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Introduction

1. La Douleur

1.1. Définition de la douleur

La douleur est une sensation et une émotion connue par tous. Elle est définie comme une «
expérience sensorielle et émotionnelle désagréable, associée a une lésion tissulaire réelle ou
potentielle, ou décrite en des termes évoquant une telle I1ésion » (International Association for the
Study of Pain, IASP) et posséde plusieurs composantes. La douleur est toujours une expérience
personnelle, influencée a des degrés divers par des facteurs biologiques, psychologiques et sociaux.
De plus, le concept de douleur est appris par les individus au cours de leurs expériences de vie, et
I'expression d’'une expérience douloureuse par un individu doit toujours étre respectée. Il est
important de ne pas confondre la douleur et la nociception, le processus neuronal d'encodage d'un
stimulus nociceptif. En effet, la douleur ne peut étre réduite a la seule activité des neurones
sensoriels. La description verbale n'est qu'un des nombreux comportements permettant d'exprimer
la douleur et I'incapacité a communiquer n'exclut pas la possibilité qu'un étre humain ou qu’un animal
éprouve de la douleur. Elle posséde un réle d’adaptation crucial pour les individus et son absence
totale augmente le risque de blessure grave et le taux de mortalité (Inani & Mernissi, 2014).
Néanmoins, des effets néfastes sur le bien-étre psychologique et social peuvent apparaitre lorsque

la fonction adaptative de la douleur est altérée.

La douleur aigle survient soudainement, commence par étre vive ou intense et sert de signe
d'alerte d'une maladie ou d'une menace pour l'organisme. Elle est causée par une blessure, une
maladie, un traumatisme, une intervention chirurgicale ou des procédures médicales douloureuses
et dure généralement de la seconde a quelques mois. La douleur aigle disparait généralement
lorsque la cause sous-jacente est traitée ou guérie (IASP). C’est ainsi que la douleur aigle est un
signal physiologique d’alarme permettant de détecter et de minimiser les contacts avec des stimulus
nuisibles ou dangereux. C’est par exemple la douleur ressentie aprés avoir touché quelque chose
de trop chaud, froid ou pointu. Cette douleur dite « nociceptive » est provoquée uniquement par des
stimulus de forte intensité activant les nocicepteurs. La lésion d’un tissu ou la présence d'une
infection va entrainer un état inflammatoire qui peut aussi étre a 'origine d’'une douleur aigle. Cet
état va décourager les mouvements et contacts avec la zone douloureuse permettant a la région de

guérir plus efficacement en la laissant au repos (Woolf, 2010).



1.2. Voies ascendantes de la douleur (structures principales)

Afin de détecter les stimulus potentiellement dommageables, I'organisme dispose de neurones
spécialisés dans leur identification : les nocicepteurs. Ces neurones dont le corps cellulaire est
localisé dans les ganglions rachidiens sont séparés en deux grandes sous-catégories: les
mécanorécepteurs a seuil élevé et les nocicepteurs polymodaux. Les mécanorécepteurs vont
répondre uniquement aux déformations mécaniques des tissus. Les nocicepteurs polymodaux vont
répondre a une grande variété de stimulus grace a deux mécanismes d’activation. Le premier
consiste en I'activation de récepteurs couplés a des protéines G par une variété de composés tels
que les cytokines, la bradykinine, les prostaglandines, les leucotriénes ou la sérotonine (Steeds,
2016). Le second mécanisme d’activation va permettent a des stimulus, tels que la chaleur, le froid,
les protons ou 'histamine, d’agir directement sur des récepteurs canaux exprimés par ces neurones
(Mobarakeh et al., 2000 ; Tominaga & Tominaga, 2005). Il existe un troisieme type de nocicepteurs,
localisés spécifiquement au niveau des viscéres, les nocicepteurs silencieux. Ces derniers ne vont
pas répondre aux stimulus nociceptifs et ne sont activés que par des médiateurs chimiques de la
réaction inflammatoire (Nees et al., 2022 ; Schmidt, 2007). Cet ensemble de neurones sensoriels
vont alors permettre au corps de capter de maniére multimodale l'information nociceptive qu’il va

ensuite falloir transmettre de la périphérie jusqu’au systéme nerveux central.

Pour cela, les fibres Ad et C vont conduire I'information jusqu’aux neurones de premier ordre dans
la moelle épiniére. Ces types de fibres ne transmettent pas que des informations nociceptives,
certaines peuvent aussi transmettre des informations sensorielles liées au toucher et a la chaleur
non nociceptive. Les fibres Ad sont des fibres myélinisées transmettant les informations mécano-
thermiques rapidement en comparaison des fibres C, non myélinisées, qui transmettent plus
lentement les informations mécaniques, thermiques et chimiques (Ad:2a20 m/s ; C:<2m/s). Les
fibres C ont un plus petit diamétre que les fibres Ad (Ad : 1a 5 uymcontre C: 0,2 ym a 1,5 ym) (Yam
et al., 2018). Une fois arrivées dans la moelle épiniére, les informations sont transmises a différents
types de neurones de premier ordre : les neurones spécifiques a la nociception (NS), activés
uniquement par un stimulus nociceptif de haute intensité, les neurones a large bande dynamique
(WDR), activés par une variété de stimulus sensoriels, et les neurones a bas seuil, qui ne sont
activés que par des stimulus non nociceptifs. Les corps cellulaires de ces neurones sont localisés
dans différentes couches de la corne dorsale de la moelle épiniere. Ceux des neurones NS sont
situés dans les lamina, I, Il et lll, et ceux des neurones WDR, plus profondément au niveau des
lamina V et VI (Yam et al., 2018).

L'information est ensuite acheminée par deux voies principales jusqu'au thalamus, un groupe de
noyaux glutamatergiques situé dans le diencéphale (Yen et al., 1985). La premiére voie, le tract
spinothalamique, transmet les informations relatives a lintensité, la durée et la localisation du

stimulus au noyau ventropostérolatéral du thalamus. Les informations associées aux émotions
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Figure 1. lllustration des voies ascendantes et descendantes de la douleur.
D’aprés : Cioffi, 2017



désagréables sont transmises par le tractus spino-réticulé vers la partie médiale du thalamus (Al-
Khater & Todd, 2009 ; Todd, 2010).

Le thalamus agit alors comme un « hub », redistribuant l'information aux différentes aires
corticales par le biais des projections de neurones dits de second ordre. Le cortex sensoriel primaire
et secondaire, le cortex cingulaire antérieur, le cortex insulaire et le cortex préfrontal intégrent ensuite
les signaux nociceptifs aux informations contextuelles et émotionnelles pour créer la douleur pergue
par l'individu (Groenewegen, 1988 ; Ray & Price, 1993 ; Chang & Shyu, 2001 ; Gauriau & Bernard,
2004 ; Jasmin et al., 2004 ; Wang & Shyu, 2004). Une version simplifiée de ces voies est illustrée

Figure.1.

De nombreux mécanismes biologiques permettent de moduler ou modifier la perception de la
douleur. Par exemple, Melzack et Wall ont décrit en 1965 le mécanisme de « gate control » dans la
corne dorsale de la moelle épiniére, qui permet d’inhiber la transmission de 'information nociceptive
au niveau de la lamina Il par I'intermédiaire d’interneurones inhibiteurs (Melzack & Wall, 1965). Ces
interneurones sont activés par les fibres AR, fibres myélinisées de gros diameétre transmettant
l'information liée au toucher, et ce mécanisme pourrait étre a I'origine du réflexe naturel des individus
de toucher et frotter une zone aprés une stimulation nociceptive (Sharpey-Schafer, 1900). Des
projections sérotonergiques et noradrénergiques provenant respectivement des noyaux du raphé et
du locus cceruleus (LC), et sous le contréle de la substance grise périaqueducale (PAG), peuvent
également activer ces interneurones de la lamina Il permettant une modulation par les centres
supraspinaux (Bannister & Dickenson, 2020). Pour terminer sur les mécanismes de modulation de
la douleur, le systéme opioide en est aussi un acteur important. Ce systéme posséde a la fois une
action locale, en inhibant directement la transmission nerveuse dans la moelle épiniére, mais aussi
une action supraspinale en modulant I'activité de différentes aires cérébrales dont notamment celles

impliquées dans l'intégration de l'information douloureuse (Bannister & Dickenson, 2020).
1.3. La douleur chronique

Quand la douleur persiste ou se répéte pendant plus de 3 mois, celle-ci est qualifiée de chronique
(Treede et al., 2015). Cette forme de douleur est pathologique, touche prés de 20% de la population
générale (Gureje et al., 1998 ; Goldberg & McGee, 2011) et concerne autant les femmes que les
hommes. Elle dure au moins 2 ans pour plus de la moitié des patients et affecte en majorité les
personnes de plus de 40 ans (Breivik et al., 2006). Les causes de ces douleurs sont multiples et se
subdivisent en plusieurs sous-types (Treede et al., 2015) et les différentes prévalences sont

illustrées Figure.2 :

- La douleur chronigue primaire : c’est une douleur chronique qui concerne une ou plusieurs

régions anatomiques et se caractérise par une détresse émotionnelle significative (anxiété,



colére/frustration ou humeur dépressive) ou une incapacité fonctionnelle (interférence avec les

activités de la vie quotidienne et participation réduite aux activités sociales) (IASP).

- La douleur post-traumatique ou postopératoire : c’est une douleur qui apparait ou augmente en

intensité aprés une intervention chirurgicale ou une Iésion tissulaire (impliquant tout traumatisme,
y compris les brllures) et qui persiste au-dela du processus de guérison, c'est-a-dire au moins 3
mois aprés l'intervention chirurgicale ou la Iésion tissulaire. La douleur est soit localisée au champ
opératoire ou a la zone de la lésion, soit projetée sur le nerf situé dans cette zone, soit référée a
un dermatome (aprés une intervention chirurgicale ou une lésion des tissus somatiques ou
viscéraux profonds). Il convient d'exclure d'autres causes de douleur, telles que l'infection, la

tumeur maligne, etc., ainsi que la douleur résultant d'un probléme douloureux préexistant (IASP).

- La douleur chronique liée aux cancers : c’est une douleur chronique causée par le cancer

primaire lui-méme, par ses métastases ou par son traitement (chimiothérapie, radiothérapie,
chirurgie...) (IASP).

- Les céphalées secondaires chroniques et les douleurs oro-faciales : ce sont tous les troubles

liés aux céphalées et aux douleurs oro-faciales qui ont des causes sous-jacentes, qui surviennent
sur au moins un jour sur deux pendant au moins trois mois et dont la durée de douleur par jour

est d'au moins 2 heures (IASP).

- La douleur_musculo-squelettique secondaire : Il s'agit d'un groupe hétérogéne d'affections

douloureuses chroniques ayant pour origine une nociception persistante dans les articulations,
les os, les muscles, la colonne vertébrale, les tendons et les tissus mous apparentés, avec des
étiologies locales et systémiques, mais également liées a des lésions somatiques profondes

(exemple : I'arthrite rhumatoide) (IASP).

- La douleur neuropathique : C’est une douleur spontanée ou évoquée liée a une lésion ou

maladie du systéme somatosensoriel. Le systéme nerveux somatosensoriel fournit des
informations sur le corps, notamment sur la peau, les organes musculo-squelettiques et
viscéraux. Une lésion ou une maladie provoquant une douleur neuropathique peut impliquer des
structures périphériques ou centrales du systéme nerveux somatosensoriel. La douleur peut étre
spontanée (continue ou épisodique) ou évoquée, sous la forme d'une réponse accrue a un
stimulus douloureux (hyperalgésie) ou d'une réponse douloureuse a un stimulus normalement
non douloureux (allodynie). Le diagnostic de douleur neuropathique nécessite des antécédents
de lésion du systéme nerveux, par exemple un accident vasculaire cérébral ou un traumatisme
nerveux, ou de maladie, par exemple une polyneuropathie diabétique, ainsi qu'une distribution

neuroanatomique plausible de la douleur (IASP).
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Figure 2. lllustration de la prévalence des douleurs chroniques.

1.4. La douleur neuropathique

Pour cette thése, nous nous sommes particulierement intéressés a la douleur neuropathique.
Cette forme de douleur chronique touche entre 6 et 10% de la population générale et est plus
fréquente chez les femmes (Bouhassira et al., 2008 ; Fayaz et al., 2016). Elle représente 1/5°™ a
1/3 des patients souffrant de douleur chronique. Les symptémes de la douleur sont moins intenses,
avec 5,1% des patients exprimant une gravité modérée a séveére, par rapport a la douleur chronique
en général (19,9%). (Bouhassira et al., 2008). Cette forme de douleur présente un profil
sociodémographique spécifique, avec un pic de patients entre 50 a 64 ans et une prévalence
doublée chez les travailleurs manuels (Bouhassira et al., 2008). Ces douleurs, qu'elles soient
continues ou intermittentes, sont dues a des changements structurels et/ou fonctionnels du systéme
nerveux (Vranken, 2009) et leur durée est en général plus longue que pour d'autres formes de
douleur chronique (Bouhassira et al., 2008). Les symptomes les plus courants (McCarberg et al.,
2017) sont :

- L'hyperalgésie, qui est une exacerbation de la douleur en réponse a un stimulus provoquant

une douleur dans des conditions normales.



- L’'allodynie, qui est une réponse douloureuse a un stimulus n’entrainant pas de douleur dans

des conditions normales.

- L’hypoalgésie, décrite comme une diminution de la réponse douloureuse a un stimulus

normalement douloureux.

- La paresthésie, définie comme une sensation anormale, qu’elle soit évoquée ou spontanée.
- La dysesthésie, qui est une sensation anormale déplaisante, spontanée ou évoquée.

- L'hypoesthésie, décrite comme une diminution de la sensibilité aux stimulations.

La douleur neuropathique a des étiologies diverses, en fonction du site de la Iésion nerveuse, et

peut étre caractérisée comme centrale ou périphérique.

L'une des étiologies les plus courantes est un traumatisme entrainant une compression, une
lacération ou une ischémie d’'un nerf, comme aprés une chute ou une intervention chirurgicale. En
particulier, entre 20 et 50% des patients développent des symptdmes neuropathiques aprés une
intervention chirurgicale (Kehlet et al., 2006). Plus fréquemment, environ 40% des patients souffrant
d’une lésion de la moelle épiniére développent une allodynie et/ou une hyperalgésie chronique (P.
J. Siddall et al., 2003). De plus, 53 a 85% des patients amputés présentent des cas d'altération des
sensations ou des douleurs dans la région amputée ou dans des zones avoisinantes (Sadosky et
al., 2008 ; Subedi & Grossberg, 2011).

Les radiculopathies constituent un vaste groupe de douleurs dues a des dommages nerveux au
niveau spinal. Il s’agit des douleurs causées par une hernie discale, une sténose cervicale ou une
dégénérescence des disques vertébraux. Les symptdémes associés comprennent des douleurs, une
faiblesse ainsi qu'un engourdissement des régions desservies par le nerf touché (Sadosky et al.,
2008 ; Caridi et al., 2011). Le mal de dos chronique est une forme de radiculopathie lombaire défini
comme une condition douloureuse mixte d’origine principalement neuropathique chez 37% des
patients (Sadosky et al., 2008 ; Fishbain et al., 2014).

Les névralgies trigéminales sont des douleurs neuropathiques causées par une Iésion ou une
compression du nerf trijumeau par une veine, une artére ou une tumeur (Sadosky et al., 2008 ;
Montano et al., 2015) ou dues aux conséquences d'une sclérose en plaques ou d'un accident
vasculaire cérébrale (AVC) (Sadosky et al., 2008). Les douleurs pergues sont soudaines, bréves,
récurrentes et décrites comme des coups de poignard du cété du nerf Iésé. Elles touchent environ
0,015% de la population générale et plus souvent des patients agés (60-70 ans) (Bangash, 2011 ;
Montano et al., 2015).

Le syndrome du canal carpien affecte prés de 3% de la population générale (Sadosky et al.,
2008) et provoque des symptdmes neuropathiques tels qu’'un engourdissement, une faiblesse, des

picotements et des douleurs dans la main ou le coude, en raison de la compression du nerf médian



au niveau du poignet. L'origine de cette pathologie est multiple, mais est souvent due a une
surutilisation de la main, une conséquence du diabéte ou un trouble de la thyroide (Mistry et al.,
2009 ; Al-Homood, 2013 ; Franklin & Friedman, 2015). Les traitements mécaniques et chirurgicaux

sont souvent suffisants pour soulager les symptémes douloureux.

