV-Cre-mCherry
enA. et '’AAV-Cre-GFP en B., tous deux injectés dans les ReRh. La procédure chirurgicale est illustrée dans les panels
du haut. Dans les panels du bas, des photos typiques de chaque structure sont présentées, et correspondent a un
délai de 5 semaines post-chirurgical. En A, la couleur verte correspond a I'immunohistofiuorescence de la protéine
Calrétinine, qui nous permet de délimiter les ReRh, et la couleur rouge correspond aux neurones exprimant la
mCherry. En B, la couleur rouge correspond a I'immunohistofluorescence de la protéine Calrétinine dans les ReRh
et de la protéine NeuN dans le CPFm, et la couleur verte correspond aux neurones exprimant la GFP.

\

Notre premier objectif consistait ainsi a mettre au point cette technique de déconnexion
virale. D’abord, deux vecteurs viraux porteurs de la Cre ont été comparés : I’AAV-Cre-mCherry,

et ’AAV-Cre-GFP. Dans les deux cas, ils ont été injectés dans les ReRh (b et d), a raison de 2
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injections antéro-postérieures de 0,6 uL. Cette premiére injection a été combinée avec une
injection unilatérale de caspase dans le CPFm gauche (a et c¢), dans le but de comparer les deux
hémispheéres. Le coté n’ayant pas regu la caspase nous a servi de contrdle, puisque la voie de
projection CPFm—>ReRh est principalement ipsilatérale ( ). Une fois les injections
virales réalisées, les rats ont été maintenus pendant une période de 5 semaines post-

opératoires, afin de laisser suffisamment de temps aux virus pour s’exprimer.

Avant de décrire les résultats, il est important de spécifier quelques différences importantes
quant a la constitution des deux virus rétrogrades, les AAV-Cre-GFP et AAV-Cre-mCherry. Elles
reposent sur deux points ; leur promoteur, et la localisation de leur fluorophore. L’AAV-Cre-
GFP est composé du promoteur hSyn (de I'anglais human synapsin), spécifique aux neurones.
Aussi, dans sa construction, la Cre et la protéine rapportrice fluorescente de la GFP sont
fusionnées. Puisque la Cre est nucléaire, cette fusion détermine la localisation de la GFP dans
le noyau des neurones, ce qui explique le marquage ponctiforme et I'absence de fibres sur les
photographies prises sur la Figure 33 B. En revanche, I'"AAV-Cre-mCherry comporte le
promoteur EFla (Elongation Factor 1 alpha), entrainant une expression ubiquitaire. Dans ce
vecteur viral, la Cre et la protéine rapportrice fluorescente mCherry ne sont pas fusionnées,
induisant une localisation cytoplasmique de la mCherry, visualisable par un marquage

important des fibres (Figure 33A).

Etape 1 : Vérification de la qualité de I'injection de la Cre dans les ReRh

Sur la figure 33, on peut observer, dans I’"hémisphéere contrdle, une grande variabilité entre le
nombre de neurones rétromarqués dans le CPFm, ce qui est d{, d’une part a des différences
d’affinités, de tropisme, ou de qualité de transport des particules virales entre les deux AAV
rétrogrades, et d’autre part a des différences dans la qualité de I'infection des ReRh. En effet,
le nombre de neurones rétromarqués dans le CPFm exprimant la GFP est fortement
dépendant de I'étendue de l'infection de I’AAV rétrograde dans les ReRh. Une corrélation
entre le nombre de neurones comptés dans le CPFm et I’étendue antéro-postérieure de
I'infection par I’AAV-Cre dans les ReRh (nombre de coupes présentant un marquage spécifique
aux ReRh) indique un coefficient de corrélation r = 0,9981, p=0,04. (non illustrée)

Afin de valider notre déconnexion, la premiere étape a consisté en la vérification de la

localisation de I'injection de la Cre (AAV-Cre-mCherry ou AAV-Cre-GFP) dans les ReRh.
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Cette hétérogénéité concernant le nombre de neurones rétromarqués dans le CPFm peut
également étre observée entre les rats, ce qui est illustré sur la Figure 34A. Elle représente le
nombre total de neurones rétromarqués comptabilisé dans le CPFm, et ce chez les 3 rats ayant
été retenus pour le comptage. Les rats dont I'infection par la Cre était unilatérale ou en dehors
des ReRh ont été exclus. Cette méme raison a mené a I’exclusion de 3 rats sur 4 dans le groupe
ayant regu I’AAV-Cre-mCherry, raison pour laquelle seuls les résultats de I’AAV-Cre-GFP seront

présentés ci-apres.

Etape 2 : Quantification de la déconnexion dans le CPFm
Le comptage du nombre de neurones rétromarqués GFP dans le CPFm indique une réduction
de 33,27% dans I’"hémisphere ayant regu l'injection de caspase. Un t-test pour échantillons
appariés portant sur les 21 coupes des 3 rats (7 par rat), indique que cette différence est

significative. (t(20) =3,978, p= 0,0007, Figure 34B).
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Figure 34. Comptage du nombre de neurones rétromarqués dans le CPFm

A. Nombre total de neurones rétromarqués, comptés dans le CPFm, suite a l'injection de '’AAV-Cre-GFP dans les
ReRh. L’hémisphére ayant regu la caspase est en violet, et ’hémisphére contréle en vert. Le nombre total est égal
a la somme des neurones comptés sur 'ensemble des niveaux d’antéro-postériorité du CPFm, sur 7 coupes, et ce
pour chacun des trois rats B10-2, B2-1 et B1-1. B. Nombre de neurones comptés sur chaque coupe, et ce pour les 3
rats de la figure A. Les détails des différentes lignes connectant les points (pleines, en pointillés, ou en tirets)
représentent les 3 différents rats. Statistiques : ***, p < 0,001 différence entre les deux hémisphéres
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Afin de quantifier I’étendue de la déconnexion sur I'ensemble du CPFm, le pourcentage de
perte de neurones a été réalisé en fonction du niveau d’antéro-postériorité (A-P), et est
représenté en Figure 35. On peut voir que le pourcentage de perte de neurones est le plus
important au niveau d’A-P correspondant au site d’injection de la caspase. Ce pourcentage de
perte est significativement différent de 0 (t(2=16,94, p=0,0035). Il s’agit cependant du seul
niveau a I'étre, ce qui peut étre expliqué par la taille relativement faible de notre échantillon

(n=3).
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Figure 35. Pourcentage de perte de neurones selon le niveau d'antéro-postériorité par

rapport au bregma

L’évaluation de I’étendue de la perte neuronale a été réalisée sur 3 rats. Le pourcentage de perte a été calculé de la
maniére suivante : 100 — (nombre de neurones comptés dans I’hémisphére caspase * 100 / nombre de neurones
comptés dans I’hémisphere contréle). Le site d’injection de la caspase est a 3mm par rapport au bregma. Le
comptage des neurones a été réalisé sur 7 coupes/ rat. Statistiques : **: p<0,01 différent de 0.

Dans le but d’obtenir une validation conceptuelle de la technique de déconnexion virale, la

déconnexion de la voie inverse a également été mise au point, projetant des ReRh au CPFm.
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B. Voie thalamo-corticale
De la méme maniére que pour la voie cortico-thalamique, les deux AVV rétrogrades porteurs

de la Cre, I'AAV-Cre-mCherry et I'AAV-Cre-GFP, ont été testés pour déconnecter la voie
inverse, celle issue des ReRh et projetant vers le CPFm. La partie des ReRh qui projette
spécifiguement au CPFm est celle des periRe ( ), détourée
en blanc dans la Figure 36. Dans les deux cas, les AAV-Cre ont été injectés dans le CPFm de
maniére bilatérale (a et c), a raison d’une injection antéro-postérieure de 0,6 pL. Cette
premiére injection a été combinée avec une injection unilatérale de caspase dans le PeriRe

gauche (b et d), dans le but de comparer les deux hémisphéres.

A navig er1a [ENEREY- cre v erta [ anar B Aavig hsyn - [JEEEI cre nav EFta - [EEERY- dnat
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r Volume : 1uL x 2 Volume :0,6 pl x 2
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Figure 36. Mise au point de I'approche virale — Voie thalamo-corticale

La Figure 36 est construite de la méme maniére que la Figure 33 ; ’AAV-Cre-mCherry est représenté en A. et I’AAV-Cre-GFP
en B. La procédure chirurgicale est représentée dans les panels du haut. Dans les panels du bas, des photos typiques de
chaque structure sont représentées, et correspondent a un délai de 5 semaines post-chirurgical. Le CPFm regoit le vecteur
viral comportant la Cre, et le PeriRe gauche celui comportant la caspase.

En A, la couleur verte (a) correspond a I'immunohistofluorescence de la protéine NeuN, et la couleur rouge correspond aux
neurones exprimant la mCherry. Le CPFm est représenté en a, et les ReRh en b. En B, la couleur rouge correspond a
I'immunohistofluorescence de la protéine NeuN, et la couleur verte correspond aux neurones exprimant la GFP. Le CPFm
est représenté en c, et les ReRh en d.

Etape 1 : Vérification de la qualité de I'injection de la Cre dans le CPFm

L’étude du site d’injection de la Cre dans le CPFm nous a mené a I’exclusion de 2 rats de chaque
groupe, du fait d’infections asymétriques (n=3) ou unilatérales. (n=1) De cette maniére, nous
obtenons un total de 4 rats dans chaque groupe, sur lesquels nous procédons au comptage

des neurones rétromarqués dans les PeriRe.
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Etape 2 : Quantification de la déconnexion dans les PeriRe—AAV-Cre-mCherry

Le comptage du nombre de neurones rétromarqués mCherry dans les PeriRe indique une
réduction de 68,7% dans I’hémisphére dans lequel la caspase a été injectée. Un t-test pour
échantillons appariés portant sur le nombre moyen de neurones par coupe (n=4 rats, 14

coupes par rat) indique que cette différence est significative (t3)=4,847, p=0,0168) (Figure 37).
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Figure 37. Comptage du nombre de neurones rétromarqués dans les periRe — AAV-Cre-

mCherry

A. Nombre moyen de neurones rétromarqués dans les PeriRe par coupe suite a l'injection de 'AAV-Cre-mCherry
dans le CPFm, et ce pour les 4 rats de la figure B. Le nombre moyen de neurones comptés dans le PeriRe ayant recu
la caspase est en violet ; le contréle est en rouge. B. Nombre total de neurones rétromarqués dans les PeriRe, soit
la somme des neurones sur ’ensemble des niveaux d’A-P, sur 14 coupes/rat. Statistiques : *, p < 0.05 différence
entre les PeriRe avec et sans caspase.

La figure 37B montre le nombre total de neurones rétromarqués dans les PeriRe, chez les 4
rats du groupe AAV-Cre-mCherry. Ce nombre est tres faible, en moyenne de 1+ 0,2 neurones
dans le PeriRe ayant recu la caspase, et de 3,2+0,3 neurones dans le PeriRe contréle.

Ce résultat est d’'une part di a la petite taille de la structure. Néanmoins, il est problématique
puisqu’il rend difficile, voire impossible, toute interprétation de cette déconnexion. En effet,
si on considére un pourcentage de perte de la voie, ce chiffre atteint 70,2% en moyenne, ce
qui semble trés efficace a priori, mais ne I'est pas en réalité si 'on compare plus tard avec le
nombre de neurones rétromarqués suite a 'utilisation de I’AAV-Cre-GFP.

La figure 38 représente le nombre de neurones dans chaque PeriRe, selon les niveaux d’AP,
sur 14 coupes (n=4). ANOVA a deux facteurs, indique un effet de la Caspase (F1,10= 21,42,
p=0,0002), du Niveau d’AP (Fi319 = 3,478 p = 0,0069), ainsi qu’une Interaction entre ces 2
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facteurs (Fi3,10 = 2,297, p=0,0485). L'analyse post-hoc réalisée par un test de Bonferroni
indique que la différence de neurones comptés avec et sans caspase est significative pour le
niveau d’AP -1,7 mm (p=0,0003) par rapport au Bregma, correspondant au niveau d’injection

de la caspase.
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Figure 38. Nombre de neurones comptés sur I'ensemble des niveaux antéro-postérieurs des

periRe — AAV-Cre-mCherry

L’évaluation de I'étendue de la déconnexion a été réalisée sur 4 rats. Pour chaque niveau d’AP, le nombre de
neurones comptés dans le PeriRe contréle (en rouge), versus caspase (en violet), est représenté. Le site d’injection
de la caspase était a-1.7 mm par rapport au bregma. Le comptage des neurones a été réalisé sur 14 coupes pour
chaque rat. Statistiques : ***: p<0,001 différence entre les PeriRe avec et sans caspase

Etape 3 : Quantification de la déconnexion dans les PeriRe—AAV-Cre-GFP

Le comptage du nombre de neurones rétromarqués GFP dans les PeriRe indique une réduction
de 93,5% dans I'hémisphere ayant recu l'injection de caspase. Un t-test pour échantillons
appariés portant sur les nombre moyen de neurones par coupe (n=4 rats, 14 coupes/rat),
indique que cette différence est significative (t3=4,018, p=0,0277).

La figure 39B montre le nombre total de neurones rétromarqués dans les PeriRe, chez les 4

rats du groupe AAV-Cre-GFP.
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En comparant avec les résultats obtenus précédemment, on remarque que la somme totale
des neurones rétromarqués suite a I'injection de I’AAV-Cre-GFP est beaucoup plus importante
gu’avec 'AAV-Cre-mCherry, puisqu’on a comptabilisé un nombre total de neurones dans le
PeriRe contréle d’en moyenne 189,3151, contre seulement 28,515,8 pour ’AAV-Cre-mCherry
(Figure 37B). De maniére logique, le nombre moyen de neurones rétromarqués par coupe
dans le PeriRe controle est également plus élevé avec I’AAV-Cre-GFP, en moyenne de
16,943,7, que I’AAV-Cre-mCherry, en moyenne de 3,2+0,3. Cette différence est significative
(t3=3,807, p=0,0319).
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Figure 39. Comptage du nombre de neurones rétromarqués dans les periRe — AAV-Cre-
GFP

A. Nombre moyen de neurones rétromarqués dans les PeriRe par coupe suite a l'injection de I’AAV-Cre-
GFP dans le CPFm, et ce pour les 4 rats de la figure B. Le nombre moyen de neurones dans le PeriRe
ayant recu la caspase est en violet, et contréle en rouge. B. Nombre total de neurones rétromarqués
dans les PeriRe, soit la somme des neurones sur I'ensemble des niveaux d’A-P, sur 14 coupes, pour
chaque 4 rat. Statistiques : *, p < 0,05 différence entre les PeriRe avec et sans caspase.

Cependant, le nombre de neurones comptabilisés dans les PeriRe ayant recu la caspase est
similaire entre les deux AAV, puisque I'on recense 1+ 0,2 avec ’AAV-Cre-mCherry, et 1,1 £ 0,3
pour I’AAV-Cre-GFP. (t3=0,6742, n.s). De ce fait, I'utilisation de I’AAV-Cre-GFP méne a une
efficacité plus élevée qu’avec I’AAV-Cre-mCherry, puisqu’en marquant davantage de
neurones, nous réussissons a déconnecter une plus grande partie de la voie thalamo-corticale.
La figure 40 représente le nombre de neurones dans chaque PeriRe, selon les niveaux d’AP,
sur 14 coupes (n=4). ANOVA a deux facteurs, indique un effet de la Caspase (F1,26 = 60,90,
p<0,0001), mais pas du Niveau d’AP (Fi326 = 1,641 ns), ni d’Interaction entre les 2 facteurs
(F13,26 = 2,036, ns). L'analyse post-hoc réalisée par un test de Bonferroni indique que la
différence de neurones comptés avec et sans caspase est significative pour les niveaux d’AP -

2,04,-2,4,-3 et -3,12 mm par rapport au Bregma.
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Figure 40. Nombre de neurones comptés sur I'ensemble des niveaux antéro-postérieurs des
periRe -- AAV-Cre-GFP

L’évaluation de I’étendue de la déconnexion a été réalisée sur 4 rats. Pour chaque niveau d’AP, le nombre de
neurones comptés dans le PeriRe contréle (en vert), versus caspase (en violet), est représenté. Le site
d’injection de la caspase était a-1,7 mm par rapport au bregma. Le comptage des neurones a été réalisé sur
14 coupes pour chaque rat. Statistiques : *: p<0,01; **: p<0,001 différence entre les PeriRe avec et sans

Pour conclure, I’AAV-Cre-GFP semble plus efficace, puisqu’il conduit a un plus grand nombre
de neurones rétromarqués, ce qui permet in fine de déconnecter une plus grande partie des

neurones. Nous continuons donc nos expériences avec I’AAV-Cre-GFP.

Etape 4 : Vérification de la spécificité de la technique de déconnexion virale —
Comparaison de la Iésion periRe et noyaux submédians du thalamus
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Figure 41. Comparaison du nombre total de neurones entre les periRe et les Sub

Nombre de neurones total dans les PeriRe et les noyaux submédians par coupe suite a I'injection de
I’AAV-Cre-GFP dans le CPFm, et ce pour 4 rats. Le nombre moyen de neurones dans le PeriRe ayant
recu la caspase est en violet, et contréle en gris. B. Localisation des noyaux submédians par rapport
aux PeriRe. Statistiques : *, p < 0.05; *** p<0,0001 différence entre les hémisphéres avec et sans
caspase.

La derniére étape de notre mise au point ne pouvait éluder la question de la spécificité de

I'action de la caspase. Pour cela, un marquage immunocytochimique de la protéine NeuN a
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été réalisé. Le but était de quantifier le nombre total de neurones NeuN+ dans les PeriRe avec
ou sans caspase, mais surtout, de pouvoir comparer avec une structure proche de I'injection
de la caspase, mais ne recevant pas de projection du CPFm : les noyaux submédians du
thalamus (Sub). En effet, les neurones de ces noyaux projettent fortement au cortex
orbitofrontal, mais pas au CPFm ( ).

La quantification du nombre total du nombre de neurones dans les noyaux Sub indique une
différence moyenne de 12,2+1,3 neurones entre les deux hémisphéres avec ou sans caspase,
contre 33,74+0,8 neurones de différences pour les PeriRe (Figure 41A). L'ANOVA a deux
facteurs, indique un effet de la Caspase (F1,3 = 1345, p<0,0001), de la Structure (F1,3= 26,73,
p=0,0140), et une Interaction entre les 2 facteurs (F1,3= 132,4, p=0,0014). L’analyse post-hoc
réalisée par un test de Bonferroni indique que le nombre total de neurones comptés dans les
deux hémispheres, avec et sans caspase, differe significativement, et ce pour les deux
structures (p=0,0158 pour les Sub, p<0,0001 pour les PeriRe).

Bien que cette différence apparaisse surprenante concernant le Sub, elle peut s’expliquer par
le passage de la fibre d’instillation, qui cause des dommages mécaniques non évitables lors de
I'injection virale. Cependant, lorsque I'on regarde le pourcentage de perte de neurones dans
les deux structures, on obtient 4,4%+0,8 pour les Sub, et 22,3%+0,7 pour les PeriRe, et cette

différence est significative (tz=15,39, p=0,0006).

Bien gqu’une faible proportion de neurones du Sub ait été altérée, probablement di a un
dommage mécanique lors la descente de I'aiguille d’instillation, ces résultats suggerent que
I’effet de la caspase est acceptablement spécifique au PeriRe ipsilatéral, ou les neurones Cre-
GFP ont été déconnectés, représentant 20% du nombre total des neurones. Cette étape nous

permet de valider notre approche de déconnexion virale, méme si celle-ci n’est que partielle.

126



Il. Déconnexion bilatérale de la voie cortico-thalamique

L’objectif de ces travaux était d’observer I'impact de la déconnexion bilatérale des voies de
projections du CPFm aux ReRh sur la persistance d’un souvenir spatial dans une tache de
piscine de Morris. Pour cela, les différents AAV ont été injectés grace a une chirurgie
stéréotaxique. Les 3 groupes expérimentaux sont représentés dans la Section Matériels et
Méthodes, Figure 28. Le groupe Déco-CT représenté en orange ci-apres, a recu I’AAV-Caspase
bilatéralement dans les CPFm, et I’AAV-Cre-GFP dans les ReRh. Les deux groupes controles,
Ctrl-Cre et Ctrl-Casp ont regu, respectivement, du PBS dans le CPFm et I’AAV-Cre-GFP dans les
ReRh, et I’AAV-Caspase dans le CPFm ainsi qu’un virus controle AAV-GFP, sans Cre.

Etant donné la relative nouveauté de I"approche au sein du laboratoire, nous avons mesuré
d’autres variables pouvant impacter les performances mnésiques, telles que I'activité
locomotrice pré- et post-chirurgicale, mais aussi le niveau d’anxiété dans le labyrinthe en croix
surélevé. Les animaux réalisent ensuite I'acquisition en piscine de Morris, avant d’étre testés
en mémoire spatiale a long terme ancienne, soit au délai de 25j, avant d’étre mis a mort.

Les cerveaux sont perfusés, congelés, avant d’étre coupés en fines tranches, puis soumis a
différents immunomarquages permettant une vérification des différents sites d’injection. A
I'origine, chaque groupe expérimental est constitué de 20 rats. Comme il n’est pas possible de
faire passer la totalité des 60 rats en une journée dans les différentes taches
comportementales, la cohorte a été réalisée en deux temps. La figure 42 représente le

décours du design expérimental.