En plus de ces étiologies touchant directement les nerfs, les douleurs neuropathiques peuvent
apparaitre comme une conséquence de diverses pathologies. Ainsi, le diabéte provoque une
polyneuropathie sensorimotrice symétrique chez prés de 15% des diabétiques. (Boulton et al.,
2005 ; Sadosky et al., 2008 ; Tesfaye et al., 2011). Les symptoémes sont dus a une réduction du flux
sanguin et a des niveaux élevés de glucose circulant, qui endommagent les tissus nerveux (Tesfaye
et al., 2011). Il s’ensuit une douleur « brllante » dans les jambes et les pieds (Boulton et al., 2005 ;
Tesfaye et al., 2011). Les dommages axonaux combinés a la neuro-inflammation et a la
démyélinisation provoquées par la sclérose en plaques peuvent aussi conduire a une douleur
neuropathique (Svendsen et al., 2003 ; Osterberg et al., 2005). Prés de 30% des patients vont
ressentir des picotements, des sensations de piqUres et de brdlures douloureuses (Svendsen et al.,
2003 ; Osterberg et al., 2005). A la suite d’'un AVC, le systéme nerveux central est endommagé par
l'ischémie des tissus et jusqu’a 14% des patients vont développer des sensations de douleurs
brllantes, de froid glacial ou de coups de poignard (Siddall et al., 2003 ; Kumar et al., 2009). Cette
réponse anormale aux sensations thermiques peut étre localisée ou étendue a 'ensemble du corps,
de maniére intermittente ou continue (Kumar et al., 2009). Dans 39% des cas, les patients atteints
de cancer développent également des douleurs neuropathiques dues a la compression et/ou
linfiltration d’un nerf par la tumeur ainsi qu’aux effets indésirables des traitements (radiation,
chimiothérapie ou chirurgie) (Bennett et al., 2012). Pour terminer sur les origines des douleurs
neuropathiques, les infections virales sont aussi impliquées. Notamment, les virus de I'herpés-zona
et de limmunodéficience humaine (HIV) qui entrainent des neuropathies douloureuses chez
respectivement 7 a 27% (Sadosky et al., 2008 ; Massengill & Kittredge, 2014) et 30 a 38% (Verma
et al., 2005 ; Sadosky et al., 2008) des patients.

Dans I'ensemble, cette variété d’'étiologies montre clairement que de nombreux patients voient
leur qualité de vie affectée par ces douleurs persistantes. L'étude des causes et conséquences de
ces différentes étiologies est un enjeu de santé majeur de notre société, compte tenu de la faible
efficacité des traitements de premiére intention et des risques associés aux traitements de deuxiéme

ligne comme les opioides (Dale & Stacey, 2016 ; Cavalli et al., 2019).



1.5. Etudier la douleur
1.5.1. Comment évaluer la douleur chez les rongeurs ?

Les méthodes d’évaluation reposant sur I'expression de la douleur par le patient ne sont
malheureusement pas directement transposables pour évaluer celle-ci chez I'animal. L'absence de
capacité de communication directe entre nos espéces nécessite alors d'intégrer les spécificités
comportementales de I'espéce étudiée et de réaliser des mesures indirectes des composantes de
la douleur, grace a des tests comportementaux. Ces tests, dits algésiométriques, constituent un
moyen standardisé de mesurer une réponse réflexe évoquée par un stimulus. Dans le cas des
réflexes nociceptifs chez les rongeurs, rats et souris, divers tests permettent d’évaluer les seuils de

sensibilité nociceptive de différentes modalités.

Les réponses nociceptives au chaud peuvent étre notamment évaluées par le test de la plaque
chaude (Woolfe & MacDonald, 1944 ; O’Callaghan & Holtzman, 1975) et celui de retrait de la queue
(D’amour & Smith, 1941). Le test de la plaque chaude (illustré Figure.3) consiste a placer I'animal
sur une plaque a une température fixe, en général comprise entre 52 et 55°C soit 10 a 15°C au-
dessus du seuil d’activation des nocicepteurs thermiques, et a mesurer la latence de retrait ou de
Iéchage de la patte ou la latence de saut dans le cas des souris (Deuis et al., 2017). Cette version
du test utilise une température fixe, mais une version incrémentée existe également. Le test de
retrait de la queue utilise un faisceau chauffant ciblant I'extrémité de la queue ou 'immersion de la
queue dans un bain d’eau a température fixe. Dans ce cas, le mouvement de retrait implique des
réflexes spinaux, sous contréle supra-spinal (Barrot, 2012). Le test de Hargreaves (illustré Figure.3),
aussi appelé test Plantar®, est un autre moyen d’évaluer la sensibilité au chaud et de mesurer le
seuil nociceptif d’'un rongeur dont la volte plantaire est soumise a un stimulus thermique infrarouge
d’intensité réglable (Hargreaves et al., 1988 ; Muley et al., 2016). Pour mesurer la réponse
nociceptive au froid, une variante du test de la plaque chaude existe (Bennett & Xie, 1988 ; Yoon et
al., 1994), cependant ce test de la plaque froide est moins précis et moins fiable (Deuis et al., 2017).
Le test de la goutte d’acétone permet également de mesurer la sensibilité au froid et de révéler une
allodynie au froid. Une goutte d’acétone placée sur dos de la patte arriére de I'animal provoque une
sensation de froid nociceptif en s’évaporant et on mesure la durée ou le nombre des léchages de la
patte (Yoon et al., 1994 ; Barrot, 2012 ; Deuis et al., 2017).



Le test des filaments de von Frey (Barrot, 2012 ; Muley et al., 2016 ; Deuis et al., 2017) permet
d’évaluer la modalité mécanique de la douleur. L’application de filaments de duretés (en gramme)
croissantes sur la volte plantaire des pattes arriere des animaux permet de déterminer le seuil de

sensibilité nociceptive mécanique en constatant le retrait de la patte.

Boite de

Test de la plaque chaude Test de Plantar (Hargreaves) conditionnement de place

Figure 3. Exemples d’appareils utilisés pour évaluer la réponse nociceptive ou le fond douloureux
chez le rongeur.

Malgré la simplicité et la reproductibilité de ces tests, il estimportant de noter qu’ils correspondent
a des mesures de réflexes nociceptifs, qui ne refletent pas forcément la présence d’'une douleur. lls
ont aussi I'inconvénient d’extraire 'animal de son environnement habituel et dans certains cas de
nécessiter une contention. Ces facteurs stressants peuvent entrainer une analgésie par le stress,
les rongeurs supprimant naturellement leurs comportements douloureux en présence de danger
(Butler & Finn, 2009). Des séances d’habituation a I'expérimentateur et aux dispositifs de test sont

donc indispensables.
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modéles de douleur chronique.

Les éthogrammes sont d’autres outils particulierement instructifs, notamment parce qu'ils évitent
le stress provoqué par la présence humaine grace a des méthodes d’analyse automatique de vidéos
(Wright-Williams et al., 2013). On y évalue les changements de comportements spontanés, qu’ils
soient normaux, tels que les redressements ou la déambulation, ou spécifiques a la douleur, comme
la cambrure du dos, ou les torsions du corps. D’autres comportements naturels peuvent étre utilisés

pour évaluer de maniere indirecte la présence de douleur chez les rongeurs.

Le paradigme de préférence de place conditionnée (appareil illustré Figure.3) peut permettre de
mettre en évidence les aspects récompensants du soulagement d’'une douleur par des analgésiques
(Sufka, 1994). Ainsi, en utilisant des analgésiques normalement non récompensants, comme des
agonistes des récepteurs az-adrénergiques, on peut indirectement révéler la présence d’'un fond
douloureux. En effet, les animaux soulagés d’'une douleur vont présenter une préférence pour le
compartiment associé a I'agoniste (Sufka, 1994 ; He et al., 2012). Une variation de ce test, I'aversion
de place conditionnée peut également étre utilisée (Boyce-Rustay et al., 2010 ; Zhang et al., 2011).
Dans ce cas, il s’agit de stimulations non nociceptives pour des animaux naifs, appliquées par

exemple de maniére répétée par les filaments de von Frey dans I'un des compartiments. Si I'animal

11



présente une hypersensibilité, ces stimulus vont lors du rappel provoquer un évitement du
compartiment associé aux stimulations (Boyce-Rustay et al., 2010). L'observation de divers
paramétres physiologiques peut également renseigner de maniére indirecte sur la présence de
douleur. On peut ainsi suivre, notamment par télémétrie, le poids, le rythme cardiaque, la fréquence
respiratoire, la température corporelle, ainsi que la pression sanguine (Arras et al., 2007). Une
derniére méthode, bien que complexe, est I'évaluation de la douleur par I'étude des vocalisations
ultrasoniques, notamment les vocalisations autour de 22 kHz qui chez le rongeur vont plutot étre
associées a des situations négatives, I'émission de vocalisations a 50 kHz étant quant a elle plus
associée a une situation positive. Bien qu’en théorie simple a étudier, ce paramétre présente un
intérét restreint en situation de douleur chronique, les vocalisations n’étant souvent détectées que

lors de stimulus douloureux aigus (Calvino et al., 1996 ; Wallace et al., 2005 ; Williams et al., 2008).
1.5.2. Les modéles de douleurs

L'étude de la douleur chez I'animal nécessite de modéliser ses différents aspects, depuis son
étiologie, ses mécanismes et les différents symptomes évoqués, jusqu’aux différences temporelles

entre les douleurs aigles et chroniques.
1.5.2.1. Les modeles de douleurs aigles

Les modéles aigus se focalisent le plus souvent sur les aspects nociceptifs et inflammatoires de
la douleur, qui apparaissent immédiatement ou dans les minutes qui suivent I'induction de la douleur

et ne persistent pas plus de quelques jours.

Pour étudier les douleurs liées aux processus inflammatoires, des modéles reposant sur
l'injection intraplantaire ou sous-cutanée de composés entrainant une réaction inflammatoire ont été
développés. La capsaicine, par exemple, produit une inflammation neurogéne en activant les
récepteurs TRPV1 (llie et al.,, 2019). Ces récepteurs libérent ensuite divers médiateurs pro-
inflammatoires, ce qui provoque une hyperalgésie thermique et mécanique primaire due a la
sensibilisation périphérique, suivie d'une hyperalgésie mécanique secondaire due aux
conséquences de la sensibilisation centrale (Frias & Merighi, 2016 ; Muley et al., 2016 ; llie et al.,
2019). Un autre composé utilisé est la formaline. Ce formaldéhyde produit une réponse biphasique,
d’abord par une activation directe des neurones sensoriels primaires qui dure moins de 5 minutes,
puis s’en suit une réponse prolongée pendant 10 a 40 minutes due a l'inflammation et a une
sensibilisation centrale (Dubuisson & Dennis, 1977). Cette seconde phase implique I'activation des
récepteurs TRPA ainsi que la voie MAP kinase par l'intermédiaire d’interleukines (Dubuisson &
Dennis, 1977 ; Hunskaar & Hole, 1987 ; Raboisson & Dallel, 2004). Pour obtenir une inflammation
aigle, le zymosan est un autre composé fréquemment utilisé. Ce composant des membranes de
Saccharomyces cerevisiae entraine une hyperalgésie mécanique et thermique en moins de 30

minutes (Doherty et al., 1985 ; Cash et al., 2009). Un effet hyperalgésique et allodynique similaire
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peut étre obtenu en utilisant de la carraghénine, un polysaccharide issu des algues rouges (Winter
et al., 1962; Fehrenbacher et al., 2012 ; Mert et al., 2018).

1.5.2.2. Les modéles de douleurs chroniques

1.5.2.2.1. Modéles de douleurs inflammatoires

Lorsque les modéles inflammatoires aigus sont utilisés de maniere répétée, créant une
inflammation persistante dans le temps, ils peuvent étre utilisés comme modéles de douleur
chronique, mais des modelés plus spécifiques existent. L'adjuvant complet de Freund (CFA) est
classiqguement utilisé comme modéle de douleur inflammatoire chronique. Cette suspension
huileuse de bactéries Mycobacterium tuberculosis mortes fait effet en 24 h et maintient une
inflammation pendant prés de deux semaines, conduisant a la libération de médiateurs pro-
inflammatoires (Ren & Dubner, 1999 ; Bas et al., 2016 ; Muley et al., 2016).

D’autres modéles, plus persistants, miment plus spécifiquement certaines pathologies chroniques
humaines. Divers composés chimiques, dont le plus commun est le mono-iodacétate, sont utilisés
pour étudier 'ostéo-arthrite, une forme de douleur chronique inflammatoire affectant principalement
les articulations (D’Souza et al., 2011 ; Bas et al.,, 2016). Cette molécule inhibe une enzyme
chondrocytaire, entrainant I'apoptose des chondrocytes, suivie d’'une nécrose osseuse et d'une
dégénérescence du cartilage. Dans les premiers stades du modéle, les anti-inflammatoires
soulagent la douleur, mais ils deviennent inefficaces dans la seconde phase, lorsque l'articulation
est déstructurée et que le tissu nerveux présente des signes de détérioration (D’Souza et al., 2011 ;
Bas et al., 2016). L'ostéo-arthrite peut également étre provoquée par chirurgie et plusieurs types de
procédures sont possibles, entrainant des Iésions du tissu cartilagineux suivies plus tard de Iésions
articulaires profondes (D’Souza et al., 2011 ; Malfait & Schnitzer, 2013 ; Fang & Beier, 2014). La
technique la plus utilisée consiste a déstabiliser le ménisque médian, en réalisant une transsection
du ligament ménisco-tibial (Glasson et al., 2007). Ce modéle reproduit bien I'étiologie humaine et
est facilement reproductible d’'un animal a l'autre. Il s’aggrave pendant 16 semaines, conformément
aux définitions classiques des douleurs chroniques associées a cette pathologie (Bendele, 1987 ;
Bove et al., 2006 : Glasson et al., 2007 ; Knights et al., 2012).

Une autre pathologie chronique modélisable chez les rongeurs est la polyarthrite rhumatoide.
Cette maladie auto-immune se caractérise par une inflammation de la membrane synoviale et une
érosion du cartilage et des os dues a I'activation chronique des lymphocytes T par les macrophages
(Bas et al., 2016 ; Caplazi et al., 2015). Une injection intradermale de CFA et de collagéne Il
provoque le développement d’'une polyarthrite (Bas et al., 2016 ; Caplazi et al., 2015 ; Courtenay et
al., 1980 ; Fischer et al., 2017). Une autre méthode est I'injection, intraveineuse ou intrapéritonéale,

d’'un mélange d’anticorps anti-collagéne suivie d’'une injection de lipopolysaccharides 3 jours plus
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tard, produisant une hypersensibilité mécanique et thermique pendant 1 mois (Bas et al., 2016 ;
Caplazi et al., 2015 ; Nandakumar et al., 2003).

Les migraines et les douleurs chronique qui y sont associées impliquent a la fois des mécanismes
inflammatoires et vasculaires. Pour reproduire les symptdomes de cette pathologie, plusieurs
modeéles existent. Un premier consiste a utiliser des électrodes bipolaires pour stimuler
électriquement les ganglions trigéminaux, ce qui libére des peptides associés au géne de la
calcitonine (CGRP) par les méninges (Knyihar-Csillik et al., 1997 ; Limmroth et al., 2001). Une autre
méthode consiste a stimuler chimiquement la dure-mére avec une soupe inflammatoire, ce qui va
activer le systéme vasculaire trigéminal, entrainant I'apparition de symptomes douloureux (Melo-
Carrillo & Lopez-Avila, 2013). Un dernier modele est I'injection de chlorure de potassium dans le
cortex visuel, qui provoque des vagues lentes de dépolarisation stimulant les neurones du ganglion
trigéminal ainsi que d’autres régions cérébrales. Ce modéle est induit par une dépolarisation
corticale propagée et conduit a l'activation de la microglie ainsi qu'a des meécanismes de

sensibilisation centrale (Cui et al., 2015 ; Munro et al., 2017).
1.5.2.2.2. Modéles de douleurs neuropathiques

Les modéles de douleur neuropathiques les plus utilisés sont basés sur des lésions du systéme

nerveux sensoriel.

Au niveau central, une lésion électrolytique du tractus spinothalamique produit a la fois une
douleur spontanée et une douleur évoquée se traduisant par une hyperalgésie mécanique et
thermique et une allodynie mécanique (Masri et al., 2009 ; Wang & Thompson, 2008). Afin de limiter
la paralysie provoquée par ce premier modéle, une Iésion de la moelle épiniére par contusion peut
aussi étre utilisée (Siddall et al., 1995). Celle-ci conduit a des symptdomes douloureux en quelques
jours et qui persistent environ un mois apres la récupération des fonctions motrices (Siddall et al.,
1995). Si I'objectif est de produire une neuropathie centrale durant plus de 5 a 6 mois, une hémi-
lésion de la moelle épiniére au niveau de la vertébre L1 est utilisée (Koehler & Endtz, 1986). Un
modéle plus ancien permet aussi de léser la moelle épiniére sans intervention chirurgicale, en
utilisant un colorant photosensible, le rose bengale ou I'érythrosine B, injecté par voie intraveineuse
puis en irradiant la zone ciblée, ce qui provoque une ischémie puis une nécrose de la moelle
épiniere, conduisant a une allodynie et a une hypersensibilité au froid, mais pas au chaud (Watson
et al., 1985).

Les Iésions de la moelle épiniére étant rares chez les patients, plusieurs modéles de neuropathie
périphérique ont été développés pour se rapprocher de la réalité clinique. Ces modeéles entrainent
des adaptations centrales, mais aussi périphériques. Le modéle le plus sévére implique une
transsection totale du nerf sciatique (sur environ 5 mm) (Wall et al., 1979). Cette procédure provoque

des douleurs fantémes, des altérations motrices, de fréquentes autotomies et une altération des
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réflexes, pouvant alors fausser les tests comportementaux. Afin de limiter les conséquences séveéres

de ce modéle, des modéles de Iésion partielle du nerf sciatique ont été développés.

Le modéle de constriction chronique du nerf sciatique (« chronic constriction injury », CClI)
consiste en la réalisation de 4 nceuds laches autour de la branche principale du nerf sciatique
(Bennett & Xie, 1988b). Il entraine une inflammation locale et, dés 24 heures aprés, I'apparition d’'un
fond douloureux ainsi que d’'une hypersensibilitté mécanique pendant 7 semaines. Le modéle de
Iésion partielle (« partial sciatic nerve injury », PNI) est une alternative dans laquelle la ligature de la
moitié ou du tiers dorsal du nerf sciatique, du nerf périnéal, du nerf tibial ou des trois ensembles
provoque I'apparition de symptémes douloureux une semaine aprés la chirurgie et qui se maintenant
pendant environ 6 semaines (Seltzer et al., 1990). Le modéle du « spared nerve injury » (SNI)
consiste a sectionner deux des trois branches terminales du nerf sciatique, laissant la branche surale
intacte (Bourquin et al., 2006 ; Decosterd & Woolf, 2000). Ce modéle est intéressant car il conduit a
des symptémes douloureux stables pendant plus de 6 mois (Decosterd & Woolf, 2000). Le modéle
de ligature de nerf spinal (« spinal nerve ligation », SNL) provoque une allodynie mécanique dés
24 h a 48 h aprés l'intervention et une hyperalgésie thermique ainsi qu'une douleur spontanée
pendant 4 mois chez le rat et 2 mois chez la souris (Dobremez et al., 2005 ; Fossat et al., 2010 ; Ho
Kim & Mo Chung, 1992 ; LaBuda & Little, 2005 ; Laffray et al., 2012).

Pour conclure sur ces modéles de neuropathie périphérique, le modéle du Cuff est un modéle
obtenu par compression de la branche principale du nerf sciatique a I'aide d’'un manchon en
polyéthyléne appelé « cuff » (Benbouzid et al., 2008 ; Pitcher et al., 1999a ; Yalcin et al., 2014). Ce
modéle a d’abord été développé chez le rat, puis adapté a la souris (Benbouzid et al., 2008 ; Pitcher
et al., 1999a). En plus d’une bonne reproductibilité due a la standardisation de la procédure, les
animaux développent une hypersensibilité mécanique immédiatement aprés la chirurgie qui va
perdurer 2 mois aprés, une hyperalgésie thermique pendant 3 semaines ainsi que des douleurs
spontanées (Benbouzid et al., 2008 ; Yalcin et al., 2014). En plus des symptdmes douloureux, ce
modeéle conduit a 'apparition de comorbidités telles que I'anxiété et la dépression (Yalcin et al., 2011,
2014). Ce modéle a aussi I'intérét de présenter une récupération spontanée de I'hypersensibilité
mécanique apres environ 10 a 12 semaines post-opératoire (Yalcin et al., 2011). C’est le modele
gue nous avons choisi pour cette these. Un schéma des principaux modeles ciblant le nerf sciatique

est présenté Figure.5.

Certaines douleurs neuropathiques complexes impliquant plusieurs types de fibres nerveuses
sont appelées polyneuropathies. C’est notamment le cas des douleurs chroniques associés au
diabéte. L'injection d’'une ou plusieurs doses de streptozotocine, une molécule particulierement
toxique pour les cellules B des ilots de Langerhans chez les mammiféres, est ainsi utilisée comme
modéle de diabéte et entraine une perte des fibres des axones distaux, responsable des douleurs

neuropathiques associées a cette pathologie (Biessels et al., 2014 ; Davidson et al., 2009). Des
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modeéles génétiques de diabéte de type | et Il, comme les modéles BB/Wor et BBZDR/Wor,
permettent également I'étude des polyneuropathies liées au diabéte (Biessels et al., 2014 ; Tirabassi
et al., 2004). Des modeles génétiques de maladies auto-immunes telles que la déplétion de B7-2
(Salomon et al., 2001) ou CD4 (Yang et al.,, 2014) peuvent aussi servir a modéliser des
polyneuropathies. Enfin, les conséquences de la lepre ou du HIV conduisent aussi a des
polyneuropathies et il est possible de reproduire expérimentalement ces neuropathies d’origine
infectieuse (Herzberg & Sagen, 2001 ; Huang et al., 2017). Finalement, des polyneuropathies sont
également observées suite a des chimiothérapies anti-cancer. Un modéle de traitement a
I'oxaliplatine pendant 2 semaines entraine par exemple une axonopathie des fibres myélinisées due
a la neurotoxicité du produit (Authier et al., 2003 ; Ibrahim et al., 2004).

Nerf fémoral

Nerf sural

Figure 5. Schéma des modéles de douleurs neuropathiques.
D’aprés : Kremer et al., 2021b
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2. La Dépression

2.1. Définition de la dépression

L'épisode dépressif caractérisé (EDC, anciennement trouble dépressif majeur), communément
appelé dépression, est un trouble de 'humeur touchant prés de 7% de la population générale
(Bromet et al., 2011 ; Ferrari et al., 2013 ; Proudman et al., 2021 ; Seedat et al., 2009). Il concerne
presque deux fois plus de femmes que d’hommes (Seedat et al., 2009) et sa prévalence est en
constante augmentation depuis plus de 10 ans (Bromet et al., 2011 ; Proudman et al., 2021), avec
prés d’'un adulte sur six faisant I'expérience d’'un EDC au cours de sa vie. Des taux importants ont
été atteints lors de la pandémie de COVID-19 aux Etats-Unis, avec plus de 30% de la population
présentant des symptdmes dépressifs (Proudman et al., 2021). Les conséquences de cette
pathologie peuvent étre fatales, les patients EDC présentant un risque de tentative de suicide 2 a 5
fois plus élevé que les personnes sans EDC (Cai et al., 2021). Le diagnostic, la compréhension et

le traitement de ce trouble mental constituent donc un enjeu de santé publique majeur.

Cette psychopathologie se caractérise par la présence d’au moins 5 symptdomes, dont
obligatoirement la présence d’'une humeur dépressive ou d’'une anhédonie, c’est-a-dire la perte de
la capacité d'un sujet a ressentir des émotions positives lors de situations de vie pourtant
considérées antérieurement comme plaisantes. En plus de ces caractéristiques nécessaires, le
patient peut exprimer des symptémes tels que des variations de poids (£ 5% sur un mois) et
quasiment tous les jours : des altérations du sommeil, une fatigue ou une perte d’énergie, une
agitation ou un ralentissement psychomoteur, un sentiment de dévalorisation ou de culpabilité
excessive ou inappropriée, une diminution de I'aptitude a penser ou a se concentrer ou des
indécisions, des pensées de mort ou suicidaires récurrentes (avec ou sans plan de passage a I'acte).
Ces changements significatifs doivent étre présents pendant une période d’au moins 2 semaines et
présenter un changement par rapport au fonctionnement antérieur (“Diagnostic and Statistical
Manual of Mental Disorders: DSM-5 (5th Edition),” 2014). Dans 70 a 80% des cas, les patients vont
présenter une durée de I'épisode dépressif inférieure a 2 ans, qu’il soit traité ou non (Spijker et al.,
2002). Il est important d’établir un diagnostic différentiel lors d’'une suspicion d’EDC afin de s’assurer
que les symptébmes ne sont pas issus d’un autre trouble de 'humeur tel qu’un trouble bipolaire,
auquel cas le patient présente également des phases maniaques (é€go surdimensionné, humeur
élevée, fuites d’idées...), ou une dysthymie, une forme chronique (> 2 ans) de symptbémes
dépressifs souvent moins sévéres ou moins nombreux que dans 'EDC (Kalia, 2005). L'EDC peut
prendre différentes formes cliniques selon ses caractéristiques : mélancolique, psychotique, mixte,
atypique, catatonique, avec détresse anxieuse, péri-partum ou saisonniére ; et selon ses aspects
évolutifs : isolée, récurrente, persistante ou pré-menstruelle (DSM-5). Ces formes sont définies par
des sous-ensembles de symptomes spécifiques. La détresse anxieuse est par exemple caractérisée

par une tension constante ou la peur que des événements horribles surviennent. Cette derniére
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composante est particulierement importante a définir, car elle augmente le risque de pensées

suicidaires et diminue la réponse aux traitements de fagon significative (Kalia, 2005).
2.2. Etiologies de la dépression

L'étiologie exacte de 'EDC reste encore mal définie, mais une combinaison de facteurs
biologiques, psychologiques et sociologiques sont identifiés. L'exposition a des événements
traumatiques, que ce soit dans I'enfance (abus physiques ou sexuels, exposition a des violences,
négligence parentale...) ou a I'age adulte (deuil, problémes de santé, perte d’emploi...) augmente
le risque de développer un EDC de fagon « dose/réponse », c’est-a-dire que plus les traumas sont
nombreux et/ou importants, plus les risques sont élevés (Heim & Binder, 2012). De tels stress
psychologiques ont des conséquences biologiques, telles qu’une dérégulation de [Ilaxe
hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA). En particulier, des stress précoces peuvent augmenter
l'activité des neurones a corticolibérine (CRH), diminuer la fonction des récepteurs aux

glucocorticoides et, indirectement, augmenter I'activité du systéme inflammatoire (Meaney, 2001).

Des antécédents familiaux au premier degré d’EDC augmentent également le risque de
développer la pathologie, ce qui suggeére la présence de facteurs génétiques. L’héritabilité de 'lEDC
est d’environ 35%, mais sans géne présentant un effet majeur contrairement a d’autres troubles tels
que la schizophrénie (Geschwind & Flint, 2015 ; Lee et al., 2013). En effet, les facteurs génétiques
contribuant a ’TEDC sont polygéniques et I'analyse génétique de patients présentant des phénotypes
similaires a montré l'implication de plusieurs locus différents (Cai et al., 2015 ; Hyde et al., 2016 ;
Hyman, 2014 ; Lee et al., 2013 ; Okbay et al., 2016 ; Smith et al., 2016). Des changements dans la
méthylation de FKBP5, une protéine chaperonne inhibant la sensibilité des récepteurs aux
glucocorticoides, peut aussi contribuer a une augmentation des niveaux de cortisol en réponse au
stress aigu (Klengel et al., 2013). Si cet impact est réel, la magnitude des changements de niveau
de méthylation qui la sous-tende est toutefois d’environ 10%, soit une valeur proche des limites de
détection et relativement faible lorsqu’on la compare a la magnitude de changements épigénétiques

observés dans d’autres pathologies comme les cancers (Klengel & Binder, 2015).

Les bases biologiques de 'EDC sont toujours débattues, mais plusieurs systemes semblent jouer
un role important dans le développement de cette psychopathologie. Les trois principaux suspects
sont : les systémes monoaminergiques, I'axe HPA et les mécanismes de neuro-inflammation (Kalia,
2005 ; Otte et al., 2016).
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2.2.1. Hypothése monoaminergique de la dépression

Les systémes monoaminergiques étant modulateurs de nombreuses régions cérébrales, leur
implication dans I'EDC a rapidement été envisagée. La premiére démonstration a été apportée par
le Dr Edward Freis qui observa, en 1954, 'apparition de comportements dépressifs chez 5 patients
traités a la réserpine (Freis, 1954), un antihypertenseur provoquant une déplétion des stocks de
catécholamines et de sérotonine (5-HT). Cette hypothése a ensuite été confirmée par le mode
d’action des antidépresseurs tricycliques et des inhibiteurs des monoamine oxydases (IMAO), qui
augmentent la biodisponibilité des monoamines au niveau synaptique en inhibant respectivement
leur recapture ou leur catabolisme (Hirschfeld, 2000). Néanmoins, I'hnypothése selon laquelle les
monoamines seraient les seules impliquées dans I'EDC est simpliste, comme on peut déja le
constater grace a la réalité clinique. En effet, I'efficacité des traitements par les tricycliques et les
IMAO reste faible, avec prés de 60% des patients ne présentant pas d’amélioration de leurs
symptomes aprées plusieurs semaines de traitements (Fava & Davidson, 1996 ; Rush et al., 2006 ;
Thase et al., 2007). De plus, bien que I'action pharmacologique des antidépresseurs soit rapide,
'amélioration des symptémes n’apparait qu’aprés plusieurs semaines de traitement, suggérant des
mécanismes d’action post-synaptiques (Belmaker, 2004). De méme, bien que plusieurs études
rapportent des altérations de la concentration et du métabolisme de la 5-HT chez les patients
dépressifs (Wong & Licinio, 2001), il n’y a pas de corrélation entre les niveaux de 5-HT ou d’autres
monoamines et la présence des symptémes dépressifs (Wong & Licinio, 2001). D’autres processus

biologiques sont donc impliqués dans la physiopathologie de 'EDC.
2.2.2. Implication de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HPA) dans la dépression

En réponse au stress, environnemental ou endogéne, les glandes surrénales produisent et
libérent des glucocorticoides, des hormones stéroidiennes qui modulent de nombreux processus
physiologiques (McEwen, 2005). Les glucocorticoides vont par exemple modifier la sensibilité des
récepteurs noradrénergiques, et en particulier celle des récepteurs béta couplés a I'adénylate
cyclase (McEwen, 2005). Chez une partie des patients atteints d’'un EDC, on observe des taux de
cortisol anormalement élevés dans le plasma, le liquide cérébrospinal (CSF), la salive et les urines
(Belvederi Murri et al., 2014 ; Harris et al., 2000 ; Holsboer, 2000 ; Knorr et al., 2010 ; McEwen,
2005 ; Pariante, 2003, 2017). Ce niveau élevé de cortisol augmente le risque d’'EDC et de suicide
(Fardet et al., 2012 ; Schricker et al., 2023), et aprés un traitement antidépresseur prés de 50% des
patient vont présenter une baisse de leur taux de cortisol (Nemeroff et al., 1984). En outre, des
agonistes des récepteurs aux minéralocorticoides réduisent le délai d’action des antidépresseurs
(Otte et al., 2010, 2015), alors que des antagonistes des récepteurs aux glucocorticoides améliorent
les symptdbmes psychotiques (Schatzberg, 2015). Les antagonistes des récepteurs de la
corticolibérine (CRH) inhibent la sécrétion d’ACTH par 'hypophyse et vont donc indirectement

diminuer la concentration de glucocorticoides. Ces antagonistes peuvent aussi diminuer les
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symptdmes dépressifs, mais uniquement chez les patients présentant un taux élevé de CRH (Aubry,
2013).