3,5 SEMAINES 25 JOURS
{ —
ACTIVITE INJECTIONS VIRALES ACTIVITE ANXIETE ACQUISITION RAPPEL
LOCOMOTRICE STEREOTAXIE LOCOMOTRICE MEMOIRE SPATIALE  MEMOIRE SPATIALE

Figure 42. Design expérimental

A leur arrivée au laboratoire, les rats sont regroupés par 3, puis gardés dans leur cage d’élevage pour
acclimatation pendant 1 semaine. Les évaluations commencent par une mesure individuelle de I'activité
motrice sur 24h. Ensuite, les rats sont opérés. Aprés 3 semaines et demie, une nouvelle mesure de
I'activité locomotrice est réalisée. A 4 semaines post-chirurgicales, le test du labyrinthe en croix surélevé
est réalisé pour mesurer le niveau d’anxiété des animaux. Apreés cela, I'acquisition en Piscine de Morris
débute ; elle dure 8 jours. Le test de rappel est réalisé 25 jours apreés la fin de I'acquisition.
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A. Localisation et étendue des injections virales

best

worst

Figure 43. Sites d'injection de I'AAV-Cre-GFP dans les ReRh

Photographies d’une coupe de cerveau pour un rat correctement injecté dans les panels supérieurs (best),
et exclu (trop peu d’infection ou infection asymétrique) en bas (worst), pour chaque groupe expérimental.
Les coupes sont toutes a un niveau d’AP proche de -1,8 mm, soit un des deux sites d’injection de 'AAV-
Cre-GFP (groupes Ctrl Cre et Deco CT) ou de I’AAV-GFP (Ctrl Casp). La localisation de la GFP est nucléaire
pour les groupes Ctrl Cre et Deco-CT, et cytoplasmique pour le groupe Ctrl Casp, expliquant la différence
d’intensité des images. L’aire d’infection est détourée en blanc pour les groupes Ctrl Cre et Déco CT. Les
échelles sont égales a 500 um.

Comme décrit plus haut dans la mise au point de la technique, I'analyse histologique de la
déconnexion commence par la vérification du site d’injection du vecteur viral rétrograde,
I’AAV-Cre-GFP, dans les ReRh. Cette analyse ayant été réalisée sur 6 coupes représentatives
de I'ensemble des niveaux A-P de la structure. Les rats dont I'infection représentait moins de
20% de la totalité de la structure (Re + Rh + Peri Gauche et Peri Droit) ont été exclus. De ce
fait, I'effectif final de chaque groupe expérimental est n=10 pour le groupe Déco-CT, n=12
pour le groupe Ctrl Cre, et n=17 pour le groupe Ctrl Casp. L'analyse histologique de I'étendue
des infections virales indique que le groupe Déco-CT posséde une infection moyenne de
31,9%+2% de la région ReRh ainsi que des deux PeriRe. Celle-ci est de 31,2%+3% pour le

groupe Ctrl Cre, et de 47,1%+3% pour le groupe Ctrl Casp. Il est important de noter que la
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supériorité dans linfection du groupe Ctrl Casp peut étre di au fait que la GFP est
cytoplasmique, et non pas nucléaire, comme dans les deux autres groupes. La quantification
du marquage ponctiforme dans les groupes Déco-CT et Ctrl-Cre a également été plus
laborieux. Les différents virus utilisés (AAV-GFP vs AAV-Cre-GFP), mais aussi I'induction d’une
telle différence de marquage, empéchent la comparaison directe entre les groupes Déco-CT,

Ctrl Cre avec le groupe Ctrl-Casp.

La seconde étape de validation histologique repose sur I’'analyse du nombre de neurones
rétromarqués dans le CPFm. Cette étape n’a malheureusement pas encore pu étre réalisée et
les comptages sont en cours. Les résultats comportementaux présentés ci-aprés sont donc
préliminaires et a considérer avec précaution, car ils pourraient étre revus une fois les

vérifications histologiques finalisées.

B. Mesure de I'activité locomotrice avant et apres la chirurgie

A Pre-chirurgie B Post-chirurgie
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Figure 44. Mesure de I'activité locomotrice

Mesure de I'activité locomotrice avant (A et C) et apres (B et D) la chirurgie. Les panels A et B détaillent
le nombre de passages réalisés par heure sur la totalité des 24h d’enregistrement, pour les trois groupes,
Ctrl Cre en vert, Ctrl Casp en violet et Déco-CT en orange. Les panels C et D regroupent le nombre de
passages selon les périodes d’activité (en bleu sur les panels A et B), et de repos (en jaune). Le nombre
d’animaux dans chaque groupe est indiqué en bas, sur chaque histogramme. Lors de la mesure de
I'activité en post-chirurgie, une cellule du groupe Ctrl Casp a cessé de fonctionner, expliquant I’échantillon
n=16 et non pas =17. Statistiques : *** : p<0,001 ; **** p<0,0001
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La mesure de I'activité locomotrice a été réalisée de maniere préalable a la chirurgie, afin de
déterminer un niveau basal qui sera comparé aux mesures relevées apres les chirurgies. Ces
mesures nous permettent de vérifier I'absence de déficit locomoteur, ou d’impact éventuel
des injections virales sur ce comportement. Un tel déficit, s’il était avéré, pourrait
correspondre a des altérations comportementales susceptibles de biaiser I'interprétation des

données obtenues en piscine de Morris.

L’analyse de variance a deux facteurs indique un effet de la Période d’activité (F1,36= 192,5,
p<0,0001), mais pas du Groupe (F236 = 0,1827, ns), et on ne constate pas d’Interaction
significative entre ces deux facteurs (F2,36= 1,477, ns). L’analyse post-hoc réalisée a I'aide d’un
test de Bonferroniindique une différence significative du nombre de passages entre la période
jour et la période nuit, et ce pour les trois groupes (Figure 44 C). Cette différence était
attendue, les rats étant plus actifs en période nocturne qu’en période diurne.

Les mémes résultats sont obtenus concernant I'analyse réalisée aprées la chirurgie, avec un
effet significatif de la Période d’activité uniquement (F135 = 120,2, p<0,0001), effet qui
s’exprime dans tous les Groupes, comme le montre I'analyse post-hoc de Bonferroni (Figure

44 D)

Enfin la comparaison entre I’activité locomotrice pré- et post-chirurgicale indique un effet de
la Chirurgie lors de la comparaison des périodes de repos (jour) (F1, 3= 10.30, p=0.0028), ou
I'analyse post-hoc de Bonferroni indique une tendance a une augmentation de l'activité
locomotrice pour les groupes Ctrl Cre (p=0,0648), et Ctrl Casp (p=0,0506). Il n’y a cependant
pas de différence entre les Groupes (F 2, 36 = 0.02565, p=0.9747). Lors des périodes actives
(nuit), la comparaison pré- et post-chirurgie indique un effet d’interaction (F236 = 4,027,
p=0,0264), ou l'analyse post-hoc de Bonferroni indique une diminution significative de
I’activité locomotrice uniqguement chez le groupe Ctrl Cre (p=0,0323). Il n’y a pas de différence

entre les Groupes. (F 2,36 = 0,1913, p=0,8267).

Ces résultats indiquent une tendance a I'augmentation de |’activité locomotrice chez les deux
groupes contréles a la suite de la chirurgie, mais uniqguement lors de la période de repos. A
I'inverse, on note une diminution de l'activité locomotrice lors de la période d’activité

uniguement dans le groupe Ctrl Cre. Toutefois, la chirurgie n’entraine aucune différence entre
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les groupes expérimentaux. Ces résultats sont néanmoins a considérer avec une relative
prudence, puisque des travaux d’entretien au sein du batiment ont eu lieu lors de la premiére

actographie pré-chirurgie, ce qui pourrait avoir stressé nos rats et affecté leurs déplacements.

C. Mesure de I'anxiété
Le test du labyrinthe en croix surélevé a été réalisé 4 semaines apres les chirurgies pour vérifier

un éventuel effet de cette derniére sur I’'anxiété des animaux.

L’analyse de variance a deux facteurs du temps passé dans les différents bras indique un effet
Zone (F2,72 = 76,31, p<0,0001), mais pas du Groupe (F236 = 0,1151, ns), et il n’y a pas
d’Interaction significative entre les deux facteur (Fs,72 = 0,6602, ns). L’analyse post-hoc réalisée
a l'aide d’un test de Bonferroni indique que chacun des 3 groupes expérimentaux passe
significativement plus de temps dans les bras fermés que dans les bras ouverts et au centre.
(Figure 45A).

L’analyse de variance a deux facteurs du nombre d’entrée dans les différents bras indique un
effet Zone (F2,72 = 217,7, p<0,0001), mais aussi un effet du Groupe (F2,36 = 6,663, p=0,0035) ;
on ne note pas d’interaction significative (Fs,72= 1,033, ns). L’analyse post-hoc réalisée a I'aide
d’un test de Bonferroni indique que dans chacun des 3 groupes expérimentaux, les rats
réalisent significativement plus de passage au le centre, et d’entrées dans les bras fermés que
dans les bras ouverts. Dans le groupe Ctrl Casp on comptabilise significativement plus
d’entrées que dans le groupe Déco-CT (p<0,001), et cette différence est a la limite de la
significativité lorsque la comparaison porte sur le groupe Ctrl-Cre (p=0,0540). (Figure 45B). Ce
résultat est difficile a expliquer et pourrait correspondre a une fluctuation d’échantillonnage

pour la variable en question.
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Figure 45. Résultats du labyrinthe en croix surélevé

La figure A. représente le temps passé dans les différents bras (ouverts et fermés), ainsi que dans le centre
du labyrinthe. La figure B montre le nombre d’entrées dans ces différentes parties.
Statistiques : ** p<0,01 *** ; p<0,001 ; ****p<0,0001.

Ces résultats n’indiquent aucune différence dans le niveau d’anxiété entre les groupes,

puisque tous passent autant de temps dans les différents bras du labyrinthe.
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D. Tache de mémoire spatiale en piscine de Morris
Lors de la phase d’habituation, la distance parcourue pour atteindre la PF visible diminue au

fur et a mesure de la progression des Essais (Fs0s= 42,55, p<0,0001), et cela de la méme
maniere dans tous les Groupes (F2, 36 = 0,3609, ns) (Figure 46A). Il en va de méme pour la
thigmotaxis qui diminue au fil des Essais (F3,10s= 43,59, p<0,0001), sans que n’apparaisse une
différence entre les GHroupes (F», 36 = 0,5350, ns) (Figure 46B). La vitesse de nage moyenne
lors des quatre essais est également équivalente entre les groupes (F2, 36 = 1,437, ns) (Figure
46C).

Ces résultats indiquent que la déconnexion cortico-thalamique n’impacte pas les capacités

visuelles ou sensorimotrices des animaux dans ce test.
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Figure 46. Performances des animaux lors des phases d'habituation et d’acquisition en

Piscine de Morris

En A,B et C sont présentés les résultats de I’habituation A. Distance (en métres) parcourue avant de
rejoindre la plateforme lors des 4 essais. B. Temps (en secondes) passé dans la zone de thigmotaxis lors
des 4 essais, indice d’anxiété. C. Vitesse moyenne de nage.

D. Distance (en métres) moyenne (sur les 4 essais quotidiens) parcourue au cours des 8 jours d’acquisition.

Lors de I'acquisition, la distance parcourue pour retrouver la PFimmergée diminue de maniere

progressive au cours des jours. L’analyse de variance a deux facteurs indique un effet Jours
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(F7,252=43,24, p<0,0001), mais il n’y a pas d’effet significatif du Groupe (F2,36 = 0,01566, ns), ni
d’Interaction entre les deux facteurs (F1s,252 = 1,488, ns) (Figure 46D).
Ces résultats traduisent un apprentissage de la position de la PF, puisque les performances

des animaux s’améliorent au fil des jours, et ce de maniére comparable entre les trois groupes.

Concernant le test de rappel, le temps passé dans le quadrant cible NO est significativement
supérieur au hasard (60 sec/4 quadrant = 15sec) dans les trois groupes, a savoir Ctrl Cre
(t11=4,169, p=0,0016), Ctrl Casp (t16=5,669, p<0,0001), et Déco-CT (t9=2,840, p=0,0194), ce qui

traduit un souvenir de la position de la PF 25 jours apres la fin de I’acquisition.
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Figure 47. Temps passé dans les différents quadrants lors du probe test

La figure A. représente le temps passé dans les différents quadrants lors du probe test. La figure B
correspond a un détail de la figure A, ol le probe test a été découpé selon les 30 premiéres et les 30
derniéres secondes du probe test. Le quadrant cible NO est indiqué en rouge. Les points de Idcher ont été
contrebalancés entre les groupes (NE et SO). Statistiques : * différence vis-a-vis du hasard (15 sec en A,
et hasard = 7,5 sec en B)

L’analyse de variance du temps passé dans les différents quadrants indique un effet Quadrant
(Fs,208= 25,18, p<0,0001), mais pas d’effet Groupe (F2,;36 = 1,287, ns), ni d’effet significatif de
I'Interaction entre ces deux facteurs (Fs, 108 = 0,7002, ns). L’analyse post-hoc réalisée avec le
test de Bonferroni indique une différence entre la cible NO et les quadrant SO et SE, différence

non significative lorsque la comparaison est faite avec le quadrant NE.
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Les deux quadrants de lacher sont le NE pour une partie des rats et le SO pour l'autre. La
derniere analyse semble mettre en évidence le fait que les rats tendent a confondre la cible
NO et le quadrant adjacent NE, dans chacun desquels ils passent plus de temps que dans les
deux autres. Il se trouve que le nombre de rats ayant été laché du NE ou du SO n’est pas
équivalent entre les groupes (Ctrl Cre : nNE=6 n>° =6 ; Ctrl Casp : nNE=8 n>°=9 ; Déco-CT : nNE=7
n°0 =3), ce qui pourrait correspondre a un biais qui provient des rats écartés sur la base des
criteres histologique (voir 'annexe 1 pour plus de détails au sujet d’'une analyse qui prend ce

biais en considération).

Afin de trouver une éventuelle différence dans la stratégie de recherche de la PF au cours du
temps ( ), nous avons analysé le temps passé dans les
différents quadrants lors des 30 premieres secondes et lors des 30 dernieres secondes du
probe test (Figure 47B ; facteur ‘Temps’ ci-aprés). L’analyse du temps passé dans la cible NO
lors des 30 premiéres vs 30 derniéres secondes du test indique un effet Temps (F1,36=8,583,
p=0,0059, mais pas d’effet Groupe (F2,36=0,6676, ns), ni d’interaction entre ces 2 facteurs (F2,36
= 1,610, ns). L'analyse post hoc de Bonferroni indique que le groupe Ctrl Casp passe
significativement moins de temps dans la cible lors des 30 dernieres secondes, en
comparaison avec les 30 premieres secondes (p=0,0039), ce qui suggérent un « abandon » de
la recherche aprés 30 secondes de test. Cependant, la comparaison du temps passé dans la
cible NO reste significativement supérieure au hasard (ici 7,5 secondes) pour tous les groupes,
et ce sur les deux périodes du test. De ce fait, il n’y a pas de différence majeure entre les
groupes dans la répartition de leur recherche au cours du probe trial.

Ces résultats indiquent I’absence d’effet de la déconnexion de la voie cortico-thalamique

lors du test de rappel a 25 jours.

Afin d’analyser de maniere plus précise le comportement des animaux lors du rappel, certains
parametres de précision de la mémoire ont été analysés, et sont représentés en figure 48. La
latence d’acces a la position virtuelle de la PF n’indique aucune différence entre les Groupes
(F2,36=0,2051, ns), tout comme le nombre de croisements de I'annulus, zone correspondant
a la surface de la plateforme élargie d’'un bandeau de 10 cm autour de la PF (F2,36 = 0,5972,

ns). Il ne semble pas non plus que les trois groupes différent en termes d’anxiété au moment
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du test, puisque le temps passé dans la zone thigmotaxis est équivalente entre les trois
groupes. (F2,36=0,6163, ns).

Enfin, I'analyse du croisement de la position virtuelle de la PF lors des 30 premieres versus 30
derniéres secondes du test n’indique aucun effet de la Période du test (F1,36= 1,564, ns), ni du
Groupe (F2,36= 0,4893, ns), pas plus que de I'Interaction entre ces deux facteurs (F2,36= 5,622,
p=0,0075). L’analyse post-hoc de Bonferroni met en évidence une augmentation du nombre
de croisements de la PF lors des 30 dernieres secondes, uniquement chez le groupe Ctrl-Cre

(p=0,00113).
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Figure 48. Indices de précision de la mémoire lors du probe test

La figure A : Latence d’entrée dans la position virtuelle de la PF. B. Temps passé dans la zone thigmotaxis.
C. Nombre de croisements de I'annulus. D. Nombre de croisements de la PF, lors des 30 premiéres et 30
derniéres secondes du probe test. Statistiques : * : p<0,05

En résumé, aucun indice supplémentaire en lien avec la précision de la mémoire ne distingue
les groupes expérimentaux. La déconnexion de la voie cortico-thalamique n’a pas perturbé la

consolidation d’un souvenir spatial dans cette tache.

Ces résultats restent néanmoins préliminaires, puisque la quantification du nombre de
neurones rétromarqués dans le CPFm est encore en cours. Cette analyse histologique
permettra de valider et d’estimer la déconnexion de la voie cortico-thalamique,

éventuellement de revenir sur ces données comportementales.
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-Discussion et conclusion générale-
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1. Le role des ReRh dans la consolidation d’un souvenir

La consolidation d’un souvenir épisodique est un processus progressif, qui nous permet
d’enregistrer des moments et informations en lien avec un contexte spatio-temporel. Le
stockage a long terme de ces informations est une fonction fondamentale du systéme
nerveux, dont nous ne connaissons pas encore tous les rouages et mécanismes. L'un des défis
majeurs des neurosciences actuelles consiste a éclaircir les processus sous-jacents a la

consolidation de la mémaoire, a savoir, ou, quand et comment précisément elle s'effectue.

Au fil de cette thése, nous avons vu que pour avancer dans ces questionnements, il est
nécessaire d'étudier le dialogue entre les régions cérébrales clés impliquées dans la
consolidation de la mémoire, en particulier I'HIP, ou l'information est initialement encodée,
et le CPFm, vers lequel la trace mnésique, toute ou partie, est progressivement transférée. Au
regard des connexions neuroanatomiques entre ces deux structures, le transfert
bidirectionnel d’'informations ne peut se faire de maniére directe, monosynaptique. Les
noyaux ReRh, appartenant a la ligne ventrale du thalamus médian, possedent des connexions
réciproques vers I'HIP et le CPFm, ainsi que des neurones projetant simultanément vers ces
deux structures, ce qui les positionne de maniére idéale pour ‘arbitrer’ et coordonner le

dialogue entre I'HIP et le CPFm ( )

Au cours des 15 derniéres années de recherche, les études sur les ReRh se sont multipliées.
Elle ont permis d’accroitre les connaissances neuroanatomiques, fonctionnelles et
comportementales sur I'implication des ReRh dans diverses fonctions cognitives. Le fil
conducteur de ces travaux repose sur l'idée que ces noyaux sont capables d’influencer
I'activité de I'HIP ( ), du CPFm

, mais également de jouer sur la synchronisation de leur activité
commune ). Au laboratoire, notre équipe a précédemment montré que
ces noyaux étaient impliqués dans les processus de consolidation systémique, et ce dans
diverses taches de mémoires dépendantes de I’'HIP. Loureiro et al. ont d’abord mis en
évidence qu’une lésion des noyaux ReRh provoquait un défaut de rappel a 25 jours mais pas
a 5 jours apres I'acquisition dans une tache de mémoire spatiale. L'inactivation réversible de
ces noyaux juste avant le rappel n’altérait pas les performances des animaux, suggérant un

réle dans la persistance des souvenirs, mais pas dans I’encodage ni le rappel des informations
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apprises ). Ces résultats ont été ensuite reproduits, confirmant

I'implication des ReRh dans les

processus  offline  de la CPFm
consolidation systémique d’un
souvenir spatial (

). Ces mémes
conclusions ont ensuite été
validées dans une tache de
conditionnement de peur au
contexte (

Figure 49. Représentation schématique des connexions au sein
De maniére intéressante, deux du réseau HIP-CPFm-ReRh
autres taches, I'une de conditionnement de peur au son et I'autre de transmission sociale de
préférence alimentaire, ont également été testées, mais n’ont pas permis de conclure a une
implication des noyaux ReRh dans ces derniers paradigmes ( ). Pris

dans leur ensemble, ces travaux mettent en évidence une implication des ReRh

spécifiguement dans la consolidation systémique de mémoires hippocampo-dépendantes.