Par un mécanisme de rétrocontréle, la stimulation des récepteurs aux glucocorticoides va inhiber
la sécrétion de cortisol par une inhibition de la libération de 'ACTH et du CRH. Des changements
dans I'expression ou la fonction de ces récepteurs aux glucocorticoides peut donc impacter cette
boucle de rétrocontréle négative et ainsi affecter les taux de cortisol circulant (Ising et al., 2007). Ce

mécanisme est illustré Figure 6.
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Figure 6. lllustration de la boucle de rétrocontréle négative de I’'axe HPA.
D’apreés : Cortisol | You and Your Hormones from the Society for Endocrinology

2.2.3. Hypothése neuro-inflammatoire de la dépression

Limplication de mécanismes neuro-inflammatoires dans 'EDC est sous-tendue par plusieurs
évidences cliniques. En effet, le risque de développer un EDC augmente chez les patients atteints
de maladies auto-immunes, d’infections ou de traitements par des cytokines comme l'interféron
(Benros et al., 2013). Des études post-mortem et par tomographie par émission de positons (PET-
Scan) ont également montré que les patients atteints d’EDC présentent des marqueurs de neuro-
inflammation et une activation de la microglie (Setiawan et al., 2015 ; Steiner et al., 2008). Des
études montrent aussi qu’une augmentation des taux de cytokines, telles que I'lFN-B (interféron),
dans le sérum est un facteur de risque de 'EDC (Capuron et al., 2002 ; Miyaoka et al., 1999), et que
'augmentation des taux d’interleukine-6 (IL-6) dans le liquide céphalorachidien est corrélée a une

anhédonie (Haapakoski et al., 2015).
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Les inflammasomes sont des complexes multiprotéiques intracellulaires impliqués dans la
réponse immunitaire innée (Jamilloux & Henry, 2013), et I'activation de l'inflammasome P2X7-
NLRP3 semble contribuer aux mécanismes neuro-inflammatoires liés a la dépression (Cao et al.,
2023 ; Chen et al.,, 2023 ; Roy et al., 2023). En effet I'activation de cet inflammasome peut
promouvoir les phénoménes de potentialisation synaptique a long terme (LTP) via un clivage
d’interleukines et cytokines spécifiques (Tang et al., 2012). Le clivage de ces molécules est di a
I'activation de la procaspase-1 (Place & Kanneganti, 2018). Cependant, lorsque les niveaux de ces
molécules sont trop élevés, elles deviennent excitotoxiques et altérent l'activité synaptique,
notamment les transmissions glutamatergiques et monoaminergiques (Goshen et al., 2008 ; Huang
et al., 2011).
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Figure 7. Voie de I’acide kynurénique.
D’apreés : Spiegelman, 2017
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Les cytokines pro-inflammatoires, telles que I'lL-6 et I'lL-1[, stimulent les enzymes indoléamine-
2,3-dioxygénase (IDO) et tryptophane-2,3-dioxygénase (TDO) (Guillemin, 2012 ; Badawy, 2017) qui
vont alors métaboliser le tryptophane en kynurénine (KYN) au lieu qu’il soit métabolisé en 5-HT par
la tryptophane hydroxylase (Badawy, 2017). Les métabolites de cette voie (Figure.7), I'acide
quinoléique (QUIN, un agoniste des récepteurs NMDA) et le nicotinamide adénine
dinucléotide (NAD+) sont tous deux neurotoxiques (Guillemin, 2012 ; Schwarcz et al., 2012) et leur
présence est détectée dans le plasma et le liquide céphalorachidien de patients atteints d’'un EDC
(Messaoud et al., 2019 ; Ogawa et al., 2014 ; Raison et al., 2010 ; Sublette et al., 2011). De plus,
chez les patients atteints d’'EDC, une augmentation dans le gyrus cingulaire antérieur et une
diminution dans I'hippocampe de QUIN, ainsi qu'une baisse d’activité de la voie KYN dans le cortex
préfrontal, indiquent une activation de la branche excitotoxique du métabolisme de la 5-HT dans ces
régions (Busse et al.,, 2015 ; Clark et al., 2016). En outre, l'inhibition de I'DO supprime les
symptomes dépressifs dans des modéles murins basés sur le stress chronique ou sur I'injection de
lipopolysaccharides (LPS), confortant un réle potentiel de la voie KYN dans 'EDC (Dobos et al.,
2012 ; Laugeray et al., 2016 ; O’Connor et al., 2009).

La présence de taux élevés de glucocorticoides chez les patients atteints ’EDC peut sembler
incohérente avec la présence de neuro-inflammation, puisque ces hormones ont un effet anti-
inflammatoire. Cette contradiction n’est qu’apparente et peut s’expliquer par le phénoméne suivant :
les cytokines pro-inflammatoire telle que linterleukine-1, I'interleukine-6 et le TNF-a contribuent a
maintenir un taux élevé de glucocorticoides (Bornstein et al., 2006), qui vont eux-mémes
potentialiser I'expression de cytokines pro-inflammatoires (Langlais et al., 2008). On a donc ici un
phénoméne de boucle positive. Les cytokines pro-inflammatoires modulent également I'axe HPA.
En effet, la suppression du TLR-2, un récepteur de la voie toll (TLR) impliqué dans la réponse
immunitaire précoce, diminue les taux d’interleukine-1, interleukine-6 et du TNF-a, ce qui conduit a
une diminution des niveaux de corticostérone (Bornstein et al., 2004). Ces études montrent ainsi
que les mécanismes inflammatoires et I'axe HPA se potentialisent entre eux. De plus les
glucocorticoides ont aussi des effets génomiques importants dans l'induction et le maintien de
linflammation. Leur action génomique augmente par exemple I'expression des génes codant pour
le purinorécepteur 2 (P2Y) et pour l'inflammasome dit de la famille des récepteurs de type NOD,
contenant un domaine de pyrine 3 (NLRP3) (Busillo et al., 2011 ; Ding et al., 2010). Cela va
respectivement augmenter la sécrétion d’IL-6 et faciliter I'induction d’autres inflammasomes (Busillo
et al., 2011 ; Ding et al., 2010).

Des taux élevés de glucocorticoides, dans la durée, favorisent aussi une désensibilisation de
leurs récepteurs, ce qui peut réduire leurs effets anti-inflammatoires et augmenter la libération de

cytokines pro-inflammatoires. Ces derniéres activent I'axe HPA conduisant a une libération encore
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plus importante de glucocorticoides par leur action directe sur I’lhypothalamus (Carvalho et al., 2010 ;
Cattaneo et al., 2013).

2.2.4. Altérations morphologiques dans la dépression

Des altérations morphofonctionnelles de plusieurs régions cérébrales ont été observées chez des
patients atteints d’EDC. Une baisse du volume de I'hippocampe (Kempton et al., 2011 ; Etkin et al.,
2015), des ganglions de la base et du thalamus (Kempton et al., 2011), ainsi qu’'un amincissement
des cortex orbitofrontal, cingulaire antérieur et postérieur, de l'insula et des lobes temporaux, ont

notamment été rapportés (Schmaal et al., 2016).

Dans la vie de tous les jours, 'organisme percoit en continu des informations qu'il doit filtrer et
hiérarchiser pour en estimer la pertinence. La saillance affective (affective salience) correspond ainsi
a la pertinence émotionnelle attribuée a ces stimulus. Dans le cas de pathologies telles que la
dépression, cette saillance affective pourrait étre altérée, en associant par exemple une valeur trop
élevée a certains stimulus peu pertinents et/ou n’en donnant pas assez aux stimulus pertinents. Des
altérations de la connectivité entre les régions associées aux circuits de la saillance affective sont
en effet observables chez les patients atteints d’EDC. Par exemple, des augmentations de l'activité
de 'amygdale, de la portion dorsale du cortex cingulaire antérieur et de I'insula antérieure ont été
observées en réponse a un stimulus négatif (Hamilton et al., 2012). Une diminution du contraste
« gain vs perte » apparait aussi chez les patients dépressifs, que ce soit dans I'activité du striatum
ventral ou dans celle d’autres régions liées a la recompense, comme le cortex insulaire antérieur et
le cortex cingulaire antérieur (Satterthwaite et al., 2015). Les régions liées au circuit cognitif fronto-
pariétal semblent également altérées. Une augmentation de la connectivité fonctionnelle au repos
entre le réseau du mode par défaut (composé du mPFC, du cortex cingulaire postérieur, du
précuneus et du gyrus angulaire) et le cortex préfrontal dorsal est ainsi observée chez des patient
atteints d’EDC (Kaiser et al., 2015).

Chez les rongeurs, une diminution de la neurogenése ainsi que des taux de BDNF, un facteur
neurotrophique, sont observables dans I'hippocampe de modéles de dépression (Monje et al., 2003 ;
Kaneko et al., 2006 ; Goshen et al., 2008 ; Ja & Duman, 2008 ; Eisch & Petrik, 2012 ; Molendijk et
al., 2014 ; Zheng et al., 2014 ; Eliwa et al., 2017 ; Yuan et al., 2017 ; Cai et al., 2019). L'activation de
la microglie augmente les taux de cytokines pro-inflammatoires qui vont réguler la prolifération et la
différenciation des précurseurs neuronaux. Cette diminution de la neurogenése en modeéles chez le
rongeur apparait en méme temps que les comportements de type dépressif (Monje et al., 2003 ;
Kaneko et al., 2006 ; Goshen et al., 2008 ; Ja & Duman, 2008 ; Borsini et al., 2018).
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2.2.5. Cas de la comorbidité douleur-dépression

Bien que la douleur chronique ne soit pas un symptome caractéristique de la dépression, la forte
prévalence de 'EDC chez les patients douloureux chroniques indique un lien étroit entre les deux
pathologies. En effet, selon les estimations, entre 30 et de 50% des patients douloureux vont
développer des symptomes anxio-dépressifs (Merikangas et al., 1990 ; Breslau & Davis, 1992 ; Von
Korff & Simon, 1996 ; Campbell et al., 2003). De plus, la durée et le nombre de sites douloureux
sont corrélés avec la sévérité de la dépression, méme si l'intensité des symptdomes dépressifs ne
I'est pas (Von Korff & Simon, 1996). Cela souligne que méme une douleur de faible intensité, mais
prolongée, est un facteur de risque important de 'EDC. Un risque réciproque de développer une
comorbidité a également été établi entre 'EDC et la lombalgie chronique. En effet, dans une étude
publiée en 2023 aux Etats-Unis, prés de 17% des patients présentant une lombalgie chronique
souffraient également d’EDC, contre uniquement 10% chez les sujets non douloureux.
Réciproquement, la présence de lombalgies chroniques chez les patients atteints ’EDC (37,4%)
était plus élevée que chez les sujets non dépressifs (8,5%) (Yang et al., 2023). En outre, des
symptdmes de la dépression tels que la détresse psychologique, les troubles du sommeil, la baisse
d’énergie et I'inquiétude sont plus souvent présents chez les patients douloureux chroniques (Von
Korff & Simon, 1996). Dans la méme logique, une étude longitudinale menée sur 4 ans a révélé des
changements synchronisés dans les niveaux de douleur, d’anxiété et de dépression chez les
patients (Gerrits et al., 2015). Lors de la rémission d’'un EDC les patients montraient simultanément
une baisse de leurs niveaux de douleur (Gerrits et al., 2015 ; Von Korff & Simon, 1996), et si I'état
émotionnel des patients atteints d’EDC restait stable, il en allait de méme pour leurs niveaux de
douleur (Von Korff & Simon, 1996 ; Gerrits et al., 2015). Inversement, 'amélioration des symptémes
douloureux chez les patients exprimant une comorbidité douleur-dépression entrainait une

diminution de leurs symptémes dépressifs (Gerrits et al., 2015).

La douleur peut étre considérée comme est une sensation qui comporte diverses
« dimensions » intégrées par différentes régions du cerveau : une dimension physiologique intégrée
par le systéme somatosensoriel, une dimension affective et motivationnelle intégrée par les régions
limbiques et une dimension cognitive intégrée par les régions thalamocorticales. Ces « dimensions »
ou processus se retrouvent également altérés dans la dépression et il apparait donc cohérent que
ces deux pathologies présentent des interactions complexes (Campbell et al., 2003), notamment a
travers des altérations fonctionnelles dans le traitement cérébral des informations Chez les individus
sains, les parties dorsales de l'insula traitent les informations douloureuses alors que linsula
antérieure traite I'information émotionnelle. Chez les patients atteints d’'un EDC, ce traitement de
l'information émotionnelle va en partie étre réalisé dans ces régions dorsales de l'insula, c’est-a-dire

dans des régions reliées a la douleur physique chez les patients sains (Mutschler et al., 2012).
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L'origine de 'EDC semble ainsi provenir d’'une combinaison d’altérations de différents systémes

biologiques et psychologiques interagissant entre eux de maniére complexe.

L'étude de ces mécanismes biologiques est donc impérative afin de soulager plus efficacement
les patients. En effet, bien que des traitements soient disponibles depuis de nombreuses années,
leurs effets indésirables ainsi que leur absence d’efficacité chez prés de 30% des patients (Barohn

et al., 2021 ; Lesser et al., 2004) restent toujours une limitation thérapeutique majeure.
2.3. Evaluer la dépression chez les animaux

Chez 'homme, le diagnostic d’'un trouble de 'humeur nécessite une anamnése, c’est-a-dire un
entretien au cours duquel le patient va pouvoir décrire ses symptdmes et son « histoire » a un
praticien. Notre incapacité a communiquer de maniére directe et compréhensible avec les animaux,
notamment les rongeurs, ne permet toutefois pas I'utilisation d’outils diagnostiques similaires a ceux
utilisés chez '’homme, et d’autres stratégies ont été mise en place. Des tests comportementaux
modélisant des symptdmes de la dépression ont ainsi été développés, et chez I'animal on n’utilisera
pas les termes d’EDC ou de dépression mais plutét de comportements de type anxieux ou dépressif.
Certains symptdmes de I'EDC tels que le sentiment de tristesse, la présence de remords ou d’idée
suicidaires ne sont pas modélisables chez les rongeurs, tandis que d’autres tels que l'anxiété,
'anhédonie, I'apathie, les altérations du sommeil ou les changements dans le poids le sont plus
facilement. De plus, une batterie de tests comportementaux sera souvent utilisée pour étayer la

conclusion d'un phénotype de type dépressif.

Un des symptémes de type dépressif observable chez les rongeurs est le désespoir. Pour cela,
I'animal est placé dans une situation désagréable et inévitable a laquelle il tentera de se soustraire.
Deux tests sont couramment utilisés pour mesurer ces comportements : le test de nage forcée
(Forced Swim Test — FST) (Porsolt et al., 1978 ; Cryan et al., 2005 ; Yankelevitch-Yahav et al., 2015)
et celui de suspension par la queue (Tail Suspension Test — TST). Le FST consiste a placer I'animal
dans un récipient circulaire rempli d’eau (Porsolt et al., 1978) tandis que le TST consiste a suspendre
'animal par la queue sans aucune prise environnante (Cryan et al., 2005). Au début des tests,
I'animal nage activement pour le FST ou tente de se redresser pour le TST, puis ces comportements
diminuent laissant apparaitre des périodes d’'immobilités. L'augmentation du temps d’immobilité
entre des animaux controles et test permet ainsi d’identifier la présence éventuelle d’'une résignation

accrue, considérée comme modélisant le « désespoir ».

Un second symptdome de 'EDC observable chez les rongeurs est 'anhédonie, c’est a dire
l'incapacité a éprouver du plaisir dans une situation qui en procurait auparavant. Une premiere
méthode pour évaluer ce symptdome est le test de choix entre deux bouteilles (two bottle choice)
(Levy & Dubois, 2006a ; Castagné et al., 2009). Dans ce paradigme, I'animal choisi entre une

bouteille contenant de I'eau sucrée (1-2% de saccharose) et une autre contenant juste de I'eau et
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les volumes consommeés sont mesurés. En condition de base, les rongeurs ont une préférence
naturelle pour la solution sucrée, mais en présence d’un phénotype dépressif celle-ci peut diminuer
voire disparaitre (Castagné et al., 2009 ; Carratala-Ros et al., 2023). Ce test peut sembler simple a
implémenter, mais il nécessite un contréle strict des conditions environnementales et sa sensibilité
en modeles animaux de dépression reste limitée. De plus, 'hébergement conventionnel des
animaux en cage collective ne donne accés qu’a des consommations de groupe, et des mesures
individuelles nécessitent l'isolement des animaux (Liu et al., 2018). Un autre paradigme utilisé pour
identifier 'anhédonie est I'autostimulation intracranienne du faisceau médian du télencéphale (Olds
& Milner, 1954). De telles stimulations électriques libérent de la dopamine dans le NAc et le PFC.
Elles sont réecompensantes et addictives (Olds & Milner, 1954 ; Baird et al., 2021), et des animaux
exprimant un phénotype dépressif important peuvent montrer une augmentation du seuil de
stimulation nécessaire pour maintenir 'autostimulation par rapport a des animaux contréles (Cryan
et al.,, 2003). Bien que robuste, cette méthode nécessite de réaliser une chirurgie lourde pour
'animal. Enfin, 'anhédonie peut également s’observer par I'altération du comportement sexuel des
rongeurs. En effet, on observe une baisse de la fréquence des interactions sexuelles chez les

rongeurs exprimant des comportements de type dépressif (Castagné et al., 2009)

L'apathie est un symptéme défini comme un déficit motivationnel et peut étre identifié chez
I'animal par une réduction des comportements dirigés vers un but (Levy & Dubois, 2006b ; Tanaka
& Hamaguchi, 2019). Le test le plus couramment utilisé pour mettre en évidence ce symptédme, basé
sur le principe qu’un rongeur prend soin de son pelage, est le test de pulvérisation d’eau sucrée ou
Splash Test. La pulvérisation d’'une solution de saccharose (10 & 20%) sur le dos de I'animal
déclenche ainsi un comportement naturel de toilettage. L'utilisation d’'une solution sucrée visqueuse
mime la présence de substances telles que la boue, mais sans ses composantes aversives. On
mesure alors la fréquence et la durée des périodes de toilettage pendant cing minutes et les animaux
apathiques présentent une baisse de ces parameétres (Isingrini et al., 2010). Ce test simple a réaliser
est trés sensible aux conditions environnementales avant et pendant le test. L’'apathie peut
également étre évaluée a travers d’autres changements comportements, comme des altérations
dans la formation de nid, mesurable avec un test de formation du nid (Nest Test), ou simplement a

travers un manque général d'entretien spontané du pelage (Cathomas et al., 2015).

Un autre symptdme de type dépressif observable chez les rongeurs est la réduction des
interactions sociales. Les rongeurs sont des animaux grégaires qui, en conditions normales,
préferent passer du temps avec un autre animal (méme étranger) plutdét que seuls. Le test de
sociabilité de Crawley (Yang et al., 2011) permet par exemple d’évaluer cet aspect en utilisant 3
compartiments distincts : un central vide et les deux autres abritant soit un animal étranger soit un
objet. Aprés une session d’habituation au dispositif sans congénére ni objet, la préférence d'une

souris pour chacun des trois compartiments est mesurée lors de leur présence. Des comportements
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de type dépressif peuvent ainsi se traduire par une diminution du temps passé avec le congénére

comparé a celui passé avec le nouvel objet (Crawley et al., 2007).
2.3.1. Tests d’évaluation de I'anxiété chez les rongeurs

L'expression de comportement anxieux est fréquente chez les patients atteints ’EDC, mais aussi
chez les rongeurs présentant un phénotype dépressif. Afin d’évaluer la présence de cette anxiété,
plusieurs tests sont basés sur le conflit entre la tendance innée des rongeurs a explorer un

environnement inconnu et leur préférence pour les espaces clos et/ou sombres.

Le test du labyrinthe en croix surélevé (elevated plus maze — EPM) consiste en un labyrinthe
avec 4 branches disposées en croix, 2 bras fermés et sombres et 2 bras ouverts et lumineux. Cette
disposition fait que les bras ouverts sont plus anxiogénes que les bras fermés (Shepherd et al.,
1994 ; Carola et al., 2002 ; Lezak et al., 2017).

Le test du clair-obscur (Light-Dark test — LD), est constitué de deux compartiments adjacents
reliés par une porte ou un passage étroit. Un des compartiments, fortement illuminé, est plus

anxiogene que l'autre qui reste plongé dans I'obscurité (Bourin & Hascoét, 2003).

Le test du champ ouvert (Open Field Test — OF) permet d’évaluer a la fois les comportements
anxieux et 'activité locomotrice des rongeurs. Le dispositif est constitué d’'une aréne carrée dont la

zone centrale est plus anxiogéne que les bords (Carola et al., 2002 ; Seibenhener & Wooten, 2015).

Dans I'ensemble de ces tests, les comportements de types anxieux sont identifiés par une
augmentation de la latence a entrer dans la zone anxiogéne (illuminée) et/ou par une diminution du
temps passé dans cette zone. Une diminution du nombre d’alternances entre les zones peut aussi
indiquer la présence de comportements de type anxieux. Dans ces tests, il est cependant nécessaire
d’enregistrer la distance totale parcourue par I'animal ainsi que sa trajectoire afin de vérifier que les

altérations ne sont pas dues a des modifications de I'activité locomotrice.

Le test dit d’hyponéophagie (Novelty Supressed Feeding - NSF), plus complexe, utilise un
paradigme détectant aussi bien des changements de comportements de type anxieux que dépressif.
Il est basé sur le conflit entre la peur d’entrer dans le centre d’'un champ ouvert et la motivation a
aller manger la nourriture qui y a été déposée. Pour motiver les animaux, ils sont mis a jeun pendant
24 h avant le test (Samuels & Hen, 2011; Blasco-Serra et al., 2017). En présence d’anxiété ou d’'une
perte de motivation ou d’'une apathie, on observe une augmentation de la latence a approcher et

manger la nourriture malgré la faim.
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2.3.2. Tests d’évaluation des altérations des fonctions cognitives associées a un

phénotype anxiodépressif chez le rongeur

Des altérations des fonctions cognitives sont classiquement observées chez les patients atteints
d’EDC et il en est de méme chez les rongeurs qui expriment un phénotype de type dépressif. Deux
tests classiquement utilisés chez le rongeur pour évaluer cet aspect sont la piscine de Morris et le
labyrinthe en Y. La piscine de Morris mesure la mémoire spatiale et I'apprentissage dépendant de
I'hippocampe. De nombreux protocoles sont possibles, dont 'un mesure le temps nécessaire a un
animal pour retrouver, sur la base d’indice spatiaux, une plateforme immergée dans une piscine
circulaire dont I'eau est opaque (Vorhees & Williams, 2006 ; Yu et al., 2011 ; Darcet et al., 2014).
Une trajectoire plus longue que nécessaire et une augmentation du temps pour trouver la plateforme
indiguent notamment un déficit de mémoire spatiale. Le labyrinthe en Y, quant a lui, permet
d’identifier des altérations de la mémoire de travail, un type de mémoire a court terme (Sarnyai et
al., 2000 ; Miedel et al., 2017 ; Kraeuter et al., 2019).

2.3.3. Considérations sur les tests

Il est important de noter que beaucoup de ces tests n’évaluent pas uniquement des symptéomes
présents dans la dépression, mais que d’autres pathologies peuvent présenter les mémes
symptdmes. Par exemple, les modéles murins de la maladie d’Alzheimer présentent des déficits
cognitifs observables dans le test de la piscine de Morris (Da Cunha et al., 2002 ; Ghafarimoghadam
et al., 2022), et les modéles animaux de l'autisme présentent des carences dans les interactions
sociales (Arakawa, 2020) alors que dans les deux cas ces animaux n’expriment pas classiquement

de phénotype dépressif.

Les derniéres avancées dans les techniques de capture vidéo et d’évaluation des trajectoires et
des postures fines des rongeurs permettent aujourd’hui d’automatiser un grand nombre de ces tests.
Notamment, 'ensemble des tests d’anxiété et d’interactions sociales sont automatisables a l'aide de
logiciels commerciaux tels que EthoVision ou Anymaze, ainsi que ou par des solutions OpenSource
telles que DeepLabCut (Hédou et al., 2001 ; Bermudez Contreras et al., 2022 ; Bihler et al., 2023).
L'automatisation d’autres tests comportementaux comme le FST ou le Splash test est plus complexe
et nécessite encore souvent I'expertise de I'expérimentateur pour identifier des comportements
spécifiques comme l'immobilité ou le toilettage. Néanmoins, des méthodes automatisées sont
désormais disponibles avec des résultats de plus en plus proches de ceux obtenus avec une
évaluation manuelle (Hédou et al., 2001). Ces méthodes d’automatisation permettent donc
d’analyser plus rapidement un plus grand nombre de variables comportementales en un méme
temps et dans un plus grand nombre d’animaux, ce qui permet d’effectuer des criblages

comportementaux a grande échelle en s’affranchissant des biais liés aux expérimentateurs.
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Ces tests sont également trés sensibles a I'environnement dans lequel les animaux sont élevés,
et la présence de bruits inhabituels ou importants a proximité des animaux ou des changements
méme mineurs dans les méthodes de test peuvent impacter le niveau d’anxiété des animaux et
affecter les résultats obtenus d’une cohorte a l'autre ou d’une piéce de stabulation a l'autre par

exemple.

Finalement il est important de rappeler que 'EDC chez 'lhomme se caractérise par plusieurs
symptdbmes et non par un seul. Il est donc cohérent d’utiliser une combinaison de tests
comportementaux ciblant différents symptémes de type dépressif afin de réaliser une évaluation

précise de I'état émotionnel des rongeurs.
2.4. Les modéles de dépression chez le rongeur

Comme pour les modeéles de douleurs, les modéles de comportements de type dépressif chez
les rongeurs visent a remplir les trois critéres qui caractérisent un bon modeéle : la validité apparente
ou phénoménologique, la validité étiologique ou constructive, et la validité prédictive qui
correspondent respectivement a l'expression d’'un phénotype similaire a celui observé chez
’homme, dont l'origine est cohérente avec les mécanismes pathophysiologiques impliqués dans la
pathologie humaine, et dont la réponse aux traitements utilisés chez 'homme est similaire. De
nombreux modéles ont ainsi été développés notamment pour représenter la variété des étiologies

pouvant conduire a un EDC chez 'lhumain.
2.4.1. Modéles de stress environnemental

Ces modéeles reposent sur le principe qu’un étre humain va au cours de sa vie subir de nombreux
stress environnementaux auquel il ne peut se soustraire et que ceux-ci peuvent constituer une cause
d’EDC (Otte et al.,, 2016). Ces modéles vont ainsi exposer les rongeurs a différents types de

stresseurs environnementaux de maniére aiglie ou chronique.

Sile FST réalisé de fagon aiglie ne peut pas étre considéré comme un modéle de dépression, sa
répétition sur plusieurs jours constitue un modeéle de stress répété entrainant des changements
comportementaux robustes et stables jusqu’a 2 semaines apres le dernier FST (Mul et al., 2016)

(Figure.8).

Un second modéle pouvant étre utilisé est celui du désespoir acquis (Learned Helplessness —
LH). Ce modéle (illustré Figure.8) utilise I'application répétée d’'un stress non prédictible et non
évitable, en l'occurrence l'application de chocs électrique aux pattes. Aprés plusieurs sessions,
I'évaluation du phénotype est réalisée en appliquant une nouvelle série de chocs électriques aux
animaux, mais en leur permettant cette fois de s'échapper facilement (Chourbaiji et al., 2005 ;
Landgraf et al., 2015 ; Maier & Seligman, 2016 ; Pryce et al., 2012 ; Seligman & Beagley, 1975).
Certains des animaux qui subissent ces chocs inévitables développent un déficit dans I'évitement

du stimulus aversif, qui se traduit par une augmentation de la latence a s’échapper voire une
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incapacité a s’échapper (Muneoka et al., 2013), en plus de présenter des changements
physiologiques avec une augmentation des taux de glucocorticoide et des cytokines pro-
inflammatoires (Cheng et al., 2015, 2018 ; Chourbaiji et al., 2005 ; Henn & Vollmayr, 2005 ; Pryce et
al., 2012) et un phénotype de type dépressif dans d’autres tests comportementaux (anhédonie,
variation du poids, altération du sommeil et de I'activité locomotrice) (Palma et al., 2000 ; Vollmayr
et al., 2004). Ces phénotypes sont réversibles par I'application d’antidépresseur (Maudhuit et al.,
1997). Ce modéle permet aussi d’étudier les mécanismes impliqués dans les phénoménes de
résilience au stress, une partie des animaux ne développant pas le phénotype (Baratta et al., 2023 ;
Henn & Volimayr, 2005). Une critique importante de ce modele est que le stress utilisé pour produire
le phénotype est a la fois peu éthologique et peu représentatif de ceux subits par 'lhomme et que le
modéle serait plus proche d’un syndrome de stress post-traumatique.

5 jours

1 test/ jour

Stress de nage forcée chronique

Figure 8. lllustration de modeéles de stress environnementaux.

Chez 'lhomme, la présence de stress lors des périodes précoces du développement augmente
significativement le risque de développer un EDC (Kalia, 2005 ; Otte et al., 2016). Pour reproduire
cette étiologie, plusieurs modéles de stress précoce ont été développés. Compte tenu du fait que
les hormones du stress traversent le placenta et possédent une action directe sur le cerveau,
I'application de stresseurs a des femelles gestantes permet d’induire un phénotype de type dépressif
chez leur descendance (Brannigan et al., 2019 ; Howland et al., 2017 ; Lee & Jung, 2024 ; Maxwell
et al., 2018 ; O’Donnell et al., 2014). Plusieurs stresseurs ont été utilisés, tels que la contention, les

altérations du cycle jour-nuit, la déprivation de sommeil, le FST, ou I'alternance entre des phases
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d’isolement social et des phases de surpopulation (Baratta et al., 2019 ; Brannigan et al., 2019 ;
Weinstock, 2016). L'évaluation du phénotype dans la descendance a I'dge adulte révéle une validité
apparente au travers d’une anhédonie (observée par une diminution de la préférence pour le
saccharose), de comportements dits de « désespoir » (observés par une augmentation de
limmobilité dans le FST et/ou le TST), ainsi qu’a travers la présence d’un phénotype anxieux dans
le test ’EPM (Akatsu et al., 2015 ; Brannigan et al., 2019 ; Frye & Wawrzycki, 2003 ; Jia et al.,
2015 ; Morley-Fletcher et al., 2003 ; Zheng et al., 2016). Un point intéressant de ce modéle est que
les femelles développent des symptémes plus prononcés, en accord avec les données humaines
(Akatsu et al., 2015; Sickmann et al., 2015), mais la différence d’ontogénie entre les cerveaux
humains et de rongeurs (Bayer et al., 1993 ; Rice & Barone, 2000) rend toutefois compliquée
'extrapolation des données. Un autre modéle communément utilisé pour provoquer un stress
précoce est la séparation maternelle. Ce modéle reproduit une négligence maternelle en séparant
les petits de leur mére trois heures par jour, du 2°™® au 12°™ jour post-natal, ce qui entraine un stress
considérable chez eux. Une fois adultes, les animaux présentent des phénotypes anxieux dans les
tests ’EPM et de champ ouvert (OF) ainsi que des altérations de I'apprentissage et de la mémoire
(Goodwill et al., 2019 ; Romeo et al., 2003), qui sont diminués par un traitement chronique avec un
antidépresseur, la fluoxétine (Bhansali et al., 2007). La reproductibilité de ce modéle est néanmoins
délicate, a cause notamment de I'absence de contrdle de la « quantité » de stress pergu ainsi qu’aux
fortes variations de sensibilité au stress entre les souches de souris. De plus, les petits
correspondent d’'un point de vue développemental a des prématurés humains, ce qui complique
I'extrapolation aux bébés et aux enfants en bas age. Un dernier modéle de stress précoce repose
sur l'isolement social des rongeurs aprés leur sevrage, notamment pour mimer des altérations de
I'environnement social lors de I'enfance a I'adolescence. Pour cela, un isolement physique d’'une
durée de 3 a 8 semaines est réalisé a partir de la 3°™ semaine post-natale, c’est-a-dire au sevrage,
tout en maintenant un contact visuel, auditif et olfactif avec les congénéres (Yorgason et al., 2016).
Ce protocole va empécher les jeux sociaux et I'établissement de la hiérarchie sociale nécessaire au
développement psychologique des rongeurs. lls vont alors développer un syndrome de stress,
caractérisé par des comportements de type anxieux dans 'OF et 'TEPM qui ne sont pas réversible
par une socialisation ultérieure, et des comportements de type dépressif dans le FST et le Splash
test qui peuvent étre corrigés par un traitement a la fluoxétine (Ferdman et al., 2007 ; Fone &
Porkess, 2008 ; Kuramochi & Nakamura, 2009 ; Rivera-Irizarry et al., 2020 ; Weiss et al., 2004).
Lorsque ce modele est mis en place chez le rat, les individus une fois adultes et remis en situation
de contact social vont alterner entre des attaques rapides et des interactions sociales tout en
présentant une augmentation des comportements défensifs (Toth et al., 2011). Ce schéma
comportemental fragmenté peut étre corrigé en associant la fluoxétine a une resociabilisation (Toth
etal., 2011). Lensemble de ces modéles de stress précoces présente des altérations physiologiques

similaires, telles qu’'une augmentation des taux de corticostérone (Djordjevic et al., 2009 ; Harvey et

31



al., 2019 ; Lopez & Laber, 2015 ; Martin & Brown, 2010), une diminution des niveaux de BDNF
dans I'hippocampe (Marais et al., 2008 ; Rice et al., 2008 ; leraci et al., 2016; Van Bodegom et al.,
2017 ; Goodwill et al., 2019), ainsi que des altérations spécifiques a chaque modéle, tels que des
changements des niveaux du facteur de croissance nerveuse (NGF) a la suite de la séparation
maternelle par exemple (Goodwill et al., 2019 ; leraci et al., 2016 ; Marais et al., 2008 ; Rice et al.,
2008 ; Van Bodegom et al., 2017).