Cette these s’inscrit ainsi a la suite de I'ensemble des travaux menés. Elle avait pour objectif
d’étudier de maniére plus spécifique les différentes voies au sein du circuit Figure 49. En effet,
les Iésions réalisées jusqu’alors ne permettaient pas de distinguer I'implication de l'une ou
I'autre voie du circuit comme prédominante, puisque toute communication était rompue
(afférences et efférences). Pour contourner ce probléme, nous avons réalisé une déconnexion
spécifique de la voie cortico-thalamique, représentée en rouge sur la Figure 49, et ce grace a
une approche génétique combinant deux constructions virales. Le premier AAV est injecté
dans le CPFm. Il contient la caspase-3 floxée, dont I'expression dépend d’une recombinase. Le
second AAV est rétrograde, et contient la Cre associée a une protéine rapportrice fluorescente
(GFP). 1l est injecté dans les ReRh. La combinaison de ces deux injections va permettre
I'induction d’une apoptose spécifque des neurones de projection du CPFm aux ReRh. Nous
avons ensuite testé I'impact de cette déconnexion dans la persistance d’un souvenir spatial
dans la piscine de Morris, approche comportementale utilisée précédemment au laboratoire

et couramment dans la littérature.
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Il. Limitation dans les choix de I'approche méthodologique : La
consolidation systémique, un processus graduel difficile a étudier

Comme nous I'avons vu plus haut, la consolidation est un processus graduel, et qu’on ne peut
délimiter clairement dans le temps, si ce n’est a partir de I’'encodage et jusqu’au rappel d’'une
information. De ce fait, le choix de la méthode pour étudier I'implication spécifique d’une voie
dans la consolidation systémique devient relativement limité, puisque la plupart des
méthodes d’inactivation réversible sont efficaces seulement pendant quelques heures alors

gue la consolidation systémique se déroule sur plusieurs semaines chez le rongeur.

L'une de ces possibilités aurait pu étre I'approche DREADD. Le couplage de deux injections,
celle d’un récepteur DREADD Cre-dépendant dans le CPFm et une Cre-rétrograde dans les
ReRh, aurait autorisé I'inhibition de la voie cortico-thalamique de maniére spécifique. Se pose
toutefois la question du moment d’administration du ligand synthétique. Des injections intra-
péritonéales de CNO auraient d(i étre réalisées a répétition, puisque la durée d’action du CNO
est de quelques heures seulement (1 a 6h, efficacité maximale 30 min post injection) (

), rendant la manipulation des rats plus que délicate. Une alternative aurait été de
dissoudre du CNO dans I'eau de boisson, de sorte a inhiber en permanence les récepteurs
DREADD synthétiques ( ). Une telle approche est cependant tres colteuse
(> 10.000 €, juste pour le CNO pour une expérience comptant 200 rats). Cependant,
I"utilisation de nouveaux ligands comme le DCZ ou deschloroclozapine un ligand d’'une grande

efficacité et moins couteux rend cette approche attractive ( )

A. Avantages et limites de I'approche de déconnexion

L'approche que nous avons choisi d’utiliser afin de Iéser spécifiquement la voie cortico-
thalamique repose sur la combinaison de deux injections virales. La 1ére construction virale
permet d’injecter la caspase-3 floxée dans la structure cible des voies de projection, le CPFm
dans notre cas, sous le contréle d’un virus adénoassocié recombinant. Puis la 2e construction
virale apporte la recombinase au niveau des corps cellulaires des neurones de projection dans
les ReRh. La combinaison de ces deux injections induit une apoptose des neurones de

projection du CPFm aux ReRh.
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L’'un des avantages premiers repose sur l'utilisation des AAV comme méthode d’apport de la
Cre et de la caspase. Décrits comme peu ou pas toxiques (
), ils permettent surtout de cibler précisément une région cérébrale, grace
a l'utilisation d’'un promoteur spécifique, qui dans la construction virale peut cibler une
catégorie cellulaire particuliére. Aussi, le choix du sérotype (de 1 a 11) permet d’étre plus ou
moins adapté a différentes régions cérébrales. Les différents sérotypes sont classifiés selon
les protéines présentes sur la capside du virus ; le niveau d’interaction entre les protéines de
cette capside et celles de la membrane varient d’une région cérébrale a I'autre (
). Grace a de précédentes expériences, il aurait été idéal dans notre cas d’utiliser un

AAVS8 pour cibler les ReRh, puisque ce sérotype présente une affinité toute particulieére avec

les ReRh, sans infecter les noyaux adjacents, comme les noyaux submédians

) (Figure 50).
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Figure 50. Expression de différents AAVs selon leur sérotype.

A. Représentation de I'expression de différents AAVs dans I’HIP de souris, dépendamment de leur

sérotype, issu B. Représentation du tropisme particulier de ’AAVS8 pour les ReRh,

issu de

Dans notre cas, le choix du sérotype nous était imposé par la nécessité d’utiliser un virus

rétrograde, le but étant de transporter la Cre depuis les terminaisons des ReRh vers les corps

cellulaires des neurones du CPFm.

Aussi, la présence d’un rapporteur fluorescent permet d’'une part de vérifier la bonne
localisation et la diffusion des injections. Cependant, la petite taille du génome des AAVs (4,8

Kb), n’a pas permis l'inclusion d’un rapporteur fluorescent dans I’AAV-Caspase, la caspase
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étant une enzyme de grande taille, rendant impossible la visualisation et délimitation de son

périméetre d’action.

La limite principale de notre approche repose sur sa relative récence, et de ce fait, sur le peu
d’études ayant utilisé ces mémes vecteurs viraux en combinaison. Plusieurs études décrivant
I"utilisation de I’AAV-Caspase ont eu recours a des souris génétiquement modifiées exprimant
la Cre dans certaines régions cérébrales spécifiques, ou certaines sous-populations
neuronales, pour induire une lésion spécifique, non pas d’une voie de projection, mais d’une
population neuronale cible (

). Par exemple, le papier princeps de Yang et collaborateurs a
étudié I'ablation sélective des neurones exprimant des récepteurs a la progestérone dans
I’hypothalamus ventromédian, sur des comportements « sexe-spécifique ». Les seules études
ayant utilisé cette technique pour déconnecter des voies de projections entre deux structures
cérébrales s’étaient focalisées sur les connexions entre le cerveau antérieur et
I’hypothalamus, I’habenula et le tronc cérébral, ou encore le striatum et la partie dorsale du
tronc cérébral ( ). De
ce fait, cette méthode n’avait pas encore été mise au point avec les structures que nous

ciblons.

B. L’AAV-Cre rétrograde, toxique pour les neurones ?

La récence de I'approche nous a également mené a un probléme inatendu et trés peu rapporté
dans la littérature, perturbant fortement I'avancée de ce projet. En effet, nous avons
remarqué que I’AAV-Cre-GFP causait des pertes neuronales considérables la ou il était injecté,
ce phénomene étant indépendant de I'injection de I’AAV-Caspase. Nous avons pu mettre cette
toxicité en évidence lors de la vérification histologique de la localisation de I'injection dans les
ReRh, en réalisant un marquage NeuN, pour délimiter plus facilement les régions situées aux
alentours. Ce marquage des neurones, permettant de vérifier I'intégrité du tissu, n’est pas
courant dans la littérature, puisque, le plus souvent, seul un marquage DAPI (marquant le
noyau des cellules) est réalisé. Le marquage DAPI ne permet pas de mettre en évidence une
éventuelle lésion, puisque nous avons montré une massive infiltration gliale la région
d’injection, laissant ainsi indétectable la perte neuronale. En effet, les noyaux des neurones

disparus sont remplacés par ceux des cellules gliales. A ma connaissance, seules deux études

143



ont rapporté un phénomene similaire a la suite de I'injection intracérébrale de I’AAV-Cre-GFP,
soit dans I'aire tegmentale ventrale ( ), soit dans la substance noire
) ce qui suggére que le phénomeéne que nous avons constaté n'est pas

dépendant de la région injectée.

L’étude approfondie de ce phénomene a conduit a la réalisation d’'un manuscrit soumis pour
publication et présenté en Annexe de cette these (voir Annexe n°2, p.***). Ainsi, afin de
comprendre la dynamique de la toxicité de I’AAV-Cre-GFP, nous avons quantifié différents
paramétres (I'aire de l'infection virale, de la perte neuronale, ou encore de la réponse gliale)
apres plusieurs délais post-mortem : 1, 2,5, 5 et 10 semaines post-injection. Les résultats nous
ont permis de mettre en évidence que ce phénomeéne de neurotoxicité était progressif, avec
une augmentation de la réponse gliale et de la perte neuronale au fil du temps. En réduisant
le titre de la solution virale (d’un facteur 4 x), nous avons réussi a réduire drastiquement la

toxicité, rendant possible I'utilisation de la technique de déconnexion virale dans notre projet.

Le développement exponentiel de ces approches virales afin de manipuler I'expression de
diverses protéines spécifiqguement dans une région ou sous population neuronale ne doit pas
étre considéré comme anodin . lls doivent faire I'objet d’une vérification approfondie de la
toxicité potentielle du virus. De ce fait, il est nécessaire d’étre précautionneux et
d’impérativement vérifier I'intégrité des régions ciblées, puisque la lecture des résultats peut
s'avérer totalement erronée, sans la vérification adéquate ou I'ajout de groupes

expérimentaux spécifiques.

C. Pas d’implication de la voie cortico-thalamique dans la persistance
d’un souvenir ?

La piscine de Morris est une tache classiquement utilisée pour étudier la formation et la
persistance d’un souvenir spatial chez le rat. Dans cette thése, nous avons montré qu’une
déconnexion de la voie cortico-thalamique avant I'acquisition d’un souvenir spatial ne semble
pas interférer avec la consolidation d’un souvenir spatial, puisque les rats sont capables
d’apprendre et de rappeler la position de la plateforme de maniére similaire a celle des

controles.
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Il est important de rappeler que l'interprétation de nos résultats ne peut étre définitive,
puisqu’une quantification des neurones rétromarqués dans le CPFm est encore en cours. Cette
quantification pourra apporter plusieurs réponses. D’une part, la comparaison entre les
groupes Déco-CT et Ctrl Cre permettra d’estimer le taux de perte de neurones chez les Déco-
CT. La comparaison entre les groupes Ctrl Cre et Ctrl Casp servira a valider le fait que ’AAV-
Caspase n'ai pas induit de lésion neuronale non spécifique. Pour rappel, le géne de la caspase
n’est pas visualisable en tant que tel, et ne devrait pas s’exprimer sans I’association d’une
recombinase. Néanmoins la comparaison entre ces deux groupes contréle n’est pas idéale, et
sera a interpréter prudemment puisque, bien qu’ils aient le méme sérotype rétrograde, les
virus injectés dans le ReRh sont différents. L'un engendre I'expression de la GFP de maniere
cytoplasmique (AAV-GFP, groupe Ctrl Casp), tandis que |'autre est nucléaire (AAV-Cre-GFP).
Cette différence influence directement la qualité de la quantification, puisque celle-ci dépend
du contraste entre le marquage (GFP+ dans les neurones) et le bruit de fond. Le marquage des
fibres avec I’AAV-GFP rend bien plus difficile la caractérisation précise du marquage (amas de

fibres ou neurones).

Au vu de la complexité de I'approche utilisée, et surtout de I'aspect encore préliminaire de
nos résultats, nous ne pouvons exclure que la voie cortico-thalamique soit impliquée dans la

consolidation systémique d’un souvenir spatial.

D. Efficacité de la déconnexion.

La premiere question que I'on peut se poser concerne |'efficacité de la déconnexion. Quel
pourcentage de la voie du CPFm aux ReRh avons-nous réussi a léser ? Cette question reste
malheureusement sans réponse puisque le nombre total de neurones composant cette voie
n’est pas connu, ce qui n’est pas le cas de la voie inverse. En effet, Hoover et Vertes en 2012
ont publié une étude détaillée du nombre de neurones comptabilisés dans les ReRh a la suite
d’injection de traceurs rétrogrades fluorescents dans le CPFm, mais aussi dans I’'HIP. A la suite
de leur injection dans le CPFm, ils indiquent en moyenne, sur 6 coupes, un total de 1160
neurones ( ). Une étude similaire sur la voie thalamo-corticale serait
nécessaire pour pouvoir estimer l'efficacité de la déconnexion dans nos conditions

expérimentales.
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E. Plasticité et réorganisation cérébrale

Le second point d’interrogation repose sur une éventuelle réorganisation des circuits
cérébraux a la suite de notre déconnexion. La capacité du cerveau a étre plastique a pu
favoriser la mise en place de mécanismes de compensation et ou de réorganisations

fonctionnelles de I’'ensemble du circuit ( ).

L'un des candidats les plus probables de cette réorganisation est le cortex entorhinal (EC). En
particulier, le Re projette au EC, qui lui-méme projette a I'HIP (

), et leurs terminaisons se superposent au sein de la stratum lacunosum moleculare dans
CAl

). Uun comme l'autre sont également capables de moduler I'excitabilité de I'HIP, en
agissant sur les cellules pyramidales et les neurones GABAergiques. De plus, la combinaison
de leur activation induit une facilitation dans CA1 (

).

Le EC recoit également des projections du CPFm (

, et comme le Re, le EC est impliqué dans la consolidation
de souvenirs hippocampo-dépendants ( ). Ensembles, les
neurones du CPFm, du Re et du EC sont synchronisés avec les ondes lentes (

). 'ensemble de ces
observations tend a renforcer I'idée d’un réseau adapté pour intervenir dans et moduler les
différentes oscillations cérébrales pendant le sommeil a ondes lentes, une période cruciale

pour la consolidation systémique ( ).

Un autre candidat a cette réorganisation pourrait également étre I'amygdale (BLA), puisqu’elle

est connectée de facon réciproque au CPFm, a I’HIP et au Re (

) , et gqu’elle a déja été décrite pour agir sur I'encodage des souvenirs
hippocampo-dépendants ( ). Aussi, au laboratoire, Ali et al. ont montré
gu’a la suite d’une lésion excitotoxique des ReRh, une baisse de I'activation du CPFm était
associée a une augmentation significative de la BLA lors de la récupération d’un souvenir
spatial ancien. Cette hyperactivité induite ou associée a la Iésion des ReRh pourrait également

contribuer a une altération du processus de consolidation. Dans cette méme étude, les
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auteurs ont réussi a contrer les déficits de consolidation chez les animaux Iésés, grace a une
exposition post-lésion pendant 40 jours a un environnement enrichi. La restauration du
souvenir a long terme a été corrélée a un rétablissement de I'activation du CPFm, et a une
réduction significative de I'hyperactivité observée dans la BLA. Des données récentes mettent
également en lumiere une collaboration entre le Re et la BLA dans les processus visant a

atténuer les souvenirs de peur consolidés ( ).

lll. Lavoie cortico-thalamique, un réle dans les processus
mnésiques ?

Lorsque I'on fait référence au traitement de I'information dans le cerveau, il est fréquent de
distinguer les processus online des processus offline. Un exemple concret serait celui des
cellules de lieu (p.6). Lorsqu’un animal explore un environnement, des cellules de lieu de I'HIP
sont activées sélectivement a différentes positions dans I'espace (

). Ces neurones sont ainsi actifs, créant ainsi une certaine séquence d’activité pendant
I’exploration : on parle de processus online. L’activité de ces cellules de lieu est coordonnée
par I'activité de I'ensemble de I'HIP, a savoir les oscillations ou rythmes théta (~4-10 Hz)
( ). Actifs lors de I'exploration d'un nouvel environnement, on pense que ces
rythmes théta sont impliqués dans I'encodage de nouvelles informations ( ).
Lorsque I'animal s’arréte d’explorer, il va retourner a une période d’éveil calme et
possiblement s’endormir. Les oscillations théta et gamma vont ainsi diminuer et laisser place
a d’autres types d’oscillations telles que les ondes lentes ou les sharp-wave-ripples. Pendant
ces périodes de repos, et donc a posteriori du comportement, la réactivation des séquences
d’activité des cellules de lieu, vont permettre le maintien et a la consolidation des souvenirs a

long terme ( ).On parle alors de processus offline ( )

Le CPFm est impliqué dans les fonctions exécutives, qui comprennent la prise de décision, la
planification et |'organisation d'une action orientée vers un but (rev ), etil a
été montré que cette structure est essentielle pour la flexibilité comportementale et la
capacité a changer de stratégie pour adapter au mieux le comportement au contexte
( ). De ce fait, il est possible d’imaginer préférentiellement une
implication de cette voie cortico-thalamique dans le traitement immédiat, online, de

I'information, plutot que dans ceux en lien avec les processus offline.
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Par exemple, cette voie a déja été étudiée par Xu et Sudhof en 2013. Dans un protocole de
conditionnement de peur au contexte, ils ont montré que linactivation spécifique des
neurones du CPFm projetant vers le Re (induite par I'expression de la toxine tétanique),
provoquait une surgénéralisation de la peur au contexte a un délai court post-apprentissage
(24h) ; les souris expriment alors une peur dans un contexte dégradé, indiquant une perte de
spécificité du souvenir. Ces résultats indiquent que les neurones du Re sont capables de
réguler I'activité de I'HIP et du CPFm au cours de I'acquisition d’'un conditionnement de peur
au contexte (processus online). Ensuite, grace a une approche optogénétique, ces auteurs ont
montré que l'activité des neurones Re durant la phase d’acquisition définissait le niveau de
spécificité avec lequel le conditionnement de peur au contexte serait consolidé a long terme.
Différentes stimulations, toniques (4 Hz continu) ou phasiques (30 Hz durant 0,5 sec toutes les
5 sec), durant le conditionnement de peur, permettait de définir la spécificité du souvenir
encodé. La stimulation phasique générait une augmentation de [I'immobilité
comportementale dans un contexte dégradé, indiquant une perte de spécificité, tandis que la
stimulation tonique induisait une réduction de I'immobilité comportementale dans ce méme
contexte, signe de I"'augmentation de la spécificité du souvenir. Ainsi, I'activité du Re durant
I’acquisition détermine le niveau de détail avec lequel le souvenir est encodé et consolidé a

long terme ( ).

Ces résultats peuvent étre mis en regard avec d’autres résultats non publiés issus de notre
laboratoire. Nous avons testé, a la suite de la déconnexion CPFm—>ReRh, la capacité des
animaux a réaliser une tache de flexibilité comportementale dans le Double-H, tache
fortement dépendante de I'activité du CPFm et de I'HIP. Les résultats indiquent que les rats
sont incapables de changer leur stratégie, lorsque leur voie cortico-thalamique est
déconnectée, par comparaison aux controles. Ces résultats étaieraient I'idée de I'implication

de la voie dans les processus online de traitement de I'information, puisque cette notion de

flexibilité est mesurable et strictement nécessaire pendant la réalisation de la tache.
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A. Comment expliquer cette dichotomie entre processus online et

offline?

X mémoire ancienne CPFm HIP m

flexibilité

? carte cognitive
= encodage

/

TRN Re
ON LINE OFF LINE
théta oscillations lentes

Activité des ReRh : M w

Figure 51. Schéma hypothétique du fonctionnement des ReRh au sein du circuit
hippocampo-cortico-thalamique, modifié de
Imaginons un fonctionnement hypothétique de I'activité des ReRh dans deux situations
(processus online versus offline), et ce en lien avec le noyau réticulaire thalamique TRN. Dans
le cadre de notre projet, c’est la voie cortico-thalamique, en rouge qui a été déconnectée. De
ce fait, les collatérales du CPFm vers le TRN le sont également. Cette déconnexion a plusieurs
effets; i) un « arrét » de I'excitation apportée par le CPFm, et ii) une levée de I'inhibition
provenant du TRN. Ces deux modifications au sein du circuit pourrait, in fine, ne pas modifier
I'activité du Re en tant que telle, puisque le manque d’activation en provenance du CPFm
pourrait étre compensé par une baisse de l'inhibition par le TRN. Le TRN est décrit comme
ayant un contréle inhibiteur relativement faible, dont I'action principale est d’agir sur la
magnitude de I'input cortical, sans en modifier son contenu. Il est donc a méme d’agir sur
I’'amplification du signal émis par le cortex, sans en modifier le fond (

). De plus, Zimmerman et Grace ont montré en 2018, que I'inhibition pharmacogénétique
de la voie entre le cortex infralimbique du CPFm vers les ReRh menait a une augmentation de
la décharge des neurones du Re, suggérant un possible contréle du CPFm sur I’activité tonique

du Re. De ce fait, on peut penser que la déconnexion cortico-thalamique empécherait, d’'une
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part le CPFm d’envoyer des informations/un feedback vers les ReRh et ainsi de modifier leur
activité, et d’autre part le TRN de moduler la magnitude de I'information corticale. Ainsi,

I’'adaptation du Re dans les processus online devient impossible. (

).

Les résultats obtenus en Double-H énoncés juste avant, (non publiés), confirmeraient cette
hypothése, puisque la voie cortico-thalamique est indispensable a la réalisation d’une tache
de flexibilité comportementale. En effet, des rats déco-CT, ne sont pas capables de modifier
leur stratégie de navigation en réponse a un feedback négatif dans un labyrinthe en Double-
H. lls devraient passer d’une stratégie égocentrée a une stratégie allocentrée, dépendante de
I’'HIP, mais n’en sont plus capables. L'activité des ReRh en I'absence de feedback du CPFm,
,‘responsable’ de la prise de décision/flexibilité, ne serait plus a3 méme d’informer I’'HIP de la
nécessité de changer de stratégie. D’un point de vue neuroanatomique, les terminaisons du
CPFm dans le Re joignent directement les neurones qui projettent sur I'HIP (

). A la suite de la déconnexion, ce sont ces terminaisons précisément qui sont abolies.

Quant a la consolidation systémique d’un souvenir spatial, on peut faire I’hypothése que les
informations pourraient tout de méme circuler au sein du réseau. En effet, I'HIP, nécessaire
lors de I'encodage, va au fur et a mesure de I'apprentissage, pouvoir activer les ReRh par la
voie directe hippocampo-thalamique, en vert clair, mais aussi envoyer ces informations au

CPFm, directement également (en vert foncé).

Ferraris et al, en 2018 ont grace a une approche en électrophysiologie, enregistré |’activité des
neurones du Re, du CPFm et de I'HIP chez des rats anesthésiés, un état proche de celui du
sommeil a ondes lentes. lls ont démontré que I'HIP et le CPFm étaient couplés grace a une
synchronisations des bursts gamma. Les oscillations gamma permettent la liaison
fonctionnelle entre des régions distantes, mécanisme central pour diverses fonctions
cognitives. L'inactivation pharmacologique du Re réduisait significativement le nombre de
neurones de I'HIP et du CPFm couplés avec les bursts gamma, indiquant que I'activité du Re
est capable d’influencer le couplage entre I'HIP et le CPFm( ). De plus, la
méme équipe a décrit un peu plus tard, que I'activité du Re précédait systématiquement celle
du CPFm, mais pas toujours celle de I'HIP, suggerant que le Re serait capable de diriger

I’activité des neurones du CPFm ( ). Aussi, Hauer et al, en 2019, ont
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décrit une activité phase-dépendante des neurones du Re. Lors d’une activité oscillatoire
théta, les neurones du Re présentaient des patterns de décharge a haute fréquence, de
maniere tonique. A l'inverse, lors des ondes lentes, présentaient un profil plus lent, avec des
bursts rythmiques, couplés aux ondes lentes. Afin d’évaluer une relation de causalité entre
I'activité du Re et la coordination du CPFm et de I'HIP, les auteurs ont fait exprimer un
récepteur DREADD inhibiteur dans le Re. Cette inhibition a entrainé une dégradation

considérable de la synchronie entre I'HIP et le CPFm ( ).

L’ensemble de ces résultats coincideraient ainsi avec les hypothéses énoncées plus haut. Ainsi,
méme en I'absence de la voie cortico-thalamique, le Re serait toujours capable de coupler
I’'HIP et le CPFm, puisque ses efférences (en bleu sur le schéma Figure 51) sont intactes, tout
comme, ses collatérales (en bleu foncé) projetant a la fois vers I’'HIP et le CPFm, qui pourraient
jouer un réle central dans ces processus de consolidation systémique ( ). De plus,
la voie du CPFm au EC pourrait alors également participer au processus de consolidation,
comme cela a déja été mis en évidence ( ), d’autant plus que les

neurones du CPFm projetant aux ReRh ou bien au EC sont deux populations distinctes

( )-

Ces hypothéses restent a étre validées, mais proposent ainsi deux « modes de
fonctionnement » des ReRh. Le premier engagerait une activité a haute fréquence, spécifique
a la réalisation de processus online. L’autre reposerait davantage sur une activité plus lente
des neurones, mais couplée aux oscillations lentes, et serait associée aux processus offline,
comme la consolidation systémique. Ces hypotheses déconstruiraient ainsi I'idée du circuit
HIP-CPFm-ReRh comme une simple boucle nécessitant un circuit fermé pour fonctionner, mais
refleteraient plutét celle d’'un circuit dynamique, ou les ReRh se verraient différemment
impliqués en fonction du type de processus / de tache en cours. Enfin, il faut tout de méme
garder a 'esprit que I'HIP, le CPFm et le Re représentent trois structures clés, mais intégrées

dans un réseau beaucoup plus complexe.
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IV. Perspectives

Plusieurs perspectives a court ou long terme sont ouvertes par ces travaux. Si I'on considere
des perspectives a court terme, il serait intéressant de caractériser la neurochimie de la voie
cortico-thalamique, qui pour l'instant, est décrite comme exclusivement excitatrice (
).

Pour cela, il s’agirait de réaliser différents marquages immunohistochimiques, correspondant
aux cibles d’intérét sur les coupes de CPFm, et d’analyser ensuite le co-marquage entre les
protéines testées, et les neurones GFP+. Par exemple, des marquages de la tyrosine
hydroxylase (enzyme de biosynthése de la dopamine) pourrait étre envisagée car la plus forte
densité d’innervation dopaminergique se trouve dans la partie ventrale du CPFm (

) . Aussi, la choline acétyltransférase (I'enzyme qui catalyse la synthese de I'acétylcholine)
pourrait étre ciblée, puisqu’une augmentation de la transmission de |’acétylcholine dans le
CPFm est associée a de meilleurs performances mnésiques (

).

L'autre possibilité serait d’analyser la composition en neurotransmetteurs des neurones
cortico-thalamiques, par hybridation in situ, une technique récemment mise au point dans
notre équipe au laboratoire. Ces perspectives ouvriraient la possibilité ensuite de cibler des
populations neuronales spécifiques grace a |'utilisation de constructions virales contenant des

promoteurs particuliers.

Si I'on s’intéresse aux perspectives a plus long terme de ce projet, elles reposent, comme
énoncé plus haut, sur la meilleure caractérisation du circuit hippocampo-cortico-thalamique
et son role dans la consolidation systémique. La question porte alors sur le comment, quand
et ou les noyaux ReRh contribuent a la persistance de la mémoire, et comment ils orchestrent
I'échange d'informations entre I'HIP et le CPFm. La premiere étape serait d’étudier les autres
voies de ce circuit (Hip = ReRh ; ReRh = Hip ; ReRh = CPFm), afin de comprendre le réle que
peuvent jouer chacune d’entre elle, et savoir si I'une ou toutes sont indispensables a la
consolidation d’un souvenir spatial. En continuant le cheminement formulé plus haut (p.146)
on pourrait s’attendre a une altération de la consolidation lors des déconnexions ReRh = HIP
et ReRh - CPFm, puisqu’elles méneraient dans les deux cas a une lésion des collatérales vers

I'HIP et le CPFm.
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Il serait particulierement intéressant de déconnecter spécifiquement les neurones des ReRh
qui envoient des collatérales a la fois vers le CPFm et I'Hip (8-10 % des neurones du ReRh),
puisqu’ils possedent une position idéale pour envoyer des informations de maniere a

coordonner a ces deux structures ( ).

Une autre perspective serait de s’interroger sur la dynamique temporelle de I'implication des
ReRh dans la consolidation systémique. Des lésions permanentes des ReRh perturbent la
consolidation systémique du souvenir spatial, sans altérer les performances d’apprentissage
( ). Il serait ainsi intéressant de déterminer la ou les
fenétres temporelles déterminantes du réle des ReRh dans la consolidation systémique, sans
exclure une implication possible a un stade trés précoce de la consolidation. En effet, Cholvin
et al. 2018 ont montré qu’une Iésion des ReRh pouvait altérer la stabilité spatiale des cellules
de lieux CA1, ce qui, par d'éventuelles interférences avec les mécanismes d’encodage, pourrait
in fine contribuer aux déficits de mémoire a long terme observés par Loureiro et al (

). Cette hypothese est soutenue par la mise en évidence que des mécanismes de
marquage précoce (« tagging ») des neurones corticaux pendant I'encodage, sont nécessaires
a la formation d’une trace mnésique durable (

). Une approche DREADD utilisant le ligand dans I’eau de boisson (ex DCZ)
permettrait ainsi de tester cette hypothése et d’inhiber les ReRh pendant une période précoce
(jour 1 a jour 12 post apprentissage), ou tardive (jour 13 a jour 25) de la consolidation

systémique.

Enfin, pour progresser dans la caractérisation des mécanismes par lesquels les ReRh pourrait
participer a la consolidation systémique, il serait nécessaire de coupler des approches
électrophysiologiques et comportementales. Si le réle du Re dans la synchronisation entre
I"'HIP et le CPFm a pu étre mis en évidence (

), ces études n’ont pas testé la persistance du souvenir d’un point de vue
comportemental. Ceci permettrait de valider la relation de causalité entre les mécanismes
physiologiques et la persistance du souvenir. Récemment, Bozic et al, en 2023, ont testé
I'inhibition ou I'activation optogénétique du Re dans une tache de conditionnement de peur
au contexte, et ont enregistré I'activité dans I'HIP et le CPFm. Aprés avoir mis en évidence une
synchronisation entre l'activité du Re avec les ondes lentes du CPFm et les ripples

hippocampiques, les auteurs ont montré une augmentation de cette synchronisation a la suite
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de I'apprentissage. A l'inverse, cette synchronisation s’est vue significativement réduite a la
suite d’une privation de sommeil. L’activation ou I'inhibition optogénétique du Re pendant le
sommeil a ondes lentes post-acquisition n’a pas entrainé de modifications des performances
mnésiques, dans un sens ou dans l'autre ( ). De ce fait, le role crucial des ReRh
come un médiateur du dialogue hippocampo-cortical est bien établi, mais des études
supplémentaires seraient nécessaires pour associer un lien de causalité entre la persistance
du souvenir et les mécanismes décrits jusqu’alors. C'est en combinant des approches de
tracage viral, photométrie a fibres (fiber photometry en anglais), et optogénétique, que Silva
et al ont décrit I'implication de la voie du Re a la BLA dans I'extinction d’une peur conditionnée

(pour détail voir paragraphe introduction ( )

V. Conclusion

Le fil conducteur de cette these repose sur le circuit hippocampo-cortico-thalamique, et son
lien avec les processus mnésiques. Le but de cette these était de progresser dans la
compréhension de la dynamique qui sous-tend la mémoire de travail ainsi que la persistance

des souvenirs spatiaux.

Un premier projet avait pour but d’élucider un aspect autour duquel la littérature était
divergente, celle d’'une implication des ReRh dans un processus online du traitement de
I'information, particulierement dans le maintien a court terme d’une information spatiale. De
ce fait, nous avons questionné le role des ReRh pendant le déroulement d’une tache de
mémoire spatiale de travail, afin de préciser la participation éventuelle des ReRh a des
processus d’encodage, de maintien, et/ou d’utilisation de I'information. Pour ce faire, nous
avons développé une tache dans un labyrinthe aquatique en utilisant un long délai post-
échantillonnage (6 heures), et nous avons utilisé deux méthodes d’inactivation réversible,
I'une impliquant le muscimol, I'autre impliquant une approche pharmacogénétique ayant
recours au DREADD. Les résultats montrent que les noyaux ReRh ne contribuent pas a la
mémoire de travail spatiale quel que soit le processus ciblé (encodage, maintien, usage de
I'information), et ne sont pas nécessaires au codage de l'information spatiale. Néanmoins, une
forte corrélation entre la latence pour atteindre la plate-forme apres le délai de 6 h et le
nombre de neurones c-Fos-positifs dans le Re apparaissent contradictoires avec les résultats

comportementaux puisqu’aucune inactivation des ReRh n’a eue d’incidence sur le rappel de
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I'information. Cette contradiction pointe vers la nécessité de réaliser des expériences
complémentaires, en utilisant des approches d’inactivation aigué des noyaux ReRh couplées

a d’autres taches, éventuellement non spatiales.

Le second projet s’est lui concentré sur le role des ReRh dans la consolidation a I’échelle des
systéemes. La consolidation systémique est un processus offline, progressif, qui n’est pas
clairement délimité dans le temps. Nous avons tenté de déterminer si la voie cortico-
thalamique était nécessaire a la persistance d’un souvenir spatial dans la tache de la piscine
de Morris. La lésion spécifique de la voie cortico-thalamique ne semble pas interférer avec la
consolidation d'un souvenir spatial, puisque les rats sont capables d’apprendre et de rappeler
la position de la plate-forme. Ces résultats sont néanmoins préliminaires, et nécessitent d’étre

validés histologiquement.

L'ensemble de ces travaux ouvre de nouvelles perspectives d’études pour tenter de percer les
mysteres du circuit hippocampo-cortico-thalamique impliqué dans la formation de la
mémoire a long terme, ainsi que la dynamique au sein de ce circuit qui sous-tend aussi la
mémoire a court terme. A plus longue échéance, il s’agit d’entrevoir des perspectives
nouvelles dans la lutte contre les déficits de mémoire liés a des traumatismes ou lors de

maladies neurodégénératives.
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I Mise au point du protocole de mémoire a long terme en

Piscine de Morris
Afin d’étudier le r6le de la voie cortico-thalamique dans les processus de consolidation

mnésique, nous avons choisi le test de la piscine de Morris, utilisé au préalable au laboratoire,
avec lequel Loureiro et al. ( ) ont démontré I'implication des ReRh dans la consolidation,
résultats confirmés par la suite ( ). Cependant, a mon arrivée
au laboratoire en 2020 (stage de Master 2), le protocole utilisé ne permettait plus la mise en
place d’un souvenir durable, puisqu’a la suite de I'apprentissage et des 25 jours de délai post-
acquisition, les rats controles présentaient de pietres performances susceptibles d’indiquer
gu’ils n’étaient plus capables de rappeler la position de la PF. Une mise au point du protocole
en MLT a donc été de mise.
En effet, le test de la piscine est un test relativement peu stressant pour le rat (I’eau fait partie
de son écosysteme naturel), et certains auteurs ont d’ailleurs décrit la rétention du souvenir
spatial a long terme comme étant assez fragile dans ce test ( ). Ce test
est beaucoup moins stressant qu’un protocole de conditionnement de peur au contexte,
durant lequel les rats recoivent des chocs électriques qu’ils associent au contexte dans lequel
ces chocs sont délivrés. Ce dernier paradigme permet la mise en place d’'une trace mnésique
trés robuste, a forte charge émotionnelle, et donc nettement plus durable (

).
Genoux et collaborateurs ont décrit qu’un apprentissage était plus efficace lorsqu’il était
distribué dans le temps, on parle d’apprentissage a essais discrets, plutét que rapprochés ou
massés ( ). Une mise au point de notre protocole en mémoire a long terme
a donc été réalisée en comparant deux protocoles d’acquisition différents ; I'un avec 4 essais
massés chaque jour, ce qui implique un intervalle inter-essai de 30 secondes (protocole utilisé
jusqu’alors), et I'autre avec 4 essais discrets, et un intervalle inter-essai de 15 min, et cela lors
de chaque jour d’entrainement. La comparaison entre ces deux protocoles (essais massés vs.
essais discrets) a été réalisée sur 16 rats naifs (n=8 dans chaque groupe, massés et discrets)
entrainés pendant 8 jours, et suivie de 3 tests de rappels ; a J25, J27 et J29.
Enfin, Lopez et collaborateurs ( ) ont décrit I'importance du nombre et de la

saillance des indices au sein de la piece de test au regard de la persistance et de la précision
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du souvenir. Nous avons finalement ajouté un indice visuel distal au sein de la piece, ce qui a
contribué a rendre le souvenir plus persistant.

Lors de la phase d’habituation, la distance parcourue pour atteindre la PF, d’abord visible,
diminue au fur et a mesure des quatre Essais (F3,42 = 14,85, p<0,0001), et ceci de la méme

maniere dans tous les Groupes (Fi1, 14 = 4,554, ns) (Figure 52A). Il en va de méme pour la
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Figure 52. Résultats de I'habituation et acquisition lors de la mise au point

Figure A : Distance (en métres) parcourue avant de rejoindre la plateforme lors des 4 essais. B. Distance
(en metres) moyenne parcourue au fil des 8 jours d’acquisition.

. Statistiques : S : différence entre les groupes ; *** : p<0,001 ; **** : p<0,0001 différence avec essai 1 en
A., différence avec jour 1 en B.

thigmotaxis (non illustrée), qui elle aussi diminue au fil des Essais (F342 = 19,72, p<0,0001),
sans différence entre les Groupes (F1, 14 = 0,1927 , ns). La vitesse de nage est également
équivalente entre les groupes (non illustrée) (tia = 1,759, ns).

Enrésumé, il n’existe pas de différences a priori dans les capacités visuelles ou sensorimotrices

des animaux.

Lors de I'acquisition, la distance parcourue pour retrouver la PFimmergée diminue de maniere
progressive au fil des jours. L’analyse de variance a deux facteurs indique un effet Jours (F7,08
= 12,31, p<0,0001), pas d’effet du Groupe (F1,14 =0,04882, ns), mais on note une Interaction
entre les 2 facteurs (F7,93 = 2,873, p=0,0090),, (Figure 52 B). L’analyse post-hoc de Bonferroni
indique que les deux groupes different uniquement lors du jour 1, les rats du groupe discrets
se rendant globalement plus directement a la PF (p=0,0319). On peut supposer que les essais
discrets pourraient favoriser une meilleure (ou plus rapide) intégration de I'information en

début d’apprentissage.
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Ces résultats traduisent un apprentissage de la position de la PF, puisque les performances

des animaux s’améliorent au fil des jours, et ce de maniere comparable entre les 2 groupes.

Concernant le test de rappel a J25, le temps passé dans le quadrant cible NO est
significativement supérieur au hasard pour le groupe discrets (t;=4,064, p=0,0048), et tend a
I’étre dans le groupe massés (t;=2,059, p=0,0784). Le temps passé dans le quadrant de lacher
NE I'est également pour les deux groupes (discrets t;=4,003, p=0,0052 ; massés t;=3,846,
p=0,0063)

L’analyse de variance du temps passé dans les différents quadrants indique un effet Quadrant
(F3,42 = 34,37, p<0,0001), mais pas d’effet Groupe (F112 = 1,326, ns), ni d’Interaction
significative entre les 2 facteurs (Fs342= 1,410, ns). L’analyse post-hoc a I'aide du test de
Bonferroni indique une différence entre la cible NO et les quadrants SO et SE, mais pas avec
le quadrant NE. Une nouvelle fois, cette absence de différence pourrait refléter une confusion
entre le quadrant de lacher NE, et la cible NO, chez les deux groupes expérimentaux, méme si
ce résultat semble étre plus marqué chez le groupe massé, comme cela apparait sur la heat

map Figure53B.

Afin de savoir si ce phénomene était propre au quadrant de lacher NE, nous avons réalisé 2
probes tests supplémentaires, en lachant les animaux a J27 du quadrant SO, puis a J29 du
guadrant SE. Cette étape a également consisté en une extinction du souvenir, nous
permettant d’en comparer I'efficacité. En effet, plus la trace d’un souvenir est forte et ancrée

en mémoire, plus le processus d’extinction est long( ).
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Figure 53. Temps passé dans les différents bras lors des probes tests, et heat map

Figure A. le temps passé dans les différents quadrants lors du probe test a J25 avec un lacher du NE, et
en B. la heat map des deux groupes, discrets et massés. C. temps passé dans les différents quadrants lors
du probe test a J27 avec un lacher en SO, et en D. la heat map des deux groupes. E. temps passé dans les
différents quadrants lors du probe test a J29, avec un lacher en SE, et en F. la heat map des deux groupes
Le quadrant cible correspond toujours a NO (entouré en rouge) et le quadrant de lacher est encadré.
Statistiques : * différence vis-a-vis du hasard (15 sec)

Concernant le test de rappel a J27, le temps passé dans le quadrant cible NO est
significativement supérieur au hasard pour le groupe discret (ty=2,736, p=0,0291), et aussi
pour le groupe massé (t7=4,627, p=0,0024). Le temps passé dans le quadrant de lacher SO I'est
également pour le groupe discret (t,=3,816, p=0,0066), mais pas pour le groupe massés

t7=0,7725, ns)
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L'analyse de variance du temps passé dans les différents quadrants indique un effet Quadrant
(Fs,42= 19,56, p<0,0001), mais pas d’effet Groupe (F1,12 = 0,1795, ns), ni d’Interaction (F3 2=
2,552, ns). L'analyse post-hoc grace au test de Bonferroni indique une différence entre la cible
NO et tous les autres quadrants chez le groupe massés. En revanche, chez le groupe discret, il
n’y a pas de différence entre la cible NO et quadrant de lacher SO, visible sur la heat map

Figure 53 D.

Enfin, lors du dernier test de rappel a J29, le temps passé dans le quadrant cible NO est
significativement supérieur au hasard pour le groupe discret (t;=3,296, p=0,0149), mais ne
I’est plus pour le groupe massés (t7=0,9944, ns). Le temps passé dans le quadrant de lacher SE
ne difféere pas du hasard, et ce pour les deux groupes. (discrets t;=1,091, ns; massés

t7=0,4719,ns)
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Figure 54. Indices de précision de la mémoire lors des probes test

Figure A. Nombre d’entrée dans I'annulus lors des trois probes tests. B. Latence avant de croiser la
position virtuelle de la PF lors des trois probes test. Le groupe discret est en bleu, et massé en orange.

L'analyse de variance du temps passé dans les différents quadrants indique un effet Quadrant
(Fs,42=3,953, p=0,0143), mais pas d’effet Groupe (F1,12= 0,000, ns), ni d’effet de I'Interaction
(Fs,42= 1,561, ns). L'analyse post-hoc réalisée a I'aide du test de Bonferroni indique une
différence entre la cible NO et les quadrants NE et SO, mais pas lorsque la comparaison est

faite avec le quadrant SE.
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Enfin, quelques indices de précision de la mémoire ont été analysés. L’analyse du nombre de
croisements de I'annulus n’a indiqué aucun effet entre les Groupes (F1,14=0,4294, ns), tout
comme celle de la latence de 1% visite de la PF (F1,14=1,448, ns).

Ces derniéres analyses n’orientent pas le choix de I'un ou I'autre des protocoles comme plus
efficace pour rendre le souvenir plus fort et précis. Les rats semblent encore incapables de se

focaliser sur le quadrant cible lors du probe trial.

Pour finir, nous avons creusé davantage la question de I'impact du point de lacher sur les
performances de rappel. De maniére intéressante, nous avons réanalysé les résultats du probe
test de la piscine auquel nous avons soumis les rats de la cohorte déconnexion cortico-
thalamique. Puisqu’aucun effet n’a été mis en évidence entre les différents groupes (Ctrl Cre,
Ctrl Casp et Déco-CT), nous avons regroupé les différents animaux selon leur point de lacher

(NE ou SO), et ainsi regardé le temps passé dans les différents quadrants (Figure 55).
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Figure 55. Comparaison de I'effet du point de lacher avec les résultats de la cohorte

‘déconnexion bilatérale’, ou 2 points de lacher ont été utilisés, a savoir NE et SO.