Le stress chronique étant un facteur prédictif du développement d'un EDC chez l'adulte
(Hammen, 2018), des modéles de stress d’'une durée de plusieurs semaines ont été mis en place.
Le modele du stress chronique non prédictible (Chronic Mild Stress — CMS, illustré Figure.9) utilise
une alternance de stress légers et aléatoires sur une période d’une a sept semaines (Moreau et al.,
1995 ; Broekkamp, 1997 ; Willner, 2005). Les stress utilisés sont trés divers allant de méthodes
traditionnelles telles que la contention, le TST, les altérations du rythme circadien ou des privations
de nourriture, a des stress plus atypiques tels que des chocs aux pattes, des pincements de la
queue, ou de la marche sur la glace par exemple (Willner, 2005, 2016). On observe alors des
changements émotionnels reflétés notamment par des défauts du toilettage, des comportements
agressifs ou une anhédonie, qui sont réversibles par des traitements antidépresseurs chroniques
(Willner et al., 1987 ; Moreau et al., 1995 ; Hu et al., 2017 ; Rudyk et al., 2019 ; Sequeira-Cordero et
al., 2019). Ce modéle posséde toutefois une trés forte variabilité interindividuelle, avec prés de 60%
des souris pouvant présenter une résilience aux symptémes dépressifs malgré une diminution de
leur activité locomotrice et exploratoire (Strekalova et al., 2004 ; Jayatissa et al., 2006). Cet aspect
peut aussi étre considéré comme un avantage pour étudier le mécanisme de résilience ou de
susceptibilité sous-jacent, phénoméne aussi présent chez 'lhomme. Ce modéle est néanmoins
compliqué a mettre en place, car il nécessite beaucoup d’espace en animalerie, du temps et du
personnel. Un modéle de stress chronique plus simple a implémenter est celui de contention
répétée, qui consiste a immobiliser 'animal dans un cylindre entre deux et huit heures par jour
pendant 21 jours (Huang et al., 2015 ; Xu et al., 2017 ; Woo et al., 2018). Les animaux exposés a
cette procédure développent des comportements de type anxiodépressif, tels qu’'une anhédonie,
une diminution des interactions sociales et une augmentation des niveaux d’anxiété (Kim & Han,
2006 ; Christiansen et al., 2011 ; Grizzell et al., 2014 ; Park et al., 2018). Ces symptdmes sont
réversibles par des traitements antidépresseurs, mais présentent le défaut de ne durer que peu de
temps aprés la fin de la procédure de contention répétée, ce qui constitue un point de divergence
avec les symptdmes humains. Ces deux modéles de stress vont présenter des altérations de I'axe
HPA (Hill et al., 2012 ; Park et al., 2018), ainsi qu'une diminution des niveaux de BDNF dans
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I'hippocampe et des altérations des systémes monoaminergiques et sérotonergiques pour le CMS
(Hill et al., 2012).
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Mild restraint Light on the . . Wetbedding
throughout the night

Figure 9. Modéle de stress chronique imprédictible.
D’apreés : Jeong et al., 2022

2.4.2. Modéles de stress social

Le stress psychosocial peut étre un facteur important dans les origines de 'lEDC chez 'homme.
Pour mieux comprendre I'impact et le mécanisme de cette forme de stress, un modéle de défaite
sociale a par exemple été développé chez le rongeur (Golden et al., 2011). Ce modéle repose sur
le paradigme résident-intrus (illustré Figure.10), dans lequel on utilise une souris de nature
agressive, comme une souris de souche ICR, placée a résidence dans une cage. Une souris
« intrus », pouvant étre d’'une autre souche comme C57, sera introduite dans la cage et va étre
attaquée par la souris résidente. Aprés cette premiere phase, on va placer la souris intrus dans un
compartiment de la cage afin de maintenir le contact visuel, auditif et olfactif, mais plus physique,
avec I'agresseur et ainsi créer un stress psychologique. On réalise une session par jour pendant dix
jours, les souris intrus étant exposées a de nouvelles résidentes chaque jour. Ce protocole, bien que
lourd a mettre en place, permet le développement d’'un comportement de subordination chez prés
d’un tiers des souris (Golden et al., 2011), qui va étre associé a une aversion des contacts sociaux

a long terme.
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L'un des défauts de ce test est la durée limitée des symptdmes provoqués, mais surtout qu’il n’est
réalisable que chez les males, les femelles ne présentant pas suffisamment d’agression entre elles.
Pour pallier ce probléme, un modéle dinstabilité sociale a été développé. Il repose sur la
déstabilisation de I'organisation sociale des rongeurs en alternant des périodes d’isolement social
et des périodes de surpopulation ainsi que des modifications réguliéres des congénéres (Goni-
Balentziaga et al., 2018 ; Haller et al., 1999). Ce modéle a 'avantage d’étre efficace chez les males
et les femelles, mais nécessite du temps pour sa mise en place. Un modéle bien plus simple de
stress social consiste a réaliser un isolement social complet du rongeur. Ceux-ci étant des animaux
grégaires, I'absence de contact social direct de maniére prolongée va entrainer le développement
de comportements de type dépressif (Watanabe et al., 2022). Lensemble de ces modéles de stress
sociaux vont, en plus de présenter une certaine pertinence éthologique et étiologique, aussi
présenter une validité de construction avec la présence d’anhédonie (Krishnan et al., 2007 ; Rygula
et al., 2005), d’'immobilité accrue dans le TST et le FST (Krishnan et al., 2007 ; Rygula et al., 2005),
de comportements de type anxieux dans 'EPM (Goni-Balentziaga et al., 2018 ; Jarcho et al., 2016 ;
Labaka et al., 2017), ainsi que de modifications de I'axe HPA (Avgustinovich et al., 2005 ; Krishnan
et al., 2007) qui sont réversibles par des traitements chroniques par antidépresseurs (Berton et al.,
2006 ; Tsankova et al., 2006 ; Yohn et al., 2019).

@ < 10 x with unfamiliar CD-1

male C57BL/6) |
(intruder)

e b) 1/
et ~_F

aggressive male contact phase sensory phase
CD-1 15-25 sec/day 24h/day
(resident) (attack)

Figure 10. Modéle de défaite sociale.
D’aprés : Wendelmuth et al., 2020
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2.4.3. Modéles de comorbidité douleur-dépression

Comme évoqué dans une section précédente, lEDC est 'une des comorbidités fréquentes de la
douleur chronique. Pour étudier ces conséquences émotionnelles de la douleur chronique, deux
types de modeéles sont principalement utilisés chez le rongeur: ceux de douleur inflammatoire
chronique et ceux de douleur neuropathique. Les diverses équipes de recherche qui ont utilisé des
modéles de douleurs chroniques ont toutefois rapporté des résultats variables, mettant notamment
en évidence l'importance du point temporel d’évaluation des symptémes de type anxiodépressif

dans ces modeéles.

Les modéles de douleurs chroniques d’origine inflammatoire présentent une apparition des
symptomes anxieux trés précoce. Apres induction de douleur inflammatoire, les rongeurs expriment,
en 24 h, une diminution du temps passé dans les bras ouverts dans 'lEPM (Fernandez-Guasti et al.,
2005 ; do Nascimento & Leite-Panissi, 2014 ; Ji et al., 2017) et 'EZM (elevated zero-maze)
(Refsgaard et al., 2016), ainsi que du temps passé dans le compartiment éclairé dans le LD (do
Nascimento & Leite-Panissi, 2014). Ces symptdmes peuvent étre encore présents aprés 3 a 4
semaines selon les tests (Narita, Kaneko, et al., 2005 ; Narita et al., 2006 ; Parent et al., 2012 ;
Amorim et al., 2014 ; Borges et al., 2014 ; Wang et al., 2015). Une diminution du temps passé dans
le centre d’un OF est aussi observable entre 3 et 28 jours (Amorim et al., 2014 ; Chen et al., 2013 ;
Grégoire et al., 2014 ; Guo et al., 2016 ; Kim et al., 2012 ; Parent et al., 2012 ; Sun et al., 2016 ; Tian
et al.,, 2017 ; Yue et al.,, 2018). Certains tests mettent également en évidence la présence de
comportements de type anxieux plus tardifs, notamment dans le test d’interaction sociale ou les
symptdmes ne sont visibles qu'aprées 2 a 3 semaines (Grégoire et al., 2014). Dans le test
d’enfouissement, aucune différence n’a été observée 5 semaines post-injection (Urban et al., 2011).
Ces animaux présentent également des symptédmes de type dépressif avec un certain délai,
notamment avec une diminution de la préférence pour le saccharose deux jours aprés l'injection
(Refsgaard et al., 2016) et qui va étre encore présente a 4 semaines (Amorim et al., 2014), ainsi
qu’une augmentation du temps d’immobilité dans le FST et le TST aprés une semaine et se
maintenant respectivement jusqu’a 35 et 14 jours (Borges et al., 2014 ; Hamann et al., 2016 ; Kim
et al.,, 2012 ; Le et al., 2014 ; Maciel et al., 2013 ; Omorogbe et al., 2018 ; Zhang et al., 2016).
L’évolution temporelle des symptdmes de type anxieux et de type dépressif ont été moins
caractérisés dans les modéles de douleur par injection de carraghénine et celui d’ostéoarthrite.
Toutefois, le premier modéle montre une augmentation de 'immobilité dans le FST a 4 semaines
post-injection (Amorim et al., 2014), alors que des symptdmes de type anxieux ont été observés
dans 'EZM pour le second, 41 semaines aprés son induction (Griffin et al., 2010). Ces différences
notables montrent que I'étiologie ou le modéle de douleur influence 'apparition et I'évolution des

troubles affectifs.
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Lorsque l'on s’intéresse aux conséquences émotionnelles de la douleur chronique d’origine
neuropathique, la premiére chose qui apparait est le délai bien plus long avant I'apparition des
comportements de type anxiodépressif ainsi que leur durée par rapport aux modéles inflammatoires.
La plupart des modéles neuropathiques traumatiques vont ainsi montrer des comportements de type
anxieux aux alentours de 3-4 semaines post-chirurgie que ce soit dans 'EPM (Chen et al., 2018 ;
Pan et al., 2018 ; Roeska et al., 2009 ; Sang et al., 2018 ; Seminowicz et al., 2009 ; Sieberg et al.,
2018 ; Zhang et al., 2017), 'TEZM (Alba-Delgado et al., 2016, 2018 ; Dimitrov et al., 2014 ; Llorca-
Torralba et al., 2018), I'OF (Alba-Delgado et al., 2018 ; Avila-Martin et al., 2015 ; Chen et al., 2018 ;
Dimitrov et al., 2014 ; Galan-Arriero et al., 2014 ; Gong et al., 2018 ; Sang et al., 2018 ; Zhang et al.,
2017), le LD (Chen et al., 2018 ; Suzuki et al., 2007 ; Yalcin et al., 2011), les interactions sociales
(Benbouzid et al., 2008) ou le test d’enfouissement de billes (Benbouzid et al., 2008 ; Guida et al.,
2015 ; Yalcin et al., 2011). Ces comportements peuvent ensuite persister jusqu’a 4 a 8 semaines de
plus [EPM : (Suzuki et al., 2007 ; Lyons et al., 2015 ; Descalzi et al., 2017 ; Sang et al., 2018); LD :
(Barthas et al., 2017 ; Lyons et al., 2015, 2018 ; Sellmeijer et al., 2018 ; Suzuki et al., 2007 ; Yalcin
et al., 2011); OF : (Aguilar-Avila et al., 2019 ; Gong et al., 2018 ; Lyons et al., 2015 ; Suzuki et al.,
2007)).

En présence de douleur neuropathique, les animaux vont également exprimer des
comportements de type dépressif. Certains de ces comportements ont pu étre observés relativement
tét dans certains modéles. Une diminution de la préférence au saccharose a ainsi été rapportée
aprés 1 a 2 semaines seulement dans le modéle de SNL (Zhu et al., 2017 ; Wu et al., 2018) et a 2
semaines dans le modéle de SNI (Goffer et al., 2013) et est encore présente a 10 et 11 semaines
postchirurgie respectivement dans les modéles de SCI et SNI (Fu et al., 2018 ; Thompson et al.,
2018 ; Wu et al., 2014). Le test d’hyponéophagie a permis d’observer un phénotype dés 2 a 4
semaines aprés la chirurgie (Mutso et al., 2012 ; Sellmeijer et al., 2018) et qui reste observable
jusqu’a au moins 8 et 9 semaines postchirurgie dans les modeéles du cuff (Barthas et al., 2015, 2017 ;
Yalcin et al., 2011), de ligature partielle du nerf sciatique (PSNL) (Hisaoka-Nakashima et al., 2022)
et de CCI (Jiang et al., 2019). Le FST et le TST révélent la présence de désespoir via une
augmentation de 'immobilité entre 3 et 4 semaines post-chirurgie dans les modéles de SNL (Chung
et al.,, 2017 ; Hu et al., 2010), de SNI (Guida et al., 2015 ; Zhang et al., 2019), de CCI (Ferreira-
Chamorro et al., 2018 ; Wang et al., 2019) et PSNL (Brlning et al., 2015 ; Gai et al., 2014 ; Wang et
al., 2017). Dans le modéle du cuff, 'augmentation d’immobilité n’est détectée qu’'a d’environ 8
semaines (Yalcin et al., 2011). De maniére similaire, le test de pulvérisation d’eau sucrée ne met en
évidence une apathie qu’a partir de 6 semaines dans le modeéle du cuff (Barthas et al., 2015 ;
Sellmeijer et al., 2018 ; Yalcin et al., 2011). Les comportements de type dépressif sont toujours
observables entre 7 et 9 semaines aprés la chirurgie dans le FST selon le modéle (SNL : (Suzuki et
al., 2007) ; SNI : (Gongalves et al., 2008 ; Descalzi et al., 2017); SCI : (Boadas-Vaello et al., 2018);
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PSNL : (Hisaoka-Nakashima et al., 2022), et jusqu’a 10 semaines dans TST dans le modéle de CCI
(Wu et al., 2014). L'apathie mise en évidence par le test de pulvérisation d’eau sucrée est toujours

observable a 16 semaines dans le modéle du cuff (Sellmeijer et al., 2018).

Bien que dans I'ensemble les réponses aux tests comportementaux soient similaires, certains
modéles présentent néanmoins des spécificités. Par exemple, dans le modeéle de SNI, les animaux
peuvent présenter un désespoir trés tot, entre 1 et 2 semaines aprés l'induction (Stratinaki et al.,
2013 ; Zhou et al., 2015 ; Laumet et al., 2017 ; Xie et al., 2017 ; Pan et al., 2018; Yang et al., 2019),
ainsi que des symptdmes anxieux qui vont persister entre 4 et 6 mois (Seminowicz et al., 2009). Ce
modéle permet aussi de mettre en évidence des animaux résilients et sensibles au travers du test
de préférence pour le saccharose (Xie et al., 2017 ; Yang et al., 2019). De plus, chez le rat, les
conséquences emotionnelles du modéle de douleur neuropathique seraient plus importantes
lorsque la Iésion du nerf est réalisée a gauche plutét qu’a droite (Leite-Almeida et al., 2012). Le
modeéle de CCI va quant a lui conduire a une augmentation d’immobilité dans le FST entre 1 et 2
semaines (Fukuhara et al., 2012 ; Li et al., 2014, 2019 ; Garg et al., 2017), mais a une diminution de
la préférence pour le saccharose qui n'est détectable qu’a partir de 4 semaines (Dellarole et al.,
2014 ; Wang et al., 2019). Cela suggeére I'apparition d’'un désespoir précoce, mais d’'une anhédonie
plus tardive. Le modéle de PSNL présente quant a lui une récupération spontanée des
comportements anxieux dans I'EPM (Gonzalez-Sepulveda et al.,, 2016) alors que celui de
constriction chronique du nerf sciatique (SCI) ne va pas présenter de comportement de type anxieux
dans le LD (Boadas-Vaello et al., 2018).