Temps passé dans les différents quadrants selon un ldcher du SO en noir (n=18), ou du NE en gris clair
(n=21). Le quadrant cible est le NO.

L’analyse de variance du temps passé dans les différents quadrants indique un effet Quadrant
(F3,111=56,71, p<0,0001), pas d’effet Lacher uniquement (F1,37=0,5692, ns) et une Interaction
qguadrant x lacher (Fs111= 49,74, p<0,0001). L’analyse post-hoc (test de Bonferroni) indique

que les rats lachés du NE ne distinguent pas la cible NO, par rapport a leur quadrant de lacher
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NE. Il en est de méme pour les rats lachés du SO qui ne distinguent pas la cible NO de leur
qguadrant de lacher SO (Figur e55 ). Les rats passent donc davantage de temps dans le quadrant
d’ou ils sont lachés, et ce temps ne différe pas de celui passé dans le quadrant cible. Dans
chacun des groupes, les temps passés dans la cible NO (lacher NE (t20=4,481, p=0,0002) ; lacher
SO (t17=6,476, p<0,0001), mais aussi dans le quadrant de lacher (lacher NE (t20=8,473,
p<0,0001) ; lacher SO (t17=3,290, p=0,0043), sont significativement supérieurs au hasard.

La suite de I'analyse post hoc de Bonferroni indique également qu’il n’y a pas de différence
significative entre le temps passé en NO selon un lacher du SO ou du NE.

En conclusion, le point de lacher n’impacte pas le temps passé dans le quadrant cible, méme
s’il influence la stratégie de recherche de la PF, notamment en augmentant le temps passé

dans le quadrant de lacher.

—
|

Figure 56. Photographie de la piéce de test lors de la mise au point, et aprés I'ajout de l'indice

La position de la PF est représentée en rouge. L’ajout de cet indice contrastant sur la fenétre noire a été
choisi dans I'idée de favoriser une meilleure distinction par les rats entre le NO du NE.

L'ensemble de ces résultats convergent vers I'idée que I'un ou I'autre des protocoles utilisés
(discrets ou massés) n’affecte pas la force du souvenir, puisqu’aucune des analyses réalisées
n’a pu mettre en évidence de différence entre les groupes discrets vs massés. Nous avons
donc choisi de maintenir notre protocole actuel (essais massés), mais nous avons ajouté un
indice visuel dans la piece, permettant de marquer un contraste visuel plus important sur les
indices au Nord de la piece de test (Figure 19). En effet, Lopez et al. (2012) ont décrit
I'importance du nombre et de la saillance des indices allothétiques dans la piece de test, au
regard de la persistance et de la précision du souvenir. Aussi, nous avons choisi deux points

de lacher différents NE et SO, équidistants de la position de la PF en NO.
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Abstract

The reuniens (Re) and rhomboid (Rh) nuclei of the thalamus are bidirectionally connected with
the medial prefrontal cortex (mPFC) and the hippocampus (Hip). Fiber-sparing lesions of ReRh
neurons disrupt many cognitive functions, including systemic consolidation of configural
memories. As such lesions alter ReRh-mPFC as well as ReRh-Hip pathways, it is impossible to
know which pathway contributes to memory persistence. Addressing this issue requires
selective, pathway-restricted and direction-specific disconnections. By associating a
retrograde adeno-associated virus (AAV) expressing Cre recombinase with an anterograde
AAV expressing a Cre-dependent caspase, such disconnection is theoretically feasible. We
injected an AAVrg-Cre-GFP into the ReRh nuclei and an AAV5-taCasp into the mPFC. A
proportion of mMPFC neurons died, but unexpected and ultimately massive neurotoxicity of the
AAVrg-Cre-GFP was found in the ReRh, contrasting with normal density of DAPI staining. Other
staining demonstrated a progressively increasing density of reactive astrocytes and microglial
cells in the site of neurodegeneration. Reducing the viral titer (by a 4-fold dilution + injecting
half the volume) reduced toxicity to virtually none; partial disconnection between the mPFC
and the ReRh was still observed. We conclude on the imperative need to verify the existence
of potential collateral damage inherent in this type of approach and likely to distort the
interpretation of the experimental data. It is essential to implement controls in order to
distinguish collateral phenotypic effects of the approach from those linked to the desired
disconnection. It is also essential to know for how long neurons expressing the Cre-GFP protein

remain operational post-infection.

Keywords: Adeno-associated virus — Disconnection — Thalamus — Toxicity — Viral vector
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Introduction

Historically, the about 60 nuclei forming the thalamus have been distinguished according to
whether their cortical projections concentrate on restricted regions or are diffuse (Lorente de
No, 1938). The former were attributed to a specific subdivision of the thalamus, the latter to
a non-specific one, a view that has nevertheless been challenged since then (Bentivoglio et al.,
1991; Groenewegen and Berendse, 1994). The reuniens (Re) and rhomboid (Rh) nuclei are
part of the non-specific thalamus; they belong to its ventral midline roofing the third ventricle.
The Re projects to — and receives afferents from — more than 50 different brain regions. The
Rh also projects to about 50 brain regions, but the regions providing its innervation are more
limited in number (e.g., Cassel et al., 2021). Within this rich connectivity network, the ReRh
occupy an ideal position in the bidirectional information flow between the medial prefrontal
cortex (mPFC) and the hippocampus (Hip). The Hip provides monosynaptic input to the mPFC
(Hoover and Vertes, 2007; Jay and Witter, 1991), which is not the case the other way around
(e.g., Vertes, 2004). From mPFC to Hip, signals cross more than one synapse, with a relay in

e.g., the entorhinal cortex or the ReRh nuclei (e.g., Xu and Stidhof, 2013).

If one is focusing in more detail on this connectivity network, it is to note that the ReRh nuclei
have bidirectional connections with both the Hip (more with its ventral than dorsal region and
only with CA1 neurons) and the mPFC (i.e., anterior cingulate, infralimbic, prelimbic regions).
Furthermore, a small proportion (5-10%) of Re neurons send collaterals to both structures
(Hoover and Vertes, 2012; Varela et al., 2014). Electrophysiological data demonstrate that the
Re produces hippocampo-cortical synchronization of delta, gamma and theta oscillations
during a variety of cognitive tasks (Dolleman-van-der-Weel et al., 2019). A decade ago, we
found (Loureiro et al., 2012), and later confirmed (Ali et al., 2017; Klein et al., 2019; Quet et
al., 2020), that N-methyl-D-aspartate lesions of the ReRh nuclei disrupted remote memory for
spatial and contextual information without altering encoding or consolidation of recent
memory. These findings demonstrate a contribution of the ReRh to systems-level
consolidation and persistence of some types of memories (e.g., Cassel et al., 2013; Ferraris et

al., 2021).

In our previous work (Ali et al., 2017; Klein et al., 2019; Loureiro et al., 2012; Quet et al., 2020),

the damage disrupted projections from the ReRh to both the mPFC and Hip indistinctly and,
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at the same time, removed potentially important targets for projections arising therefrom.
Therefore, it is impossible to know if one of these connecting pathways (e.g., from mPFC to
ReRh) is more involved in systemic consolidation than another (e.g., from ReRh to HIP or ReRh
to mPFC) or, as an alternative, if the whole system operates in a closed loop to support
memory persistence. To address such an issue, it would be necessary to perform selective,
pathway-restricted and direction-specific disconnections. By associating a retrograde adeno-
associated virus (AAV) expressing Cre recombinase with an anterograde AAV expressing a Cre-
dependent caspase, such disconnection becomes possible, as shown previously in other brain
systems (e.g., Basting et al., 2018; Laurent et al., 2017; Marciante et al., 2020; Nadel et al.,
2020; Walker et al., 2022).

In the current study, we started surgeries by using the virus preparations at half the
concentration recommended by the supplier (i.e., 2.5 x 10= GC/mL). AAVrg-Cre-GFP was
injected into ReRh nuclei, AAV5-taCasp into medial mPFC. We were able to establish that, at
the concentrations used, AAVrg-Cre-GFP caused protracted but ultimately severe
neurodegeneration in and around the injection site. In addition, a DAPI staining failed to
highlight this lesion because of an important glial infiltration in the area of neuronal loss. The
lesion area could be clearly evidenced with an immunostaining of the nuclear neuronal protein
NeuN. To the best of our knowledge, this is the first study to provide evidence for AAVrg-Cre-
GFP toxicity in the ReRh nuclei. Recent work had shown similar consequences after injections
of AAVrg-Cre-GFP in the ventral tegmental area (Erben et al., 2022) or the substantia nigra

(Rezai Amin et al., 2019), what, with our results, suggests a region-independent effect.

In the following experiments we aimed to elucidate the dynamic of the neurotoxicity by
analyzing the impact of AAVrg-Cre-GFP at different post mortem periods; 1 week, 2.5 weeks,
5 and 10 weeks. We quantified different parameters such as viral infection area, neuronal loss
expanse, and glial response. After all, we managed to find appropriate parameters that would

permit selective damage to prefrontal neurons projecting to the ReRh.
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Experimental procedures

The study encompassed 4 experiments. In the first one, the AAVrg-Cre-GFP was injected into
the ReRh at half the titration provided by the supplier. In the second experiment, the effects
of the AAVrg-Cre-GFP were followed over 10 weeks, with verifications at 1, 2.5, 5 and 10 weeks
post-injection. In the third experiment, we tested different titrations at a single post-infection
delay (i.e., 5 weeks). In the fourth experiment, we verified that the combination of the AAV5-
taCasp and the AAVrg-Cre-GFP at a non-toxic titration for the ReRh leads to damage in the

cortico-thalamic pathway.

Animals

All experimental animals were used in compliance with the rules of the European Community
Council Directive (2010/63/EU) and the French Agriculture Ministry. All approaches have been
validated by the ethical committee of the University of Strasbourg (CREMEAS—authorizations
#13261-2018012918394046). We used 44 adult Long—Evans male rats (Janvier Labs, Le
Genest-Saint-Isle, France) weighing between 130 and 250g at their arrival at the laboratory
(they were 4 to 7 weeks old). They were housed 2 or 3 per cage in quiet facilities, under a 12-
h light/dark cycle (light on at 7:00 a.m.) with food and water ad libitum, controlled
temperature (22°C), and a hygrometry of about 55%. Before any experimental manipulation,
rats were individually handled for 2min/day over five consecutive days. We used 9 rats for the
first experiment (Exp 1: 6 for the mPFC injection and 3 for the ReRh injection); 16 rats for the
time-course experiment (Exp 2: 1 week, n = 6; 2.5 weeks, n = 6; 10 weeks, n = 4), 19 rats for
testing different titrations (Exp 3: initial titer divided by 4, 8, 20 and 200; T/4,n=4; T/8,n =
4; T/20, n = 5; T/200, n = 6, respectively). Experiment 4 used the 4 rats of the T/8 group of

experiment 3.

Virus

The viral vector carrying the floxed caspase gene was the anterograde AAV5.EFla.Flex-
taCasP3-TEVp (UNC Gene Therapy Center-Vector Core), AAV5-taCasp hereafter. It was diluted
twice in PBS from the stock solution (4,2 x 10" particles/mL). The viral vector carrying the Cre-
recombinase gene is the retrograde AAVrg.hSyn.eGFP-Cre-WPRE-SV40 (Addgene, MA, USA),
AAVrg-Cre-GFP hereafter. For Exp 1, it was diluted twice in PBS from the stock solution (2,5 x

10™), despite Addgene’s recommendation to use the stock solution as is. For precise dilution
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see Table 1. This retrograde serotype has been engineered by Tervo et al. (2016) from an

AAV2.

Serotype Promoter References
P (website)

https://ww
w.med.unc.
:fa“/g/ev':‘t: pAAV.EF1a.flex-
AAV-taCasp 5 EFla orefin taCasp3-
TEVp.WPRE.hGH
stock-aav-
vectors/sha
h/
https://ww pEN:I. ':2‘;:‘5""'
AAV-Cre-GFP retrograde hSyn w.addgene. | N
org/105540/ Cre.WPRE.SV40

Initial Used
titration titration

(vg/mL) (vg/mL)

4.2 x10%? 2.1x10%

Injected volume m

Exp. 1 (SWKS):

2 x 0.5uL, mPFC (unilat)

Exp. 1: 1pL, PeriRe
(unilat)

Exp. 2 (LOWKS):
2 x 1pL, Hip (unilat)

Exp. 2 (1WK + 2.5WKS) +

4: 3x0.6uL, mPFC
(unilat)

Fig. 1

Not
illustrated

Not
illustrated

Fig. 8

13
22 :r)m Used for SDS-PAGE gel Fig. Supp 2

6.25 x 102
(T4)

2.5x10%

3.125x10%
(T8)

1.25x 1012
(T20)

1.25x 10!
(T200)

Exp. 3:2 x 0.5 pL, ReRh

Exp. 3:2x 0.5 pL, ReRh

Exp. 3:2x 0.5 pL, ReRh

Exp. 3:2 x 0.5 pL, ReRh

Fig. 7

Fig. 7

Fig. 7

Not
illustrated

Table 1: Summary table of viruses used, their characteristics, rhe initial titer, the injected

titers, the injected volumes and the corresponding illustrations. Abbreviations: Exp =

experiment; Fig. = Figure; n.i. = not illustrated in the article ; Suppl = supplementary ; T = titer;

wks = weeks (concerns duration of post-injection survival time).

Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)

This electrophoresis has been done in order to verify the purity of our AAVrg-Cre-GFP sample.

5 uL of AAVrg-Cre-GFP virus (AAVrg.hSyn.eGFP-Cre-WPRE-SV40, Addgene, MA, USA) was

mixed with 4X Laemmli buffer (Bio-rad, #1610747), with addition of 1/10 B-mercaptoethanol

(Sigma-Aldrich, #444203), to obtain a final 1X solution that was heated at 100°C for 4 min.

Virus was then loaded on Midi-PROTEAN TGX Stain-Free™ Precast Gel (26 wells, 4—20%, Bio-
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Rad #5678095) and left to migrate for 40 minutes, at 150 V. This was followed by a UV-induced
1-min activation of the gel, using a ChemiDoc molecular imager (Bio-Rad), producing

fluorescence that allows for visualization of the viral proteins on the gel.

Stereotactic Injections

After one week of acclimatization and another week of manipulation of the rats, the viral
vectors were stereotactically injected in the brain. First, rats were anesthetized by Isoflurane
(Isoflu-Vet®, Dechra, 4% for induction and 1,5% for maintenance) and placed into the
stereotactic frame. Viral injections targeting the ReRh or the mPFC were made using slow
microinfusions (over 5 min) via a silicium infusion needle (30G, Phymep). After leaving the
needle in situ for an additional 5 min to ensure diffusion of the virus in the target structure, it
was slowly retracted. Infusion sites were at following coordinates (in mm): AP - 1.8 and- 2.3
(from bregma), DV -7.1 and -7.2 (from skull), ML 1.9 (from midline of the sagittal sinus) for
the ReRh, and AP 3.0, DV -5.0, -3,8 and -2,2, and ML 0,5 and -0,5 (Paxinos and Watson,
Seventh Edition, 2018) for the mPFC. For ReRh sites, we used an angle of 15°.

For the volumes injected, see Table 1. After the last infusion, the scalp was sutured. All rats
that underwent surgery were allowed to recover under a warm lamp for 20 =30 min before

being placed back into their homecage.

Histology

Perfusion and tissue sectioning

All rats were subjected to a lethal dose of ketamine (200mg/kg, i.p.) and xylazine (30mg/kg,
i.p.) and perfused transcardially with a cold (4°C) 4% paraformaldehyde (PFA) solution. Brains
were removed and transferred to a 20% sucrose solution for 48h at 4°C before being snap
frozen (isopentane, -40°C) and stored at -80°C. Serial coronal sections (40um) were cut
through the prefrontal cortex and the midline thalamus using a cryostat at -20° C (Leica
CM3050S). The sections were kept floating in a cryoprotective solution at -80° C until being

processed for histological staining.

171



Fluorescent Immunohistochemistry

The localization and extent of the viral infection could be observed directly under a
fluorescence microscope, without any immunostaining. However, a NeuN protein
immunostaining was performed in order to facilitate the observation of the different brain
regions. Some sections were also immunostained for calretinin and calbindin, two neuronal
cytoplasmic proteins. Sections were also stained for either GFAP (a marker of astrocytes) or

Ibal (a marker for microglia). Anti-GFP immunostaining was performed in the mPFC.

Every immunostaining was performed on free-floating brain sections evenly distributed along
the entire rostro-caudal extent of the ReRh or the mPFC, as previously described (e.g. Klein et
al., 2019). Briefly, sections were rinsed three times during 10min in a PBS merthiolate buffer
before being soaked for 1h in 5% normal horse serum in PBS containing 0.5% Triton X-100.
The sections were then transferred into the primary antibody solution and kept there
overnight at room temperature. Then, they were rinsed 3x10 min in PBS, and soaked for 2
hours in a buffer solution containing the secondary antibody. Finally, they were rinsed three
times in PBS (the second rinsing contained DAPI to stain cell nuclei) and mounted with

Mowiol® (Sigma Aldrich).

All the antibodies used are described in Table 2.

Antibody | Host Reference Conjugated
target species fluorochrome

GFAP Rabbit Millipore® AB5804 None 1/1000
Ibal Guinea Synaptic HS-234004 None 1/500
Pig systems

NeuN Mouse Millipore® MAB377 None 1/1000

Calretinin  Mouse Swant® 6B3 None 1/1000

Calbindin  Rabbit Millipore® ABN2192 None 1/500

Guinea Goat Invitrogen™ A21450 Alexa Fluor 1/500

Pig 647

Rabbit Goat Invitrogen™ A32733 Alexa Fluor 1/500
647

Mouse Donkey Invitrogen™ A32744 Alexa Fluor 1/1000
594
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Table 2: Methodological precisions about the antibodies used for the various
immunostainings performed in our four experiments.

Image acquisition

All images were acquired with Axio Imager (Zeiss), an epifluorescent microscope equipped
with a motorized x—y-z stage control. Mosaics were performed using the Zen (Zeiss) software.
The same light intensity, and exposure time were used for all sections. Focus was made on the
NeuN channel, and parameters were determined according to the strongest signal. Areas of

interest in stained sections were taken using a 10x objective.

Quantification

All quantifications were done with the free access software QuPath (e.g., Bankhead et al.,
2017; Humphries et al., 2012).

As the immunostainings were not made in a single batch, differences in fluorescence signal
were normalized with visualization parameters.

The quantifications were done on 7 to 12 slides (mean: 9.11) per rat for GFP and NeuN, on 3
to 9 slides (mean: 4.58) per rat for Ibal, and on 4 to 8 slides (mean: 4.78) per rat for GFAP. We
then calculated the mean of all slides for a single rat, before calculating the mean of all rats of

every group.

Area delineation

In order to estimate the extent of the viral infection, neuronal loss, and glial responses, we
outlined the associated regions with the “Polygon” tool (see Supplementary Fig. 1). To avoid
any bias, we only selected the channel of interest (e.g. : Alexa Fluor 594 for neuronal loss) and
outlined the region for every rat of every group (1WK, 2.5WKS, 5WKS, 10WKS) before starting

the next channel.

Intensity measurements

The intensity of the GFP fluorescent signal was measured with the “Add intensity features”
tool of QuPath, in every viral infection area. The parameters were as follows: Preferred pixel
size: 2 um ; Region: ROl ; Tile diameter: 25 um ; Channels: GFP ; Basic features: Mean ; Haralick

distance: 1 ; Haralick number of bins: 32.0.
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Cell density

In order to evaluate the density of the different cell types (neurons, astrocytes, microglia), we
used the “Classifier” tool.

We first run the StarDist extension script, which was trained to detect and segment nuclei on
a DAPI staining (Weigert et al., 2020).

Once the nuclei were detected, we trained a classifier to sort the nuclei that showed positive
to another staining, for example the (DAPI+NeuN)-positive nuclei were sorted as neurons (see
Supplementary Fig. 1).

This training was made on 1 slide per rat, by one experimenter per channel, and in shades of
grey to facilitate visualization of contrasts. For the reasons mentioned above, we trained a

different classifier for every immunostaining batch.

Once the classifier was trained, it was run on the viral infection area of every slide.

Statistical Analyses

Unless otherwise specified and depending on the experiment, data analyses used Student’s t
tests or two-way ANOVAs, with repeated measures where appropriate. Likewise, where
appropriate, these analyses were completed by multiple comparisons using the Newman-—
Keuls multiple range test. In the case of non parametric distributions, we used a Kruskal-Wallis
test, followed by a Dunn multiple comparisons test. Homogeneity of variance and normality

of distribution were tested systematically. Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

Experiment 1: Retrograde AAVrg-Cre-GFP injections into the ReRh nuclei combined with
intracortical injections of anterograde AAV5-taCasp

We injected 2 x 1 pL of the retrograde AAVrg-Cre-GFP preparation into the ReRh nuclei. The
injected solution had a titer of 1.25 x 103 vg/mL. This is half the titer preconized by Addgene;
in the website catalog, the viral solution is presented as to be used in living animals as
provided. It is also noteworthy that studies published in the literature have used titers > 10*2
vg/mL, with injection volumes usually of the uL order (e.g., Cearley and Wolfe, 2007; Chen et
al., 2021; Shen et al., 2016, Stewart et al., 2021; see also Erben et al., 2022 regarding the titer).

All of our rats injected with the AAVrg-Cre-GFP also received a unilateral injection of the AAV5-
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taCasp (2 x 0.5 plL) into the medial prefrontal cortex (mPFC), using a solution with a titer of 2.1
x 1012 vg/mL. The contralateral side was left unoperated and served as control. The rats were

kept for a post-surgical survival time of 5 weeks. Histological observations are illustrated in

Figures 1 and 2.
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Figure 1: (a) Surgical protocol used in Experiment 1. The AAV containing the floxed caspase
gene was injected unilaterally into the medial prefrontal cortex (mPFC) of Long-Evans male
rats, which also received an injection into the reuniens and rhomboid (ReRh) nuclei of the virus
containing the Cre-GFP gene coding for the fluorescent fusion protein. (b) Image showing GFP-
positive neuronal nuclei in the mPFC. (d) and (e) are higher magnifications of the cortical
regions delimited by squares in (b); (d) is the side in which the AAV5-taCasp has been injected;
the contralateral side (e) is used as the non-injected control. Dimensions of the scale bar are
shown directly in the photographs. (c) Number of neurons counted on each section prepared
from the brain of 3 rats; filled circles joined by solid lines are from one rat, those joined by
dashed lines are from another rat, and filled circles from the last rat are joined by stippled lines.
The bars show the average value on the side injected with the AAV-taCasp (left) and its

contralateral control (right). Statistical analysis: ***, p < 0.001.
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Figure 2: (a) Images showing the localization of the transduction in the ReRh nuclei on a section
immunostained for the neuronal nuclear protein NeuN. (b) is a higher magnification of the
thalamic region delimited by the square in (a); only GFP staining is shown. (c) same region as
in (b) with DAPI staining in the ventral midline thalamus. (d) same region as in (c) with DAPI
and NeuN staining merged; notice that there is a DAPI-positive region almost completely
devoid of NeuN staining. (e) same region as in (c) and (d), but with only NeuN-positive staining.
(f) same region as in (c), (d) and (e) with NeuN and GFP staining merged. Dimensions of the

scale bar are shown directly in the photographs.
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In the mPFC, we found a reduction of the number of GFP-positive cells on the side in which
the AAV5-taCasp had been injected as compared to the contralateral hemisphere (Fig 1).
These GFP-positive cells were quantified, and the resulting data analyzed using a t-test for
paired samples. On the side injected with the AAV5-taCasp, the number of GFP-positive
neurons was reduced by about 40% in average as compared to the opposite hemisphere.
Statistical analyses considering the 21 sections from the 3 rats (7 per rat) with correct
injections showed that this difference was significant (t20) = 5.385, p < 0.001; Fig 1).

In the ventral midline thalamus (VMT), we induced a widespread transduction of the AAVrg-
Cre-GFP, as illustrated by the localization of GFP-positive cells within and in the close vicinity
of the ReRh nuclei (Fig 2a, 2b). The brain sections through the ventral midline thalamus were
processed for DAPI staining and anti-NeuN immunostaining. DAPI staining appeared normal
in the region infected with the AAVrg-Cre-GFP (Fig 2c, 2d). Indeed, the stained nuclei showed
no abnormal density in comparison with surrounding regions. This infected region, however,
was almost completely devoid of NeuN-positive cells (Fig 2d, 2e, 2f), possibly indicating an
unexpected loss of neurons. Such loss would point to neuronal toxicity of the AAVrg-Cre-GFP
construct.

As we could not exclude that this toxicity might have been related to an alteration of the viral
construct, we checked that this construct had not been altered with a sodium dodecyl sulfate—
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). It resulted in the separation of all the proteins
into three distinct bands corresponding to the three AAV-capsid proteins VP1, VP2 and VP3
(see supplementary Fig 2). The absence of an extra band indicates the absence of any virus
contamination. Furthermore, we could not exclude a priori that subsequently to the nuclear
production of the fused CreGFP protein, the recognition of NeuN by the anti-NeuN antibody
could have been altered (e.g., due to epitope masking). Therefore, we performed additional
immunostaining with antibodies raised against either calbindin or calretinin, two calcium-
binding proteins expressed by ReRh neurons either separately or conjointly, and
characterizing different neuronal subpopulations of this thalamic brain region (Viena et al.,
2021). This additional staining confirmed that, in the vicinity of the AAVrg-Cre-GFP
injection/transduction site, both single- and dual-labelled cells had almost completely
disappeared (see supplementary Fig 3). This observation confirmed that neurons were

actually lost.
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Were these observations specific to the ventral midline thalamus, which, for unknown
reasons, could have shown a particular fragility to the viral infection or the AAV2 serotype? To
address this question, we injected 2 x 0.5 pL of AAVrg-Cre-GFP into the medial prefrontal
cortex (mPFC) of 6 rats, at a titer of 1.25 x 10%3. After a postsurgical survival time of 5 weeks,
we also found evidence for neuronal degeneration in the mPFC (supplementary Fig 4),
indicating that the neurotoxicity was apparently not specific to a particular brain region. Again,
DAPI staining appeared normal in the region of the mPFC that revealed almost devoid of
neurons (notillustrated). The combination of the intrathalamic injection of the AAVrg-Cre-GFP
and the intracortical injection of the AAV5-taCasp constructs resulted in damage to mPFC
neurons. However, information provided by DAPI and NeuN staining in the ventral midline

thalamus appeared paradoxical, what clearly required further investigation.

Experiment 2: Time line of AAV-Cre-GFP effects

Neuronal toxicity

To further our investigation, based on the observations shown in Figure 2, we decided to
characterize the effects of the retrograde AAVrg-Cre-GFP at various post-injection delays, with
a maximal delay of 10 weeks post-surgery. This second experiment aimed to follow the
chronology of the presumed neuronal toxicity of the viral construct. Our hypothesis was that,
at shorter delays, toxicity could have been weaker or even absent. Therefore, we injected 2 x
1 uL of the retrograde AAVrg-Cre-GFP preparation into the ReRh nuclei, using the same
titration as in experiment 1 (i.e., 1.25 x 103 vg/mL). As we only focused on the possible toxicity
of AAVrg-Cre-GFP, no AAV5-taCasp construct was systematically injected into the prefrontal
cortex. The rats were killed at postsurgical delays of 1, 2.5, and 10 weeks. Data are illustrated
in Figure 3. Evidence for transduction was found at all post-surgical delays, with an overall
picture of fluorescence at 10 weeks post-surgery that was attenuated compared to that
observed after 5 weeks in experiment 1 (Fig 3a, 3¢, 2b and 3e). At earlier time points (Fig 3a
and 3c), the amount of GFP-positive cells in the ventral midline thalamus was clearly larger.
Because of these apparent differences, we decided to quantify the extent of the area in which
fluorescence was increased in comparison with the background. We also quantified the
intensity of the GFP signal (see Experimental procedures) and the density of NeuN-positive
nuclei in this area (see supplementary Figure 1). Identical quantifications were performed on

the histological material obtained in Experiment 1, thus corresponding to the 5-week post-
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surgical delay. Whereas the extent of the area of GFP fluorescence appeared relatively
constant across delays, we observed a delay-dependent decrease of the GFP signal intensity:
the longer the delay, the weaker this intensity (Fig 3a, 3c, 2b and 3e). In parallel, we observed
a progressive decrease of the density of NeuN-positive nuclei in the ventral midline thalamus
(Fig 3b, 3d, 2e and 3f). This was confirmed by an analysis of our quantitative data (Fig 4).
Regarding the extent of the transduction area, a one-way ANOVA showed no significant Group
effect (F3,15) = 0.23, p = 0.87). A Kruskal-Wallis (K-W) one-way ANOVA of the intensity of GFP-
positive clusters within the transduction limits showed a significant Group effect (p < 0.001).
Using the Dunn test to perform multiple comparisons, we found the difference between the
1-week and 10-week delays to be significant (p < 0.002); the other differences did not reach
significance. Regarding the density of NeuN-positive nuclei, the one-way ANOVA showed a
significant Group effect (p < 0.0001). Multiple comparisons (Newman-Keuls test) showed
significant differences between the 10-week and either the 1-week (p <0.001) or the 2.5-week
(p < 0.001) delays; and between the 5-week and either the 1-week (p <0.01) or the 2.5-week
(p<0.01) delays; the difference between 5 and 10 weeks did not reach significance. The extent
of the area of neuronal loss (on frontal sections; Fig 4e) as well as the ratio between the area
of neuronal loss and the area of viral transduction (Fig 4f) were also quantified. Regarding the
former, an ANOVA showed a significant Group effect (F(3,15) = 45.25, p < 0.001). The
following differences were significant: 1 week vs. 5 weeks (p < 0.001) and 10 weeks (p < 0.001);
2.5 weeks vs. 5 weeks (p < 0.01) and 10 weeks (p < 0.001); 5 weeks vs. 10 weeks (p < 0.001).
As to the ratio between both areas, the K-W ANOVA showed a significant Group effect (p <
0.001), the only significant difference being between 1 and 10 weeks (p < 0.01).

Thus, taken together, these data point to an AAVrg-Cre-GFP that produced a protracted
neuronal toxicity ending up, within 10 post-surgical weeks, in an almost complete loss of
neurons in the region of transduction. Most of the toxic effects are reached between 2.5 and
5 weeks post-surgery. Again, as in experiment 1, DAPI staining appeared relatively constant,
all along (SupplementalFig 5). As the DAPI density was also quantified, we performed a K-W
ANOVA that showed a significant Group effect (p < 0.001). With the Dunn test, we found the
difference between the 10-weeks and either the 1-week (p < 0.05) or the 2.5-weeks (p < 0.05)

delays to be significant; other differences did not reach significance.
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Figure 3: lllustrations of the transduction found in the ReRh nuclei at post-injection delays of 1
(a,b), 2.5 (c,d) and 10 weeks (e,f). Rats have been injected with the AAVrg-Cre-GFP into the
ReRh nuclei. (a), (c), (e) show GFP-positive nuclei in the ReRh, (b), (d), (f) show NeuN
immunostaining in the same regions as shown on their left. Notice the evidence for a
progressive disappearance of NeuN-positive cells within the region of transduction, which
parallels a reduction of the GFP-positive signal. Dimensions of the scale bar are shown directly

in the photographs.
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Figure 4: Bar graphs illustrating our quantitative approaches. (a) Extent of the transduction

area at various post-injection delays (1, 2.5, 5 and 10 weeks; data corresponding to 5 weeks

are from experiment 1, the others from experiment 2). (b) Quantitative estimation of GFP

intensity in the transduction area; the difference between 1 and 10 weeks post-injection was

significant, p < 0.01 (**). (c) Quantitative estimation of DAPI density in the transduction area;

at 10 weeks post-injection, the density was significantly larger than at the 1-week (*, p < 0.05)

and 2.5 (*, p < 0.05) delays; the other differences were not significant. (d) Quantitative

estimation of the neuronal density in the transduction area; significance for the indicated

differences is: **, p <0.01; *** p <0.001. (e) Quantitative estimation of the extent of the area

of neuronal loss within the region of transduction; significance for the indicated differences is:

** p <0.01; *** p < 0.001. (f) Computation of the ratio between the extent of the area of

neuronal loss and the area of transduction; the difference between 1 and 10 weeks post-

injection was significant, p < 0.01 (**)

Glial reactions

How can one explain that neurons undergo progressive degeneration following AAVrg-Cre-

GFP injections into the ventral midline thalamus when the density of DAPI-stained cells

remains apparently unchanged over the same time? Because DAPI does not distinguish
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between neurons and glial cells (it stains AT regions of DNA), we hypothesized that cells within
the region of transduction and neuronal loss could be glial cells reflecting a glial reaction,
especially astrocytes and microglia. Indeed, astrocytes and microglia are major actors of
neuroinflammation and come into play in case of neurodegeneration, whatever the latter’s
origin (e.g., Kwon and Koh, 2020). This is why we performed two additional immunostainings,
one targeting astrocytes (with an antibody against GFAP), the other targeting microglial cells
(with an antibody against Ibal). The data are illustrated in Fig 5 and Fig 6. At 1 week post-
surgery, the GFAP immunoreactivity was virtually absent from the ventral midline thalamus.
Clearly detectable at the 2.5-week delay, it reached a maximal staining intensity at the 5- and
10-week delays, suggesting a delay-dependent increase of astrocytic migration/reaction. A
similar temporality was observed for microglial cells, the Ibal-positive staining being minimal
(but not absent) at the 1-week delay and maximal at the 10-week delay. These staining signals
were quantified. We measured the area covered by GFAP-positive or Ibal-positive staining,
the density of cells within the stained areas, as well as the ratio between the area covered by
the glial scar/region of microglial activation and that of the transduction as deduced from the
GFP-positive staining. Regarding GFAP, K-W ANOVA of the area covered by the glial scar
showed a significant Group effect (p = 0.02). The only significant difference shown by a Dunn
test was between 1 and 10 weeks (p < 0.05). The one-way ANOVA of GFAP density showed a
significant Group effect (F(3,14) = 11.24, p <0.001). Multiple comparisons indicated significant
differences between 1 week and either 5 (p < 0.01) or 10 weeks (p < 0.001), but also between
2.5 weeks and 5 (p < 0.05) or 10 weeks (p < 0.01). K-W ANOVA of the ratios showed a
significant Group effect (p = 0.039), but none of the differences reached significance. As to
Ibal, one-way ANOVA of the activation area showed a significant Group effect (F(3,15) =
13.77, p < 0.001), and multiple comparisons revealed significant differences between 1 week
and 2.5 (p < 0.05), 5 (p < 0.05) and 10 weeks (p < 0.001), as well as 2.5 weeks (p < 0.01) or 5
weeks (p < 0.05) and 10 weeks. For the density of the Ibal signal, a K-W ANOVA showed a
significant Group effect (p < 0.001), which was due to a significant difference between 1 and
10 weeks (p < 0.01), only. Finally, a K-W ANOVA of the ratio showed the Group effect to be
significant (p < 0.001), pairwise comparisons pointing to a larger ratio at 10 weeks as

compared to 1 (p <0.01) or 2.5 weeks (p < 0.05).
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Figure 5: Images showing GFAP (astrocytes; on the left) and Ibal (microglia; on the right)
immunostaining in the region of transduction at various delays after the injection into the ReRh
nuclei of the AAV-Cre-GFP, namely 1 week (a,b), 2.5 weeks (c,d), 5 weeks (e,f), and 10 weeks
(g,h). Notice the delay-dependent increase of staining accounting for reactive astrocytes and

microglia. Dimensions of the scale bar are shown directly in the photographs.
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Figure 6: Bar graphs illustrating our quantitative approaches. (a) Extent of the glial scar at
various post-injection delays (1, 2.5, 5 and 10 weeks; data corresponding to 5 weeks are from
experiment 1, the others from experiment 2); the difference between 1 and 10 weeks post-
injection was significant, p < 0.05 (*). (b) Quantitative estimation of GFAP staining density in
the transduction area; at 10 weeks post-injection, the density was significantly larger than at
the 1-week (*** p < 0.001) and 2.5 (**, p < 0.01) delays, and at 5 weeks post-injection, the
density was also significantly larger than at 1 week (** p < 0.01) and 2.5 weeks (*, p < 0.05).
(c) Computation of the ratio between the extent of the area of the glial scar and the area of
transduction; no difference was significant. (d) Quantitative estimations of the extent of the
glial scar at the various post-injection delays; analyses showed a progressive extension over
time; significance for the indicated differences is: *, p < 0.05; **, p < 0.01; *** p < 0.001. (e)
Quantitative estimation of the density of Ibal staining in the transduction area over time; the
difference between 1 and 10 weeks post-injection was significant, p < 0.01 (**). (f)
Computation of the ratio between the extent of the area of microglial activation and the area
of transduction; the difference between 1 and 10 weeks post-injection was significant, p < 0.01

(**), as well as that between 2.5 weeks and 10 weeks, p < 0.05 (*).
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Altogether these data indicate that the AAVrg-Cre-GFP injection resulted in a progressive glial
reaction, as attested for by the progressive increase of GFAP- and |Ibal-positive staining. That
this reaction was linked to the neurotoxic effects of the AAVrg-Cre-GFP is suggested by the
high positive correlation between the area of neuronal loss and the area of microglial
activation on sections passing through the ventral midline thalamus (r = 0.924, p < 0.001; see

Supplementary Fig. 6).

Experiment 3 : Reduction of the viral titer

Next, we tested if the injection of AAVrg-Cre-GFP using a smaller solution volume (i.e., 2 x 0.5
uL) and a reduced titer would result in attenuated toxicity in the ReRh nuclei. Four titers were
tested: 6.25 x 10%2, 3.125 x 10%?, 1.25 x 10*?, 1.25 x 10* vg/mL. The volume/titer producing
toxicity in the aforementioned experiments was not included. Rats were kept for a 5-week
post-surgical survival time, a delay at which we had observed strong toxicity with the highest
titer used. Data are illustrated in Fig 7. In this figure, one can see that the second lowest titer
(i.e., 1.25 x 102 vg/mL) used resulted in limited fluorescence which confined along the cannula
track and showed minimal spreading in the target region. A similar picture was observed with
the lowest titer (i.e., 1.25 x 10! vg/mL not illustrated). Clearly, the transduction was by far
insufficient or even inefficient with these two titers. With the next higher titer (i.e., 3.125 x
10'? vg/mL), the transduction had spread in the ReRh nuclei and the NeuN immunostaining
showed no evidence for local neuronal toxicity. With the highest titer, the transduction
appeared correct, but there was evidence for neuronal toxicity in and around the injection

site, although to a much weaker extent as with the titer used in experiments 1 and 2.
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Figure 7: Images showing the localization of the transduction in the ReRh nuclei on sections
immunostained for the neuronal nuclear protein NeuN. Compared with experiments 1 and 2,
the volume injected at each injection site was divided by 2 (i.e., 0.5ulL instead of 1ul). In this
experiment, we also reduced the titer. (a-d) are from rats injected with the AAV-Cre-GFP virus
at a titer of 1.25 x 10*2 vg/mL. (e-h) are from rats injected with the AAV-Cre-GFP virus at a titer
of 3.125 x 10*? vg/mL. (i-I) are from rats injected with the AAV-Cre-GFP virus at a titer of 6.25
x 10*? vg/mL. The post injection delay was of 5 weeks in all cases. On the left (a, e, i), NeuN
and GFP are merged and low magnification indicates the location of the transduction region.
All other photographs show a higher magnification focusing on the transduction region: GFP
fluorescence is shown alone (b,f,j), NeuN staining is shown alone (c,g,k), and a merge of both
is shown (d,h,l). Notice that with the lowest titer the transduction was extremely limited, which
is not the case with the two other titers; we found no evidence for toxicity. With the titer of
6.25 x 10*2 vg/mL, we obtained a good transduction, but neuronal toxicity was observed. With
the titer of 3.125 x 10*2 vg/mL, the transduction was still acceptable, but we found no evidence

for neurotoxicity. Dimensions of the scale bar are shown directly in the photographs.
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Experiment 4 : Combination of the retrograde AAVrg-Cre-GFP injections into the ReRh nuclei
(at a non-toxic titer) with an intracortical injections of anterograde AAV5-taCasp

Next, we asked if AAVrg-Cre-GFP used at a titer of 3.125 x 1012 vg/mL in combination with an
intracortical injection of the AAV5-taCasp could result in damage to cortical neurons
projecting to the ReRh nuclei. To answer this question, rats were injected with both viral
preparations, AAV5-taCasp in the medial prefrontal cortex (same conditions as in experiment
1) and AAVrg-Cre-GFP in the ReRh nuclei (i.e., 3.125 x 10%? vg/mL). The AAV5-taCasp was
injected unilaterally and the contralateral side was used as control. Histological observations
are illustrated in Figures 8. In the mPFC, we found a reduction of the number of GFP-positive
cells on the side in which the AAV5-taCasp had been injected as compared to the contralateral
hemisphere (Fig 8). On the side injected with the AAV5-taCasp, the number of GFP-positive
neurons was reduced by about 40 % in average as compared to the opposite hemisphere (Fig
8); this reduction was comparable to the one found in Exp 1. Statistical analyses on all sections
showed this reduction to be significant (t27 = 5.790, p < 0.001).

Thus, when the titer of AAVrg-Cre-GFP injected into the ReRh was reduced from 1.25 x 10%3 to
3.125 x 102 and coupled to an intracortical injection of the AAV5-taCasp, we avoided the

intrathalamic toxicity of the first virus and found a capability for the combination to damage.
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Figure 8: The AAV containing the floxed caspase gene was injected unilaterally into the medial
prefrontal cortex (mPFC) of Long-Evans male rats, which also received an injection into the
reuniens and rhomboid (ReRh) nuclei of the virus containing the Cre-GFP gene coding for the
fusion protein. This time, however, the titer used was the same as the one with which we found
no neurotoxicity in experiment 3. (a) Image showing GFP-positive neuronal nuclei in the mPFC.
(c) and (d) are higher magnifications of the cortical regions delimited by squares in (a); (c) is
the side in which the AAV5-taCasp has been injected; the contralateral side (d) is used as the
non-injected control. Dimensions of the scale bar are shown directly in the photographs. (b)
Number of neurons counted on each section prepared from the brain of 3 rats; filled circles
joined by solid lines are from one rat, those joined by dashed lines are from another rat, and
filled circles from the last rat are joined by stippled lines. The bars show the average value on
the side injected with the AAV5-taCasp (left) and its contralateral control (right). Statistical

analysis: *** p < 0.001.
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Discussion

The start point of the current series of experiments consisted in combining an AAVrg-Cre-GFP
injected into the ReRh nuclei with an AAV5-taCasp injected into the mPFC in order to
selectively damage neurons that project from the cortical region to the thalamic one. While a
proportion of neurons in the mPFC were actually killed, we observed an unexpected and
ultimately massive neurotoxicity of the AAVrg-Cre-GFP in the ReRh. This neurotoxicity
contrasted with an apparently normal density of DAPI-positive nuclei. Staining of reactive
astrocytes and microglial cells demonstrated a progressively increasing density of these cells
within the limits of the viral transduction. By reducing the viral titer (by a 4-fold dilution +
injecting half the volume), we obtained a dramatic reduction of the toxicity to virtually none,
but kept the possibility to induce an at least partial disconnection between the mPFC and the

ReRh nuclei.