Le modéle du « Cuff » est un autre modéle de douleur neuropathique présentant des
caractéristiques particulieres (Pitcher et al., 1999b ; Benbouzid et al., 2008). Ce modéle consistant
en limplantation d’'un manchon autour de la branche principale du nerf sciatique (description
compléte de la procédure réalisée dans le paragraphe portant sur les modéles de douleur de
chronique) permet d’induire de maniére standardisée une douleur neuropathique (Yalcin et al.,
2014), mais aussi des symptémes anxiodépressifs de maniére stable (Yalcin et al., 2011). Yalcin et
ses collaborateurs ont mis en évidence dans ce modéle le développement de symptdmes de type
anxieux entre 4 et 5 semaines apres la chirurgie (Yalcin et al., 2011). Cela est observable au travers
du LD, du test d’enfouissement des billes, ainsi que dans le NSF. Dans cette méme étude, la
présence de comportements de type dépressif a été mise en évidence au travers des tests de
pulvérisation d’eau sucrée ainsi que du test de nage forcée a partir de respectivement 6 et 8
semaines post-chirurgie. Une particularité de ce modéle est qu’il n’entraine pas d’altération de I'axe
HPA, a la différence de la majorité des modeles de dépression basés sur le stress. Ce modéle
présente aussi l'intérét de récupérer spontanément de I'hypersensibilité mécanique a partir de 10 a
12 semaines post-induction, tout en maintenant un certain temps I'expression de comportements de

type anxiodépressif (Sellmeijer et al., 2018). Cela montre que les conséquences émotionnelles de
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la douleur ne sont pas directement dues a la seule présence des symptdomes douloureux, mais
gu’elles résultent aussi d’adaptations a long terme dans les voies cérébrales impliquées dans le

traitement de l'information douloureuse et émotionnelle.

3. Pourquoi étudier le systéme dopaminergique dans la comorbidité douleur-
dépression ?
Le systéme dopaminergique est impliqué dans un large éventail de fonctions, allant de la
régulation des fonctions motrices par la voie nigrostriée a la régulation des processus motivationnels
et émotionnels par les voies mésolimbique et mésocorticale (Luo & Huang, 2016). Ces voies sont

illustrées Figure.11.

De nombreuses pathologies ont été associées a des dysfonctionnements du systéme
dopaminergique, telles que la maladie de Parkinson, I'addiction et les troubles de 'humeur comme
la dépression (Jarcho et al., 2012 ; Sophie & Ford, 2012), mais également la douleur chronique
(Bosak et al., 2022).

Les études d’'imagerie par résonnance magnétique fonctionnelle chez ’homme ont notamment
montré que le fonctionnement de 'aire tegmentale ventrale (VTA), du noyau accumbens (NAc) et du
cortex préfrontale (PFC) est altéré chez les patients souffrant de douleur ou de dépression. Plus
spécifiquement, les patients atteints d'un EDC présentent une diminution de l'activité de la VTA
(Gong et al., 2017) et la connectivité fonctionnelle entre le NAc et le PFC est réduite lors de
I'expression de symptdmes dépressifs (Froeliger et al., 2015 ; Gong et al., 2017 ; Zhang & Li, 2018).
En présence de douleur chronique, le NAc présente une diminution du volume de la matiére grise
(Seifert et al., 2015 ; Hayes et al., 2017 ; Tsai et al., 2018) et une augmentation de I'activité du NAc
et du PFC est observable chez ces patients (Baliki et al., 2006 ; Geha et al., 2007 ; Seifert et al.,
2015 ; Hayes et al., 2017 ; Tsai et al., 2018). Enfin, la connectivité fonctionnelle entre le NAc et le
PFC permet de prédire la persistance de la douleur, supposant I'implication de ce circuit dans la
transition de la douleur aigtie vers la douleur chronique (Baliki et al., 2012). De plus, les traitements
par stimulation intracérébrale profonde (Deep Brain Stimulation — DBS) ou par stimulation
magnétique transcraniale répétitive (rTMS) de ces régions peuvent étre efficaces dans le traitement
de la dépression (Bewernick et al., 2010 ; Seldenrijk et al., 2011) et de la douleur (Akram et al.,
2016 ; Chen et al., 2019).

Ainsi le systéme dopaminergique pourrait étre un des substrats anatomiques communs entre les

troubles dépressifs et la présence de douleur chronique.
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Figure 11. Voies dopaminergiques.
D’apres : Lasbleiz et al., 2019
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4. Le Systeme Dopaminergique Mésolimbique

4.1. La dopamine

La 3,4-dihydroxyphénéthylamine, communément appelée dopamine, est une bioamine
naturellement présente dans le cerveau de nombreuses espéces animales (Bertler & Rosengren,
1959 ; Smeets & Gonzalez, 2000 ; Yamamoto & Seto, 2014). Cette molécule, également précurseur
de la noradrénaline, a été identifiée dés 1957 par Katharine Montagu (Biochem et al., 1957) et
présente une répartition inégale dans le systéme nerveux central (Carlsson et al., 1958). Les
neurones dopaminergiques a l'origine de la biosynthése de cette amine ont été mis en évidence
quelque années plus tard (Fuxe et al., 1970). C’est d’abord son implication dans les fonctions
motrices qui a été observée, suite a la présence de symptdmes parkinsoniens aprés une déplétion
striatale de la dopamine provoquée par la réserpine chez le lapin (Carlsson, 1959). Souvent décrite
de maniére simpliste comme étant la molécule du bonheur, son réle dans les fonctions
motivationnelles et son lien avec des pathologies telles que 'addiction ou la dépression n'ont été
mises en évidence que plus tardivement (Coppen, 1969 ; Barbeau, 1970 ; Dackis & Gold, 1985 ;
Dackis et al., 1986).

La dopamine est un neuromédiateur de la famille des catécholamines synthétisé par les neurones
dopaminergiques a partir de la L-tyrosine. La voie principale de biosynthése (illustré Figure.12)
utilise la tyrosine hydroxylase (TH) pour produire de la L-Dopa, qui est ensuite métabolisée en
dopamine par la DOPA décarboxylase (DDC). La TH est 'enzyme limitante de cette voie. Une
seconde voie, mineure, métabolise directement la L-tyrosine en p-tyramine via la DDC puis la p-
tyramine est convertie en dopamine dans le cerveau via le cytochrome CYP2D6. La dopamine est
soit utilisée en tant que telle par les neurones dopaminergiques, soit métabolisée en noradrénaline,
également connue sous le nom de norépinéphrine, par la dopamine béta-hydroxylase (DBH) dans
les neurones noradrénergiques. Concernant sa dégradation, la dopamine est métabolisée en 3-
méthoxytyramine (3-MT) par la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) ou en acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC) par les monoamine oxydases (MAO). Ces métabolites (3-MT et
DOPAC) sont ensuite convertis en acide homovanilique (HVA) par la MAO et la COMT

respectivement, afin d’étre excrétés dans les urines (Molinoff & Axelrod, 1971).
4.2. Les aires dopaminergiques du cerveau

Chez les mammiféres, les corps cellulaires des neurones dopaminergiques (DA) forment une
population neuronale semi-continue qui s’étend du mésencéphale jusqu’au cerveau antérieur. I
existe 11 groupes de neurones DA désignés par la lettre A et un chiffre, allant de A8 a A17 (Kandel
et al., 2000).
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Figure 12. Synthése et métabolisme de la dopamine.
Adapté d’aprés : Beauchaine et al., 2009

Les aires A8 a A10 sont localisées dans le mésencéphale. L'aire A8 se situe dans la formation
réticulée du mésencéphale, a proximité de la substance noire et constitue le champ rétrorubral
(German & Manaye, 1993). L’aire A9 est la plus dense et se situe dans la partie ventrolatérale du
mésencéphale chez les rongeurs et les primates. La majeure partie de ce groupe correspond a la
substance noire compacte (SNc) et ses neurones sont facilement identifiables chez ’lhomme grace
a 'accumulation de neuromélanine (Nishio et al., 1998). L’aire A10 correspond a l'aire tegmentale
ventrale (VTA). Cette région est chez le rongeur la plus grande des aires DA et se trouve dans le

tegmentum ventral du mésencéphale (Poirier et al., 1983 ; German & Manaye, 1993).

Les aires A11 a A15 sont plus petites et localisées dans le diencéphale. A11 et A12 représentent
des petits groupes de neurones localisés dans I'hypothalamus des primates et des rongeurs
(Dahlstroem & Fuxe, 1964). A13 se situe dans le tractus mammillothalamique chez les primates et
dans le zona incerta chez les souris, ou elle occupe une position ventrale et médiale (Felten &

Sladek, 1983 ; Franklin & Paxinos, 2013). A14 est constituée de quelques cellules dans les noyaux
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préoptiques des primates et des rongeurs (Felten & Sladek, 1983 ; Franklin & Paxinos, 2013). A15

est située prés de I'hypothalamus antérieur (Foster, 1994).

L'aire A16 correspond aux neurones DA du bulbe olfactif. Cette région est particulierement
développée chez les rongeurs, mais est également présente chez les primates (German & Manaye,
1993).

Enfin, A17 est constituée de cellules amacrines de la rétine (Chen et al., 2000).

4.3. L’aire tegmentale ventrale (VTA)

4.3.1. Découverte et fonction

L'aire tegmentale ventrale (VTA) a été mise en évidence pour la premiéere fois par Tsai en 1925
(Tsai, 1925) lors de I'étude du trajet du tractus optique dans le cerveau de I'opossum. Grace a des
colorations de Nissl et de Golgi, il a décrit une région latérale au noyau interpédonculaire (IP) : le
trigonum interpedoncular. Cette région est composée du pédoncule mamillaire (peduncularis
corporis mamillaris), du lemnisque médian (lemniscus medialis) et du nucleus tegmenti ventralis ou
aire tegmentale ventrale. Ce dernier noyau constitue la partie médiale du trigonum interpeduncular

et s’étend du pes pedunculi (pédoncule cérébral) jusqu'a la pointe ventrale de la substantia nigra.

La petite taille des cellules du nucleus tegmenti ventralis et la proximité de cette structure avec
les tractus mamillo- et olfacto-tegmentalis suggérait une spécificité anatomique et fonctionnelle de
cette région par rapport a la substantia nigra, mais cette hypothése a été mise de c6té pendant de
nombreuses années notamment en raison de I'hétérogénéité cytoarchitectonique du nucleus
tegmenti ventralis. C’est Nauta qui dans les années 50 a confirmé cette distinction entre la VTA et la
SNc en mettant en évidence des projections spécifiques vers la VTA, notamment en provenance de
I'hypothalamus latéral (LH) vers la VTA mais pas la SNc. L'aire tegmentale de Tsai fut ainsi pour la

premiére fois citée par Nauta en 1958 (Nauta, 1958).

L'aire tegmentale ventrale (VTA) a ensuite été caractérisée dans diverses espéces (Phillipson,
1979a ; Swanson, 1982 ; Oades & Halliday, 1987) et on sait aujourd’hui qu’elle est impliquée dans
une variété de fonctions comportementales telles que la motivation, la régulation des émotions,

'apprentissage ou la mémoire ainsi que dans des pathologies comme I'addiction ou la dépression.
4.3.2. Divisions anatomiques de la VTA

Classiquement, la VTA est subdivisée en 5 sous-noyaux riches en neurones DA (illustré
Figure.13), distinguables par coloration de Golgi. Le noyau paranigral (PN) et le noyau parabrachial
pigmentosus (PBP) sont bilatéraux, les plus latéraux et les plus importants. lls s’étendent sur la
quasi-totalité de I'axe antéro-postérieur de la VTA. Le PN se trouve dans la portion adjacente a la
zone antérolatérale de I'lP, et le PBP est localisé dorsalement puis dorso-latéralement au PN
constituant la limite latérale entre la VTA et la SNc (Phillipson, 1979a, 1979c, 1979b). D’un point de
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vue cytologique, le PN est composé de neurones au corps cellulaire fusiforme ainsi que de petites
cellules prolongées de 2 a 4 dendrites. Dans le PBP, on trouve des neurones fusiformes similaires
a ceux de la partie la plus dorsale de la SNc ainsi des neurones avec des corps globulaires de taille

moyenne prolongés de nombreuses dendrites.

A cela s’ajoutent 3 noyaux médians : le noyau interfasciculaire (IF), le noyau linéaire rostral (RLi)
et le noyau linéaire caudal (CLi) (Kaufling, 2010). L’IF, dorsal a I'lP, s’étend sur toute I'antéro-
postériorité de la VTA. Il est surplombé dans sa partie antérieure par le RLi et dans sa partie
postérieure par le CLi. Ces noyaux sont pauvres en neurones dopaminergiques. Les corps
cellulaires des neurones de I'lF sont plus petits que ceux de la VTA, ronds et regroupés en paquets.
Le RLi comporte les cellules les plus grandes de ces noyaux médians. Le CLi présente des cellules
legérement plus petites que celles du RLi.

par rapport au bregma

n. parabrachial pigmentosus
. n. paranigral

n. interfasciculaire
@ . linéaire rostral

n. linéaire caudal

-5,80 mm
par rapport au bregma

Figure 13. lllustration des sous-divisions de la VTA.
D’apreés : Kaufling, 2010
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Ainsi l'organisation cytoarchitecturale de la VTA est complexe et ces hétérogénéités

morphologiques suggérent une hétérogénéité fonctionnelle.
4.3.3. Division fonctionnelle de la VTA

Une hétérohénité fonctionnelle de la VTA a été observée selon son axe antéropostérieur. Chez
le rongeur, on distingue ainsi une portion antérieure de la VTA (VTA antérieure, aVTA) d’une partie
postérieure (VTA postérieure, pVTA). Une premiére étude, réalisée en 1979, avait déja observé que
l'infusion de modulateurs des récepteurs GABAa provoquait des réponses locomotrices différentes
en fonction de la localisation de l'infusion dans la VTA (Arnt & Scheel-Kriiger, 1979), mais ce n’est
que dans les années 2000 qu’'une série d’études utilisant les paradigmes d’autoadministration
intracérébrale et de conditionnement de place ont confirmé cette distinction aVTA/pVTA sur des

bases comportementales (voir Sanchez-Catalan et al., 2014 pour une revue compléte sur le sujet).

Ainsi, confirmant I'étude princeps de 1979, on a observé que des rats s’autoadmistrent des
agonistes des récepteurs GABAa dans la pVTA mais pas dans [aVTA, tandis que
'autoadministration d’antagonistes des récepteurs GABAa ne se produit que lorsque les infusions
sont effectuées dans I'aVTA (lkemoto et al., 1997 ; lkemoto, 2005a, 2005b). Chez le rat, une
autoadministration dans la pVTA mais pas dans I'aVTA a aussi été mise en évidence pour différentes
drogues. Pour I'éthanol, 'autoadministration dans la pVTA (Rodd-Henricks et al., 2000, 2003 ; Rodd,
Bell, Zharag, et al., 2005 ; Ding et al., 2015) est associée a une augmentation de l'activité des
neurones DA de cette sous-région par un mécanisme de désinhibition (Melis et al., 2007, 2015 ;
Guan et al., 2012). L’autoadministration intra-pVTA est également observable pour la cocaine, la
nicotine, les cannabinoides et 'endomorphine 1, un agoniste des récepteurs u aux opiacés (Rodd-
Henricks et al., 2000 ; Zangen et al., 2002, 2006 ; Rodd et al., 2005 ; Lee et al., 2007 ; Ding et al.,
2009).

La différenciation aVTA et pVTA n’a pas été mise en évidence que dans le contexte des propriétés
réecompensantes d’une substance, mais concerne aussi de fagon plus large la régulation
émotionnelle. Ainsi, plusieurs études illustrent une distinction a/pVTA dans le contexte de
comportements de type anxiodépressif. On observe par exemple que la surexpression de la PLCy
dans I'aVTA augmente I'anxiété, alors que la surexpression de cette molécule dans la pVTA diminue
la latence d'immobilité dans le test de la nage forcée et augmente la sensibilité nociceptive (Bolafios
et al., 2003).