Neuronal ablation a combination of virus-delivered Cre and Cre-dependent caspase

Cre-dependent caspase has been used to selectively ablate populations of neurons of the
central nervous system in recent studies. A typical approach consists in using transgenic mice
(or rats) preferentially expressing Cre in particular neurons of the brain. These regions are
then infected with a viral vector carrying a floxed caspase (e.g., Basting et al., 2018; Bossert et
al., 2023; Hatter and Scott, 2023; Laurent et al., 2017; Mazuski et al., 2020; Nadel et al., 2020;
Walker et al., 2022; Whylings et al., 2021). In the current study, we combined the injection of
two AAV vectors, one retrograde with the Cre injected into the ReRh nuclei, and another one,
anterograde, with the caspase injected into the mPFC. Our goal was to damage neurons of the
mPFC that project to the ventral midline thalamus. To the best of our knowledge, it is the first
time that such an approach targeting mPFC to ReRh projections is used in rats. The
combination of a Cre-containing AAV with a caspase-containing AAV has been the
methodological option in at least one other study, which aimed to damage the neurons of the
median preoptic nucleus projecting to the paraventricular nucleus (Marciante et al., 2019). In
a previous study, Xu and Stidhof (2013) had blocked the projections from the mPFC to the Re.
However, they bilaterally injected a 2xFIx-TetTox AAV into the mPFC and a WGA-cre AAV into
the Re and subsequently assessed contextual fear generalization, which was affected. If one
disregards the undesired effects of AAVrg-GFP-Cre in the ReRh nuclei, our histological

verifications demonstrate the feasibility of the combined anterograde and retrograde AAV
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approach. Indeed, for AAVrg-GFP-Cre, whether with a viral titer causing neurotoxicity in the
ventral midline thalamus (Figure 1) or with a titration reduced by a factor 4 and half the
volume injected (Figure 8), we have been able to observe an about 40% reduction of the
number of GFP-positive neurons on the injected side as compared to the contralateral control
side. Obviously, this finding does not allow us to conclude that we have destroyed neurons
projecting from the mPFC to the ReRh nuclei in a proportion that would be sufficient to induce
detectable behavioural alterations. To do this, one would need to have AAV5-taCasp
bilaterally in the mPFC and test the rats in a battery of behavioural evaluations that have
proved sensitive to damage to the ReRh nuclei (e.g., the cognitive shifting test used by Cholvin
et al., 2013, or the systemic memory consolidation tests used by Loureiro et al., 2012, or Quet
et al., 2020). Moreover, in the current study, it was not possible to know what proportion of
cortical neurons have been destroyed among cortical neurons projecting to the ReRh nuclei.
There were at least two reasons to this: first, the number of cortical neurons projecting to the
ReRh nuclei is not known; second, we have no idea about the proportion of mPFC neurons

projecting to the VMT that have been labelled with the retrograde virus.

Neurotoxicity of the GFP-Cre fusion protein

Our current report is the first to show neurotoxicity of AAVrg-Cre-GFP when the viral construct
is injected into the ventral midline thalamus of rats. Such toxicity is not particular to the VMT
as it was also observed in the mPFC when the viral construct was injected in this cortical
region. Other studies found similar results with an AAV-Cre-GFP injected in other brain
regions. For instance, Rezai Amin et al., (2019) have injected AAV2.hSyn.eGFP-Cre.WPRE.SV40
into the subtantia nigra of mice that survived surgery for at least 8 weeks. They found toxicity
to both dopaminergic neurons in the pars compacta and GABAergic neurons in the pars
reticulata, with evidence for apoptosis and autophagy for both populations. The authors of
this study have raised the possibility that it is the Cre-GFP fusion protein that has revealed
toxic, rather than Cre or GFP alone. Erben et al. (2022) injected an AAV1.hSyn.Hl.eGFP-
Cre.WPRE.SV40 unilaterally or bilaterally into the ventral tegmental area of mice. Four weeks
after the injections, the number of cells immunoreactive for tyrosine hydroxylase and DAT was
reduced to a dramatic extent, what occurred neither with an AAV1-GFP nor with an AAV9-GFP
or an AAV9-Cre virus that were used as controls. When the viral titer was reduced by a 1000-

fold order (i.e., from the 10'3 to a 10° GC/mL), the undesirable neurotoxicity was

191



circumvented. As speculated by Rezai Amin et al. (2019), the authors of this study also
suspected the GFP-Cre fusion protein to be the toxic agent. The factor in these two studies
common to ours is the GFP-Cre fusion protein, its nuclear localization and its expression under
the effect of a strong promoter (i.e., hSyn), and thus its nuclear accumulation. Theoretically,
this toxicity might be avoided with a viral vector that would only transduce Cre, as suggested
by Erben et al. (2022). This does not preclude the viral construct from being used at the titer
used in our two first experiments, but specific effects would only be expected in a relatively
narrow post-injection window, the duration of which remaining to be determined precisely
yet. It would probably not exceed much more than a week post-injection. Regarding the
toxicity of the Cre-GFP protein, one could also argue that when the AAV5-taCasp is injected in
the region from which the terminals infected with the AAVrg-Cre-GFP arise, neurons are not
killed by the caspase but by the nuclear accumulation of Cre-GFP after retrograde infection.
This possibility, which would be potentially problematic to all neurons projecting to the ReRh
nuclei and obviously undermine specificity of the disconnection approach, cannot be excluded
based on the results of the current study. However, whether with the high or the low titer of
the AAVrg-Cre-GFP preparation we used, we found that, in average, in the mPFC in which the
AAV5-taCAsp had been injected, the number of GFP-positive neurons was significantly lower
than on the contralateral side in which no injection was made. This is evidence for caspase

having played its expected role.

Glial reactions and possible confusion/misinterpretation

Degeneration of neurons is usually accompanied by an inflammatory reaction, whether in
neurodegenerative diseases (Kwon and Koh, 2020; Stephenson et al., 2018) or following
neurotoxic treatments, stroke, traumatic injury, infections (e.g., Hosseini and Korte, 2023;
Tran et al., 2022). Inflammatory reaction implicates, among other processes, activation of
astrocytes and microglia, both types of cells having also physiological functions in a healthy
brain, where they are in a so-called resting state. When resting, they are for instance
implicated in homeostasis regulation, blood-brain barrier maintenance, synaptic support and
communication, phagocytosis (e.g., Garland et al., 2022). Evidence for an inflammatory
reaction has been obtained in the current study, as attested for by the progressive increase of
reactive astrocytic and microglial signals over the weeks that followed the injection into the

ReRh nuclei of the AAVrg-Cre-GFP. Indeed, after one week, there were little GFAP-positive
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astrocytic and Ibal-positive microglial cells in the region of viral transduction. Already 2.5
week after the injection, but much more so 5 and 10 weeks thereafter, the staining had
increased to reach an ultimately massive level. At both later stages, almost all neurons had
disappeared from the injection site. The conjunction of both phenomena, namely neuronal
degeneration and gliosis, can reveal extremely misleading. Indeed, if the histological material
is examined after only DAPI staining, the cellular density, as it can be deduced from the
number of stained cell nuclei, may seem unaltered. To achieve a precise idea of what is going
oninthe region in which the AAVrg-Cre-GFP was injected, it is mandatory to perform a staining
accounting for the presence of neurons. As long as this staining does not demonstrate that
neurons are present in the vicinity of AAVrg-Cre-GFP injection, it is impossible to differentiate
possible effects of the AAVrg-Cre-GFP/AAVS5-taCASP combination (i.e., to the Cre/loxP
recombination, and thus of a specific disconnection) from those of the AAVrg-Cre-GFP (i.e.,
the Cre-GFP toxicity). The picture could even be further complicated by synergistic

interactions between both types of effects thereby leading to additional confusion.

Reducing the titer, a possible solution to reduce neurotoxicity

Erben et al. (2022) have reported that neuronal toxicity of Cre-GFP could be substantially
reduced by reducing the titer of the viral preparation. Our own findings confirm that titer
reduction reduces toxicity, although after a substantially weaker titer reduction (i.e., divided
by 4, after half-dilution of the mother solution) than in the Erben et al. study (i.e., divided by
1000). We also found that when the highest titer we used was reduced by a factor 10 or 100,
the transduction we obtained was largely insufficient. Regarding these results, one has to call
for some degree of caution. In fact, we only assessed the effect of our titer reduction at one
post-injection time point, namely 5 weeks after the infection. However, as long as the
metabolic machinery of an infected neuron is functioning, there is no reason to believe that
Cre-GFP synthesis is going to vanish or that nuclear metabolism might, in fine, balance Cre-
GFP production such as to keep the protein’s concentration under a fatal toxicity threshold. It
is well possible that by reducing the titer, rather than preventing toxicity, we have done
nothing more than attenuating the slope of Cre-GFP production. This would mean that the
neuron would not, in absolute terms, be protected from toxicity, but that Cre-GFP production
would take longer to reach the toxicity threshold. Therefore, having observed virtually no

toxicity after 5 weeks post-injection with the reduced titer does not mean that no toxicity

193



would be observed after an additional 5 weeks. This possibility will have to be verified

experimentally in a forthcoming study.

Conclusion

We used an approach combining two AAVs, one delivering a floxed gene coding for caspase
and one delivering a gene coding for a Cre-GFP fusion protein. The former was injected into
the mPFC, the latter into the ReRh nuclei, with the aim to damage neurons interconnecting
these two brain regions. Our main finding was the severe neuronal toxicity of the AAVrg-Cre-
GFP in the ReRh nuclei, although evidence was obtained that neurons of the mPFC projecting
to the ReRh could actually be damaged. The unexpected effects of the AAVrg-Cre-GFP
reported herein clearly point to : i) the imperative need to verify the existence of potential
collateral damage inherent in this type of approach and likely to distort the interpretation of
the experimental data, and ii) the necessity to implement the essential controls in order to
distinguish the phenotypic effects linked to this collateral damage from those linked to the
desired disconnection, since, as we report here, the two types of damage can co-exist. It is
also essential to know for how long neurons expressing the Cre-GFP protein remain

operational after their infection.
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A. Delineation of infected area or area affected by neurodegeneration

Codes according to Schmidt et al., 2018, International Conference on Medical Image Computing and Computer-
Assisted Intervention (MICCAI), Granada, Spain. Weigert et al., Star-convex Polyhedra for 3D Object Detection and
Segmentation in Microscopy. The IEEE Winter Conference on Applications of Computer Vision (WACV), Snowmass
Village, Colorado, USA.

Supplementary Figure 1: (A) lllustration of the quantification methods with the QuPath
software. (a,b) Example of how the delineation of the AAV-Cre-GFP infected region was
performed, (c) of the neuronal loss, (d) of the glial scar, and (e) of the microglial activation
zone. (a) is the superposition of NeuN immunostaining and the GFP-positive AAV-Cre-GFP
infection, and of the associated delineated areas. (B) Example of how we counted the cells
with different classifiers. (a) First, we ran a StarDist extension script to detect all the cell
nuclei (circled in white) with the DAPI staining. (b) Then, we sorted these nuclei as microglia
when they were Ibal-positive (circled in purple), (c) as astrocytes if they were GFAP-positive

(circled in purple), or (d) neurons when they were NeuN-positive (circled in yellow).
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Supplementary Figure 2: AAVrg-Cre-GFP capsid protein integrity determined by SDS- PAGE. A
molecular-weight size marker has been loaded into the M well and 5uL of AAVrg- Cre-GFP have
been loaded into the V well. VP1, VP2 and VP3 are the three capsid proteins of AAVs. The

absence of any other band reveals the absence of any contamination in our viral sample.
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Supplementary Figure 3: Verification that the absence of NeuN staining is not due to any
epitope masking. This verification was performed by additional immunostaining against either
calbindin or calretinin. (a) Image showing the localization of the AAVrg-Cre-GFP (in green)
transduction in the ReRh nuclei on a section immunostained for calretinin (calR, in red) and for
calbindin (calB, in blue); blue and red are superimposed on this photograph. (b) is a higher
magnification of the thalamic region delimited by the square in (a); only GFP staining is shown.
(c) same region as in (b) with calbindin staining in the ventral midline thalamus. The dotted
line encircles the region devoid of calbindin staining. (d) same region as in (c) with calretinin
staining in the ventral midline thalamus. (e) same region as in (d) with calretinin and calbindin
stainings merged. (f) same region as in (e) with AAVrg-Cre-GFP, calretinin and calbindin
stainings merged. (g) Image showing the ventral midline thalamus of a control rat, that did
not receive any AAVrg-Cre-GFP injection on a section immunostained for calretinin (in red) or
for the calbindin (in blue). (h) is a higher magnification of the thalamic region delimited by the
square in (g); calretinin and calbindin stainings are merged. (i) same region as in (h) with
calbindin staining in the ventral midline thalamus. (j) same region as in (i) with calretinin
staining in the ventral midline thalamus. Dimensions of the scale bar are shown directly in the

photographs.
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Supplementary Figure 4: (a) Surgical protocol used in Experiment 1 to verify if the neuronal
toxicity phenomenon also occurs in the mPFC. The AAVrg-Cre-GFP was injected bilaterally into
the mPFC of Long-Evans male rats. (b) and (c) Images showing the localization of the
transduction in the mPFC on sections immunostained for the neuronal nuclear protein NeuN.
(b) is the section with the lowest neuronal loss; (c) is the section with the largest one. (d) and
(e) are higher magnifications of the cortical regions shown in (b) and (c); only NeuN staining is

visualized. Dimensions of the scale bar are shown directly in the photographs.
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Supplementary Figure 5: /llustrations of the DAPI staining found in the ReRh nuclei at post-
injection delays of 1 (a), 2.5 (b), and 10 weeks (c). Rats have been injected with the AAVrg-
Cre-GFP into the ReRh nuclei. (a), (b), (c) show nuclear DAPI staining. Notice that DAPI
staining appears normal at every post-injection delay. Dimensions of the scale bar are shown

directly in the photographs.
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Supplementary Figure 6: Regression showing the positive correlation between the area of

neuronal loss and the area of microglial activation in the ReRh of rats that received the AAVrg-
Cre-GFP.
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lll. Le nouveau chapitre de la these

De janvier a juin 2023, j'ai suivi une unité d’enseignement proposé par |'Université de
Strasbourg intitulée « Nouveau chapitre de la theése ». Elle a pour objectif de faire prendre
conscience aux doctorants I'ensemble des compétences développées au cours de la these, et
de pouvoir les valoriser dans un milieu industriel. Les objectifs étaient d’analyser ses propres
compétences et savoir-faire, pour les utiliser plus facilement lors d’un entretien d’embauche.
Pour cela, il a été nécessaire de vulgariser et clarifier les travaux réalisés pendant la these afin
gu’ils soient compréhensibles par un public non spécialiste. Plusieurs méthodes de
présentation et de communication nous ont été transmises, comme le fait de toujours illustrer
ses propos par des exemples concrets. Ce travail s’est concrétisé par un rapport écrit, évalué
par un spécialiste des ressources humains, ainsi qu’un entretien de 10 minutes avec 2

membres invités (chefs d’entreprises locales). Le rapport de ce travail est présenté ci-apres.
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CADRE GENERAL ET ENJEUX DE LA THESE

Contexte
D’apres I'Organisation Mondiale de la Santé, on estime dans I'ensemble de la population

qu'entre 5 et 8% des personnes agées de 60 ans et plus sont atteintes de démence a un
moment donné. Le nombre total de personnes atteintes de démence devrait atteindre 82
millions en 2030 et 152 millions d'ici 2050. C’est pourquoi il devient urgent de comprendre les
mécanismes qui sous-tendent la formation de la mémoire, afin d’envisager de nouvelles cibles
thérapeutiques pour pallier ces déficits mnésiques.

La mémoire consiste en la capacité de restituer ou d’utiliser une information apprise il y a
longtemps. La persistance des souvenirs avec le temps nécessite que les informations
initialement pergues et encodée dans un état labile soient progressivement consolidées. Ce
processus de consolidation peut se réaliser grace a des modifications a I’échelle des synapses,
qui sont les points de contacts entre les neurones, mais aussi a I'échelle des structures
cérébrales. Plusieurs théories sur la consolidation de la mémoire ont vu le jour, toutes
décrivant la nécessité de l'interaction entre deux structures cérébrales : I'hippocampe, et le
cortex préfrontal. Nos souvenirs se créent et s’organisent dans les circuits de I'hippocampe,
puis, au cours du temps, ils sont pris en charge, au moins en partie par des réseaux du cortex
préfrontal. Ainsi la réactivation des circuits hippocampo-corticaux permet le maintien a long
terme de linformation. Cependant, les connexions anatomiques précises du circuit
hippocampo-cortical intervenant dans la consolidation systémique restent méconnues.

L’échange d’informations entre deux structures cérébrales repose sur leur connexion
anatomique. Or on sait que les connexions entre I"hippocampe et le cortex préfrontal ne sont
pas directes : ces deux structures ont donc besoin d’un relai pour communiquer. C'est dans ce
contexte que notre laboratoire s’est intéressé au rdle de deux petites structures cérébrales :
les noyaux reuniens et rhomboide (ReRh) appartenant au thalamus. Ces noyaux ReRh
possedent des relations anatomiques privilégiées, car réciproques avec |I’"hippocampe et avec
le cortex préfrontal médian. De plus, notre équipe a montré que ces noyaux thalamiques sont
indispensables a la persistance d’un souvenir. Notre équipe a ainsi mis en évidence Ia
nécessité d’un circuit comprenant |I"hippocampe, le cortex préfrontal et le thalamus dans la
consolidation a long terme d’un souvenir, confortant I'idée surprenante que des noyaux du

thalamus puissent jouer un réle crucial dans la persistance d’un souvenir.
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Résumé succinct de la these

Dans ce contexte, mon projet de thése cherche a mieux comprendre le circuit de la

mémoire a long terme, et tente d’ouvrir de nouvelles perspectives dans la lutte contre les
déficits de mémoire liés a des traumatismes ou a des maladies neurodégénératives.
Mon travail de theése a constitué en I'étude d’une des connexions au sein du circuit liant
I’hippocampe, le cortex préfrontal et le thalamus, et de comprendre sa fonction particuliere
dans la consolidation de la mémoire. Pour cela, nous avons déconnecter la voie anatomique
du cortex préfrontal aux noyaux réuniens et rhomboide du thalamus, grace a des outils
génétiques.

L'utilisation des virus adéno-associés (AAV) s'est développée au cours des dernieres
décennies, car ils peuvent facilement étre modifiés pour délivrer des genes spécifiques dans
des cellules cibles. lls sont notamment utilisés dans de nouvelles thérapies géniques, qui
permettent un traitement ciblé adapté a chaque patient. Au laboratoire, nous avons utilisé
une combinaison de deux AAV, pour faire exprimer uniguement dans les neurones du cortex
préfrontal projetant sur les ReRh, un signal les menant a dégénérer. Cette méthode nous a
permis de déconnecter notre voie d’intérét, sans porter atteinte au reste du circuit. Mes
travaux ont voulu évaluer I'impact de la déconnexion sur la persistance d’un souvenir, chez le

rat.

La thése dans son contexte

J’ai réalisé ma these au LNCA, Laboratoire de Neurosciences Cognitives et Adaptatives, a
Strasbourg. Il est composé de 4 équipes de recherche, dont la thématique commune est la
plasticité. Le laboratoire comporte une cinquantaine de personnes au total. L’équipe dans
laquelle je travaille s’intitule « Epigénétique et dynamique des systémes de mémoire », et est
constituée de 5 chercheurs, 6 doctorants et 2 ingénieurs. Cette équipe s’intéresse a la
dynamique fonctionnelle de la consolidation d’'une trace mnésique et aux mécanismes
moléculaires et cellulaires responsables des déficits de mémoire dans certaines maladies

neurodégénératives. Elle cherche a établir le fonctionnement des réseaux associés a la
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mémoire, mais aussi dans un contexte pathologique, de chercher a établir de nouvelles pistes

thérapeutiques dans la maladie a corps de Lewy, ou encore dans la maladie de Huntington.

Dans ce contexte, chaque année, I’école doctorale de Strasbourg permet a 30 étudiants
en Master de sciences de la vie d’obtenir une bourse de 3 ans, financée par le ministere de
I’Enseignement Supérieur et de I'lnnovation. L’attribution de cette bourse se fait sur concours,
début juillet. C'est grace a ce financement que j’ai pu réaliser ma thése de Neurosciences au

laboratoire.

Ma place dans ce contexte

J'ai toujours été tres curieuse, et eu a cceur de comprendre comment fonctionnaient les
choses. Ce trait de caractére s’est conforté a partir du college avec les premiers cours de
biologie, en lien avec les sciences du vivant. Avec le temps, j’ai aussi compris que ce qui me
tenait a cceur était d’aider les autres. C'est donc assez naturellement que j’ai choisi de réaliser
une Licence en Psychologie a Strasbourg. Dés la premiére année, j'ai découvert avec
enthousiasme les cours de Neurophysiologie et Neuroanatomie qui m’ont tout de suite
passionnée. C’est le Pr. Jean-Christophe Cassel, mon actuel directeur de these, qui dispensait
ces cours, et qui m’a « entrainé » dans le domaine des Neurosciences. Aprés plusieurs
discussions avec lui, j’ai pu réaliser un stage au laboratoire en 2017, sur ma thématique de
recherche actuelle. C’est alors que j’ai trouvé une profonde motivation et un véritable attrait
pour le sujet, et la thématique de la mémoire. De nature déterminée, et persévérante, j’ai tout
mis en ceuvre pour m’orienter dans cette voie, et ai réussi a intégrer un master de
neurosciences cognitive, master appartenant au domaine des sciences de la vie. Le
changement de discipline (psychologie vers biologie) m’a demandé de nombreux efforts et
beaucoup d’implications pour apprendre toutes les bases que je n’avais pas eu en licence de
psychologie, par exemple en neurochimie. Malgré la survenue de la crise sanitaire et du
confinement en 2020, j’ai tout mis en ceuvre afin de pouvoir continuer mon travail de master,
ce qui m’a permis d’accéder au concours de |"école doctorale afin d’obtenir ma bourse de

these. C’est ce financement qui m’a permis de réaliser un doctorat.

Au début de cette these, la méthode utilisant les AAV n’en n’étant qu’au stade de la mise au

point, et nécessitant plusieurs semaines d’attentes, notamment pour I'expression optimale
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des virus (4-5 semaines), j’ai pu participer a un second projet, resté jusqu’alors en suspens
dans I’équipe. En effet, au-dela de la consolidation, les noyaux ReRh sont impliqués dans une
variété de fonctions cognitives, notamment la mémoire de travail spatiale. J’ai donc pu
commencer ma thése en complétant les travaux déja réalisés au sein de I'équipe, ce qui m’a
permis de publier deux articles dans des journaux internationaux. J'ai ensuite fait preuve de

flexibilité et d’adaptation pour gérer en paralléle ces deux projets dans le cadre de ma thése.

Déroulement, gestion et cout du projet

COUT TOTAL DE MA THESE

Formation; 4,4

Déplacements; 0,4

Documentation et
communication; 0,01

Matériel; 1,5

Consommables; 10,7

Ressources Humaines;
82,9
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Colts totaux (euros TTC)
Nature de la dépense Détails * Nombre (':OG,t
d'unités unitaire Total
moyen
Salaire brut mensuel Charges
Doctorant 2000 820 36 2820 101520
Encadrant 1 6200 2480 36 8680 |[10% | 31248
Encadrant 2 4700 1800 36 6500 |[10% | 23400
Encadrant 3 4000 1600 36 5600 |[20% | 40320
Assistant Ingénieur 2500 1000 36 3500 |[30% | 37800
Cout Unité Nom'br:e
77777 d'unités
Fournitures expérimentales Rats (Long-Evans) 40 333 13320
Nourriture 20 (pour 10kg) 3 60 60
Sciure 10 (10kg) 5 50 50
Enrlchlss;irgz?st)(batons 0,25 400 100
Blouse 50 4 200 200
Gants 15 (100) 10 1500
Scalpels 10 (les 50) 4 40
Lames 20 (50) 40 800
Lamelles 10 (100) 40 400
Cones 100 (Lot 10x96) 2 200
Plaques de 24 puits 2,8 500 1400 1400
SAISINE 13261 Cout Unité Nombre
d'unités
Matériel viral Instruments chirurgie 400 1 400
Seringues 400 4 1600
AAV (Cre rétrograde) 500 4 2000
AAV (caspase) 300 4 1200
Produits chimiques Carboglace 50 2 100
Lubrithal 7 4 28
Isoflurane 80 (250mL) 5 400
Bupivacaine 10 (50mL) 5 50
Lurocaine 10 (50mL) 5 50
Métacam 60 (20mL) 5 300
Xylazine (Rompum) 60 (25mL) 10 600
Kétamine (Imagléne) 12 (10mL) 10 120
PFA 3% 44 (5L) 1 44
NacCl 0,9 20 (1kg) 3 60
Sucrose 22 1 22
PFA 32% 44 4 176
Immunomarquages NeuN 470 2 940
lbal 480 1 480
GFAP 480 1 480
Ac Secondaire Bleu 480 1 480
Ac Secondaire Rouge 480 2 960
Ac Secc;r::fac;rr:i1 Rouge 480 1 480
Ac Secondaire Vert 480 2 960
SAISINE 11427 Cout Unité Nom.bfe
d'unités
Muscimol 50 (25ml) 2 100
Cannules 10 (10) 9 90
Ciment 30 1 30
Xylazine (Rompum) 60 (25mL) 1 60
Euthasol 30 (100mL) 1 30
Kétamine (Imagléne) 12 (10mL) 1 12
Crézyl violet
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Entretien, gardiennage, secrétariat

Loyers des locaux Loyer brut Charges locatives
Electricité, eau, chauffage, ... (si non inclus dans les
i Inconnu Inconnu
charges locatives)
Autres
Sous-total Infrastructures
. Nombre
Cout Unité s
- d'unités
Ordinateur portable 1000 1 1000 1000
Caméra 40 1 40 40
Licence Anymaze (tracking) 1000 1 1000 1000
Ordinateur (perso) 2200 1 2200 2200
Logiciels de bureau /
i 2 100 100

dur extern

Hebergement + Frais

Transport . -
inscription
Neurofrance 2021 (en ligne) / 80 80
ED Days 2021 (en ligne) / / 0
Congrés FENS, Paris 80 380 460

Neurofrance 2023 Lyon

100/h

Formations

Autres frais (Inscription a I'Université, Sécurité

Sociale étudiante, etc.) frais d'inscription 380 3 1140
Formation niveau
concepteur + chirurgie 1000 1000
rongeur
Documentation et communication Cout Unité Nom.bfe
d'unités
Impression Poster 15 2 30
Sous-total Documentation et communication 30
Charges financiéres (intéréts des emprunts)
Sous-total Charges financieres 0
Charges exceptionnelles
Sous-total Charges exceptionnelles 0
TOTAL 282462
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Préparation, cadrage du projet

Facteurs de risque a priori, et solution pour les minimiser

A la fin de mon master, j’avais obtenu de bonnes notes, mais je n’étais pas tout en haut du
classement qui permettait d’avoir la bourse. Ce classement s’effectuait comme suit : les
étudiants étaient classés avec la moyenne de leur note de master, et celle obtenue lors de
I'oral au concours. J'ai d faire preuve de beaucoup d’efforts, de combativité et de ténacité

pour obtenir la bourse ministérielle.

Aussi, plusieurs méthodes de mon projet nécessitaient une mise au point. L’utilisation de virus
n’avait encore jamais été réalisée au laboratoire. La mise au point de cette technique a
nécessité du temps, et I'implication d’Elodie, une autre doctorante. Cela m’a alors permis de
m’impliquer dans un projet resté jusqu’alors en suspens dans I'équipe, le travail sur la
mémoire a court terme décrit plus haut. Ce travail a abouti sur la publication de deux articles

dans des journaux internationaux.

Enfin, un dernier risque important concerne le manque de moyens financiers au sein de notre
équipe, dont les ressources sont modestes. En effet, plusieurs demandes de financement se
sont vues refusées, ce qui nous a obligé a faire des choix, concernant le matériel expérimental,
ou la réduction du nombre d’animaux par exemple. Le manque de moyen s’est surtout fait
ressentir lorsque nous avons eu affaire a un gros probléme concernant "utilisation des virus ;
nous avons découvert trés tardivement (aprés plus d’'un an et demi de thése) que nos virus
ont eu un impact négatif a peine décrit dans la littérature, et qu’ils causaient des pertes
neuronales dans le cerveau des rats. Il aurait été beaucoup plus simple, mais surtout plus
rapide de faire appel a une entreprise afin de concevoir un nouveau virus adapté a notre
étude, mais I'achat ou la conception des virus représente un budget non négligeable, et nous
avons da trouver une solution avec les ressources du laboratoire. Nous avons alors choisi
d’étudier 'effet de I'injection des virus a différents délais et concentrations, dans le but de
caractériser un peu plus le phénomene néfaste causé par les virus, et ce pour mettre en valeur
ce travail dans une publication scientifique. Cette situation sera décrite plus précisément dans

le paragraphe des compétences, ci-apres.
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Facteurs de réussite a priori

Mon projet de these a été réalisé dans un laboratoire spécialisé dans la mémoire, et les
différentes taches comportementales étaient donc maitrisées par I'équipe. Excepté
I"utilisation des virus, I'ensemble des techniques de laboratoires étaient calibrées et donnaient

donc de bonnes chances de réussites techniques.

De plus, I'entente au sein du laboratoire et de I'équipe est tres bonne, et nous formons une
équipe soudée, et complémentaire, ce qui nous permet d’avoir de bonne attente quant a

I'implication et le travail fourni par tous.

Compétences, savoir-faire, qualités professionnelles et
personnelles illustrées par des exemples

Scientifique

Mon travail de these m’a permis de repousser les connaissances actuelles dans mon domaine,
de m’apprendre a analyser et interpréter des données. J'ai pu les penser et les arranger afin
gu’elles correspondent aux normes d’un article scientifique international, mais aussi dans ma
these. Ce travail m’a également permis d’effectuer une veille scientifique approfondie et a
analyser de maniéere critique les dernieres publications dans le domaine. Je suis a I'affat des
dernieres avancées techniques et études récentes dans mon domaine de recherche, et serais
donc capable de me former sur un autre sujet, puisque je sais comment et ou trouver les

dernieres publications.

Communication

D’un point de vue relationnel, ma theése aura été tres enrichissante, car j’ai pu faire du
monitorat, et donc une premiere expérience en tant que « professeur » a la faculté. J'ai aussi
pu participer a de nombreux évenements grand public, comme la Féte de la Science, ou la
semaine du cerveau, pour laquelle je suis intervenue dans des colleges et lycées d’Alsace pour
donner une conférence vulgarisée sur la mémoire et le sommeil. Enfin j'ai pu présenter mes
travaux lors de différents congrés internationaux. Enfin, au quotidien, au laboratoire,

I’ensemble des réunions se faisaient en anglais, et de nombreux étudiants étrangers ont

217



permis de créer un environnement riche et multiculturel. Toutes ces expériences m’ont appris

a m’adapter, et a ajuster mon discours selon le public.

Encadrement / Management

J'ai eu la chance d’avoir plusieurs expériences d’encadrement lors de ma these, grace a de
nombreux étudiants en stage, une étudiante étrangére (communication en anglais
uniqguement) présente durant 6 mois pour son Master 2, une étudiante en BTS pour 2 mois et
plusieurs étudiants pour 30h de stage. Ces expériences ont confirmé le fait que j’aime gérer,
interagir et travailler en groupe, que je sais faire preuve de flexibilité et d’organisation pour

adapter les emplois du temps de chacun, mais aussi de rigueur.

Relationnel

D’un point de vue humain, je suis trés a I'écoute lorsque quelgu’un en a besoin, et
réciproguement, je n’hésite pas a demander de I'aide a mon entourage et a ma hiérarchie
lorsque j'en ai besoin afin que I'on puisse trouver ensemble une solution au probleme
rencontré. Cela est d’autant plus important puisque j’ai eu la chance d’avoir trois encadrants
donc d’autant plus de discussions possibles, qui permettent d’ouvrir les idées. Cette

configuration a d’autant plus développé mon esprit d’équipe, et mon empathie.

Flexibilité / Persévérance

Avant d’effectuer mon master en Neurosciences, qui appartient a la faculté de biologie, j ai
réalisé une licence en psychologie. J'ai di faire preuve de travail et de persévérance pour
d’une part avoir les notes suffisantes pour étre acceptée en master, mais aussi pour m’adapter
a un domaine de connaissances qui n’était pas le mien. Cela m’a permis de sortir de ma zone
de confort, et de m’adapter rapidement afin d’atteindre mes objectifs. Cette situation s’étant
reproduite pour I'obtention de la bourse ministérielle, je sais que je suis capable de fournir

une grande quantité de travail et de persévérer lorsque c’est nécessaire.

Organisation

La these permet d’apprendre a gérer son emploi du temps, puisqu’elle se réalise sur une

période restreinte, durant laquelle il est nécessaire de faire face a de nombreux imprévus. La
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prévision des expérimentations en amont, la gestion de la réservation du matériel, des salles,

et des taches permet d’éviter au maximum ces imprévus.

Ethique

L’expérimentation animale nécessite un cadre tres strict. Il est nécessaire d’avoir une éthique
irréprochable, en définissant en amont de chaque expérience des points limites, avec un suivi
tres précis du bien-étre des animaux. Dans nos expériences, nous avons toujours cherché a
respecter la regle des trois R : réduire, raffiner et remplacement, en utilisant par exemple un

nombre minimum d’animaux, mais d’en tirer un maximum d’informations pour le projet.

Résolution de probleme

La these m’a permis d’apprendre, tout en étant le plus efficient possible, a résoudre les
problemes. Comme abordé plus haut, le plus gros probleme auquel j’ai pu étre confronté fut
lorsque nous avons découvert que les virus que nous utilisions causaient des pertes
neuronales dans le cerveau des rats. La solution la plus simple (acheter un autre virus et
recommencer les expériences) n’étant pas réalisable par manque de moyens financiers, nous
avons mis a profit d’anciennes données acquises jusqu’alors pour publier un article. Cette

solution nous a permis de faire plus, tout en consommant moins.

Résultats et impacts des recherches

Impact de la these

Mes travaux de thése vont permettre de donner lieu a plusieurs publications scientifiques et
ce sur divers sujets. Deux publications portant sur la mémoire a court terme (projet
secondaire) ont été publiés dans des journaux internationaux. Enfin les travaux portant sur les
problemes rencontrés a la suite de I'utilisation des virus sont encore en cours d’écriture, mais
permettront d’avertir et prévenir quant a l'utilisation des AAVs en recherche, afin d’en
garantir I'efficacité. Nous publierons également un article sur la mémoire a long terme une

fois les analyses terminées, durant I'été.

Concretement, mes travaux de these permettent d’apporter davantage de connaissances sur

deux types de mémoire (court et long terme), ce qui est essentiel au regard de diverses
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pathologies, qu’elles soient psychiatriques, ou on retrouve des dysfonctions de la mémoire a

court terme, ou neurodégénératives, ou la mémoire a long terme fait défaut.

Impact personnel et identification des pistes professionnelles

D’un point de vue personnel la these m’aura permis de grandir, savoir ce dont je suis capable
et ce dont j’ai besoin pour m’épanouir professionnellement. J’'ai appris a avoir confiance en
moi, en mes idées, et ai appris a les partager avec un vaste panel de personnes, qu’elles soient
du domaine scientifique ou non. J'ai réalisé que ce qui me plaisait vraiment était le partage et

I’aspect relationnel.

Au fil de la these, je me suis rendu compte que mes attentes professionnelles avaient
évoluées. Je souhaitais initialement étre enseignant-chercheur, et donc faire suivre ma these
par divers contrats postdoctoraux avant de pouvoir postuler aux concours de la fonction
publique. Cependant, et grace aux diverses formations suivies lors de ma these, j'ai pris
conscience que je ne souhaite pas m’orienter vers la recherche dans la fonction publique. La
difficulté d’obtention de financement est un vrai frein, et les chercheurs passent la majorité
de leur temps a répondre a des appels d’offre. Bien qu’ils aient un poste stable et une grande
liberté dans leur quotidien, je pense que I'environnement dans une entreprise pourrait me
correspondre. Lors de ma thése j’ai découvert que j'aimais encadrer et fédérer les gens avec
qui je travaille. J’aimerai donc avoir une certaine forme de management / leadership dans
mon travail. Aussi je souhaiterais rester dans le domaine des Neurosciences, car ce domaine
me passionne toujours autant, mais j’aspire a trouver un travail ayant une application clinique.
C’est pourquoi, et grace aux différents entretiens réseaux que j’ai eu la chance de faire, (Marie,
Chargé d’innovation, IHU, Strasbourg / Etienne, Medical Science Liaison, Ipsen, Paris) j’ai
réalisé que les métiers d’expert scientifique régional, ou chargé de projet en recherche
clinique sont des métiers qui m’intéresseraient beaucoup. Les deux postes nécessitent
d’importantes qualités relationnelles, et conservent un pied dans le domaine de la recherche,

tout en participant activement a améliorer la qualité de vie des gens.
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Stage de M2

- Bibliographie

- Comportement (tests de
mémoire spatiale ) chez le rat

Projet 1 : Réle d’une connexion
entre deux régions cérébrales dans
la mémoire a long terme

« Probléme » : Le projet 1 demande
une mise au point qui prend du
temps (temps d’attente suite a
I'utilisation de virus que l'on injecte
dans le cerveau des rats)

une Master 2 réalise cette mise au
point lors de son stage

Projet 2 : Role d’une structure
cérébrale dans la mémoire a court
terme

Encadrement d’une Master 2 pour

6 mois de stage

Apprendre les techniques, I'analyse

des résultats, et relecture de son
mémoire.

Gros Probléme : le virus que I'on
utilise fait des « trous » de
neurones dans le cerveau de nos
rats

-> Compréhension du probléme en

réalisant une cohorte supplémentaire 32

rats, et valorisation de ce travail grace a
I'écriture d’un article dans un journal
scientifique
Meeting 0105, Paris,
Présentation Poster sur projet 2

Rédaction

- Manuscrit de Thése.

- Article sur les « trous »

- Préparation de la soutenance

Soutenance de thése

Janvier 2020

Janvier 2021

Mai 2021

Septembre 2021

Etudes au microscope des
résultats de Master (laissés

jusqu’alors en suspend di a
la pandémie de Covid 19)

Monitorat en Licence 2 de
Psychologie

Etude comportementale projet n*2
1 cohorte de 60 rats

Ecriture d’un premier article sur le
projet n°1 (figures, statistiques,
relectures)

Meeting
Participations a 2 congres en ligne :
Neurofrance, et les EDDays, avec
présentation d’un poster sur les
résultats du projet n°2)

Ecriture d’un second article sur le
projet n°1

Monitorat L2 Psy

Formation a la chirurgie chez le
rongeur

Etude comportementale projet 1
reprend, car fin de la mise au point.

Nouvelle cohorte compréhension
des « trous »

+ nouveaux parametres idéaux pour
I'utilisation des virus

Chirurgie et microscopie
Analyse et quantifications du
phénoméne

Monitorat L2 Psy
Nouvelle cohorte avec parameétres
optimisés (30 rats)

Chirurgie + comportement pour
répondre a notre question initiale

Deuxiéme moitié de la cohorte (30
rats) Chirurgie et comportement

Meeting Neurofrance, Lyon,
présentation poster projet 1

Analyses histologiques
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Dynamique temporelle de la persistance d’un souvenir
spatial
Etude de I'implication des noyaux Reuniens et Rhomboide du thalamus dans
différents systemes de mémoire : mémoire de travail et mémoire a long terme.

Résumeé cette these aborde la dynamique temporelle de la persistance des souvenirs spatiaux, en
se concentrant sur les noyaux reuniens et rhomboide (ReRh) dans la mémoire de travail (MT) et la
mémoire a long terme (MLT). Les souvenirs nécessitent une consolidation progressive pour devenir
résistants aux interférences, impliquant des modifications synaptiques et des réorganisations
cérébrales, particulierement entre I'hippocampe (HIP) et le cortex préfrontal médian (CPFm). Les ReRh
appartiennent a la ligne médiane du thalamus, et constituent un relai essentiel ces deux structures. Le
premier projet explore le role des ReRh dans la mémoire de travail spatiale, et indique que
I'inactivation de ces noyaux n'a pas d'effet significatif sur les performances, quel que soit le processus
ciblé (encodage, maintien ou rappel de I'information). Le second projet se concentre sur le réle de la
voie de projection du CPFm aux ReRh dans la consolidation a long terme, et indique que la lésion
spécifique de cette voie ne semble pas interférer avec la consolidation du souvenir. Des recherches
futures exploreront d'autres voies du circuit pour mieux comprendre les troubles de la mémoire.

Mots-clés: noyaux Reuniens et Rhomboide du thalamus, mémoire, mémoire de travail, consolidation
systémique.

Summa 'Y This thesis addresses the temporal dynamics of spatial memory persistence, focusing
on the reunions and rhomboid nuclei (ReRh) in working memory (WM) and long-term memory (LTM).
Memories require progressive consolidation to become resistant to interference, involving synaptic
modifications and brain reorganizations, particularly between the hippocampus (HIP) and the medial
prefrontal cortex (CPFm). ReRh nuclei belong to the midline thalamus and serve as a crucial relay
between these two structures. The first project explores the role of ReRh in spatial working memory,
indicating that inactivation of these nuclei has no significant effect on performance, regardless of the
targeted process (encoding, maintenance, or recall of information). The second project focuses on the
role of the CPFm-ReRh projection pathway in long-term consolidation, indicating that specific lesioning
of this pathway does not seem to interfere with memory consolidation. Future research will explore
other circuit pathways to better understand memory disorders.

Keywords : Reuniens and Rhomboid thalamic nuclei, memory, working memory, systems consolidation