4.3.4. Hétérogénéité cellulaire de la VTA

Bien que le VTA soit principalement définie comme une région de neurones dopaminergiques
(entre ~60 et 70% des neurones) (Nair-Roberts et al., 2008), elle comporte également des neurones
GABAergiques (~30 a 35% des neurones) et glutamatergiques (entre 2 et 3% des neurones)
(Yamaguchi et al., 2007, 2015a ; Nair-Roberts et al., 2008), et certains des neurones de la VTA
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peuvent co-libérer de la dopamine et du GABA ou de la dopamine et du glutamate (Morales &
Margolis, 2017). Les neurones de la VTA peuvent également exprimer de facon différentielle des
neuropeptides, ainsi que les protéines de régulation du calcium calbindine, calrétinine ou
parvalbumine (Seroogy et al., 1988 ; Jayaraman et al., 1990 ; Hyman et al., 1994 ; Liang et al., 1996 ;
Grieder et al., 2014 ; Mongia et al., 2019). Les neurones possédant des caractéristiques similaires
présentent une tendance a se concentrer dans des sous-régions spécifiques de la VTA et sous-
tendent la présence de sous-populations neuronales distinctes (Lammel et al., 2008 ; Li et al., 2013 ;
Morales & Root, 2014). L'hétérogénéité cellulaire semble étre I'un des facteurs importants dans la

diversité des réponses de la VTA en fonction des conditions.
4.3.4.1. Les neurones dopaminergiques de la VTA

Les neurones dopaminergiques (DA) ont été le premier type de neurones identifié dans la VTA.
lIs expriment la tyrosine hydroxylase (TH) (Pickel et al., 1976) ainsi que le transporteur de la

dopamine (DAT) et le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT2).

De maniére surprenante, une sous-population de neurones TH-positifs n’exprimant pas VMAT2
et DAT a toutefois été mise en évidence dans la partie médiale de la VTA chez le rat (Li et al., 2013) ;
et des neurones expriment ’ARN messager de la TH mais sans niveau détectable de la protéine ont

également pu étre observés (Yamaguchi et al., 2015).

De facon générale, 'ensemble des neurones TH-positifs de la VTA ont une libération synaptique
et somatodendritique de la dopamine. Au niveau cellulaire, I'action de la dopamine est exercée via
I'activation de 5 récepteurs couplés aux protéines G (RcpG), regroupés en 2 grandes sous-familles
: les récepteurs de type D1 (comprenant les récepteurs D1A-1D et D5) qui sont couplés a des
protéines G stimulatrices (Gs) ; et les récepteurs de type D2 (comprenant les récepteurs D2, D3 et
D4), qui sont eux couplés a des protéines G inhibitrices (Gi). Bien que I'action des récepteurs de ces
deux sous-familles soit opposée, ils agissent souvent de maniére coordonnée (Arias-Carrian et al.,
2010).

A la fin des années 90, Wolfram Schultz observa chez le primate non humain que les neurones
DA de la VTA étaient impliqués dans les processus liés a la récompense. Pour cela, il réalisa des
enregistrements de neurones unitaires lors d’une tache opérante. Il montra qu’une récompense non
prédite (Schultz, 1997) ou les stimulus prédisant une récompense (Schultz, 1998) activent de
maniére transitoire des neurones DA de la VTA, émettant une bouffée ou « burst » de potentiels
d’action. L’hypothése principale développée a la suite de ces expériences est que les neurones DA
de la VTA encodent I'erreur de prédiction de récompense ou « reward prediction error » en anglais
(RPE — illustré Figure.14) (Schultz, 2016). Selon cette hypothése, les neurones DA coderaient la
différence entre la récompense prédite et le résultat obtenu. Ces neurones vont dans un premier

temps s’activer en présence du stimulus récompensant et libérer de maniére transitoire de la
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dopamine dans les structures de projection (Schultz, 2016). Avec la répétition de la situation et
I'apprentissage qui en résulte, ces neurones vont émettre un pic d’activité non plus lors de l'arrivée
de la récompense mais a I'apparition du stimulus qui prédit cette récompense. La différence entre le
pic d’activité lors du signal prédictif et le pic lors de l'arrivée de la récompense va coder la différence
entre la récompense et sa prédiction, et permettre a I'animal d’identifier les éléments nécessaires
pour optimiser son comportement dirigé vers l'obtention la plus efficace de ces récompenses
(Schultz, 2016). Lors de I'omission d’'une récompense prédite, on observe ainsi une diminution de
l'activité des neurones DA au moment ou la récompense aurait da étre délivrée (Schultz, 1997).
Dans la méme logique d’identifier les signaux récompensants ou d’éviter des stimulations aversives,
une partie des neurones DA de la VTA sont inhibés lors de I'exposition a des stimulus aversif
(Mirenowicz & Schultz, 1996 ; Tanimoto et al., 2004 ; Ungless et al., 2004).

Signal

prédictif Récompense

| Récompense
| non prédite
| Récompense
A\ partiellement prédite
Récompense
| totalement prédite

/\ Omission de
récompense

Dopamine

Figure 14. lllustration de I’erreur de prédiction de récompense.
D’aprés : Schultz, 2016

Néanmoins, plusieurs autres études montrent que certaines sous-populations neuronales de la
VTA peuvent aussi étre activées par des stimulus aversifs. Une premiére explication serait que les
neurones DA de la VTA augmenteraient leur activité lors de I'arrét de stimulation aversive, qui serait
alors considéré comme une récompense (Brischoux et al., 2009). Une autre hypothése serait qu’une
maijorité des neurones de la VTA activés par les stimulations aversives serait en fait des neurones
non-DA ou des neurones DA localisés dans la partie médiane de la VTA (Ungless et al., 2004 ;
Schultz, 2013). L'existence ces sous-populations de neurones de la VTA répondant a un stimulus

aversif a été confirmée a plusieurs reprises, d’'une part au travers d’enregistrements unitaires de
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neurones DA identifiés optogénétiquement (Cohen et al., 2012), mais aussi grace a des marquages
juxtacellulaires (Brischoux et al., 2009). Cette derniére étude met notamment en évidence que ces
neurones DA activés par un stimulus aversif sont localisés dans la partie ventrale de la VTA, proche
du PN. En appui de ces données, il a été montré qu’une proportion similaire de neurones DA putatifs
était en fait activée ou inhibée par une stimulation nociceptive (Zweifel et al., 2011). Ces études
sous-tendent ainsi la notion que la VTA ne coderait pas, ou du moins pas uniquement, la
récompense, mais aussi la saillance d’un stimulus par rapport au contexte afin de discriminer les

informations utiles dans I'orientation du comportement vers un but.
4.3.4.1.1. Caractéristiques électrophysiologiques

Bien que les neurones DA de la VTA soient hétérogénes, ceux-ci peuvent étre caractérisés par

un ensemble de propriétés électrophysiologiques communes.

Les caractéristiques des neurones DA ont été étudiées par Grace & Bunney grace a des
enregistrements électrophysiologiques in vivo de neurones chez le rat Sprague-Dawley anesthésié
(Grace & Bunney, 1984a, 1984b). L'ensemble des neurones DA de la VTA ne sont pas spontanément
actifs, certains sont silencieux. Les neurones spontanément actifs vont présenter une fréquence de
potentiels d’action (PA) basale dite « pacemaker », d’environ 5 Hz (Grace & Bunney, 1984a;
Kaufling et al., 2017). Cette activité lente et irréguliere présente néanmoins une grande
hétérogénéité, les fréquences des PA les plus faibles s’approchant de 1 Hz et les plus rapides de
10 Hz. La répartition des durées entre les potentiels d’actions (inter-spike interval — ISI) dues a cette
activité tonique suit une distribution normale autour de I'lSI de la fréquence basale. Elle provient de
l'alternance entre des phases de lente dépolarisation suivies par une phase d’hyperpolarisation,
retardant le prochain PA (Grace & Bunney, 1984b). Une partie de ces neurones spontanément actifs
va également présenter un second schéma d’activité phasique dit en bouffée de potentiels d’action,
ou « burst ». Cette activité est caractérisée par un train d’au moins deux PA dans un intervalle de
temps restreint suivi d’'une période prolongée d’inactivité. De maniére générale la fréquence des PA
intra-bursts est de 25 a 50 Hz (Grace & Bunney, 1984a). L'amplitude des PA composant un burst a
tendance a diminuer, alors que I'lSI entre ces PA tend a augmenter, au fur et a mesure que le burst
augmente en durée. La premiéere étude de Grace & Bunney a également défini des parameétres
empiriques de détection des burst chez le rat grace de deux seuils fixes : le seuil d’entrée en burst
correspondant a un ISI <80 ms et un seuil de sortis de burst avec un ISI > 160 ms (Grace & Bunney,
1984a). Ce mode d’activité phasique permet une libération transitoire plus importante de dopamine
aux sites de projection des neurones DA (Marinelli & McCutcheon, 2014) Ces modes de décharge

associés a des pauses d’activité permettent un codage fin de l'information par les neurones DA.

Ces paramétres ont été définis initialement dans la SNc, mais ont été longtemps considérés

comme applicables aux neurones DA de la VTA, notamment en raison de la proximité anatomique
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et neurochimique entre les deux régions. Afin de confirmer cette hypothése, des enregistrements de
l'activité des neurones de la VTA couplés a leur marquage juxtacellulaire ont été réalisés. Cette
technique permet de remplir un neurone par de la neurobiotine, un traceur cellulaire, afin d’identifier
la localisation anatomique de son corps cellulaire et éventuellement de ses projections grace a des
techniques histologiques. Il a ainsi été montré a plusieurs reprises que certaines propriétés
identifiées précédemment par Grace & Bunney n’étaient pas transférables a tous les neurones DA
de la VTA (Johnson & North, 1992 ; Cameron et al., 1997 ; Jones & Kauer, 1999 ; Korotkova et al.,
2003 ; Margolis et al., 2003, 2006). En particulier, la présence d’'un courant cationique activé par
I'nyperpolarisation, ou courant |h (Lacey et al., 1989) ne prédit pas nécessairement la présence de
TH dans la VTA et ne peut donc pas étre utilisé pour identifier la nature dopaminergique d'un neurone
dans cette structure (Cameron et al., 1997 ; Jones & Kauer, 1999 ; Margolis et al., 2003, 2006). En
effet, des neurones lh-positifs mais TH-négatifs peuvent présenter une magnitude de ce courant,
une durée des PA, une fréquence et des schémas de décharge des PA ainsi qu’une inhibition par
les agonistes des récepteurs D2 identiques aux neurones TH-positifs. L'absence d’un courant Ih est
en revanche un marqueur de neurones non-DA dans la VTA (Jones & Kauer, 1999 ; Margolis et al.,
2003, 2006).

Afin de surmonter ce probléme de discrimination des neurones DA, en particulier lors
d’enregistrements de neurone unique in vivo, une méthode d’identification optogénétique des
neurones DA appelée « optotagging » peut étre utilisée. Cette technique nécessite I'expression d’'un
canal ionique photo-activable tel que la channelrhodopsine spécifiquement dans les neurones DA
de la VTA. Ainsi en réalisant des stimulations optogénétiques a l'aide d’une fibre optique placée
dans I'électrode d’enregistrement, ou a proximité de celle-ci, il est possible d’évoquer de maniére
spécifique des PA dans les neurones DA de la VTA et ainsi d’identifier de maniére fiable ces
neurones avant de les enregistrer (Figure.15, données non publiées, travaux de Master 2 de J.
Nieweler encadrée par le Dr J. Kaufling et Dr P. Magill). Finalement, il est a noter que la fréquence
d’émission des PA ainsi que les propriétés d’activité phasique des neurones DA de la VTA ne

présentent pas de différence significative entre les rats et les souris (Kaufling et al., 2017).
4.3.4.1.2. Régulation de I'activité des neurones DA de la VTA

L'activité des neurones DA de la VTA, notamment phasique, est régulée par des mécanismes
intrinséques a la VTA, mais aussi par des entrées provenant de plusieurs régions, les principaux
acteurs étant une inhibition tonique GABAergique combinée a des entrées excitatrices plus
ponctuelles (Lobb et al., 2010).
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Figure 15. lllustration de I'identification optogénétique des neurones DA de la VTA.

D’aprés : Nieweler — Non publié

L’injection de vecteurs viraux dans la VTA de souris DAT-IRES-CRE permet [expression de
channelrhodopsine spécifiquement dans les neurones DA. Une fibre optique placée a lintérieur de
I'électrode d’enregistrement permet de réaliser des stimulations optogénétiques au niveau du site
d’enregistrement électrophysiologique. Les neurones DA de la VTA vont alors émettre un PA lors de chaque
pulse de lumiere. Les neurones répondant et marqués par approche juxtacellulaire co-expriment la GFP
(fusionnée a la channelrhodopsine) et la tyrosine hydroxylase (TH)

Ex vivo, une application de courant dépolarisant entraine une activité tonique des neurones DA
de la VTA allant jusqu’a 10 Hz (Richards et al., 1997 ; Paladini, Celada, et al., 1999). In vivo, des
bouffées d'activité phasique allant jusqu'a 50 Hz ont été observées (Tepper et al., 1995 ; Paladini et
al., 1999 ; Hyland et al., 2002). Ces « burst » ne peuvent donc étre produits par I'activité tonique
seule. En effet, lors d’enregistrements ex vivo, I'activité tonique pacemaker se maintient, mais aucun
« burst » n’est spontanément généré (Khaliq & Bean, 2008, 2010 ; Morikawa & Paladini, 2011 ;
Roeper, 2013).

Plusieurs études suggerent que les afférences excitatrices glutamatergiques et cholinergiques
promeuvent l'activité phasique des neurones DA de la VTA. En effet, la désinhibition du noyau
pédonculopontin (PPN) par la bicuculline, un antagoniste des récepteurs GABAa, augmente I'activité
en burst des neurones DA de la VTA, tandis que l'inhibition de cette structure par le muscimol, un
agoniste des récepteurs GABAa, ou par la lidocaine, un anesthésique local, réduit la fréquence de
ces burst (Floresco et al., 2003 ; Pan & Hyland, 2005 ; Grace et al., 2007). De maniére similaire, la

désinhibition du noyau sous-thalamique (STN), une structure glutamatergique, produit également
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une augmentation de la fréquence de burst des neurones DA (Chergui et al., 1994). Enfin, bien que
les entrées corticales sur les neurones DA soient faibles, la stimulation électrique du cortex préfrontal
médial (mPFC) entraine deux types de réponse : une excitation ou une excitation a la suite d’'une
inhibition initiale. Ces deux types de réponse vont étre accompagnées de burst dans environ 30%
des cas (Tong et al., 1996).

La majorité des entrées sur les neurones DA de la VTA sont néanmoins inhibitrices, et
essentiellement GABAergiques (Ribak et al., 1976, 1980 ; Henny et al., 2012) et une hypothése de
génération des burst par désinhibition est envisageable. En effet, la perfusion d’antagonistes des
récepteurs GABA dans la VTA augmente le nombre de burst sans modifier I'activité tonique (Paladini
& Tepper, 1999). Les afférences GABAergiques de la VTA sont principalement issues du NAc et de
la tVTA, auxquelles s’ajoute une inhibition par des neurones GABAergiques locaux (Matsui &
Williams, 2011 ; Matsui et al., 2014). En condition basale, un tonus GABAergique est ainsi exercé
sur les neurones DA, inhibant leur activité en burst sans altérer I'activité tonique (Grace & Bunney,
1985 ; Lobb et al., 2011a, 2011b). Ponctuellement, en fonction de la prédiction d’'une récompense,
les neurones GABA locaux de la VTA peuvent augmenter leur activité (Cohen et al., 2012) pour, par
exemple, supprimer I'émission de burst des neurones DA lorsqu’'une récompense est totalement

prédite, ou produire une pause dans I'activité lorsque la récompense est omise.

Les neurones DA présentant un courant pacemaker important, la synchronisation des afférences
GABAergiques est nécessaire pour inhiber de maniére suffisamment forte et longue les neurones
DA et produire une pause notable dans leur activité tonique (Amini et al., 1999 ; Estep et al., 2016 ;

Morozova et al., 2016).
4.3.4.2. Les neurones GABAergiques de la VTA

En plus des neurones DA, certains neurones de la VTA expriment les deux isoformes des
enzymes de synthése du GABA, la glutamate décarboxylase 67 et 65 (GAD67 et GADG65), codées
respectivement par les génes GAD1 et GAD2, et le transporteur vésiculaire du GABA (VGAT) codé
par le géene SLC32A. Ces neurones GABAergiques représentent localement un peu plus de 20%
des neurones (Margolis et al., 2012) et sont présents dans 'ensemble de I'entendue rostro-caudale
de la VTA (Olson & Nestler, 2007). Comme les neurones DA de la VTA, certains de ces neurones
coexpriment des peptides, tels que la cholécystokinine, et les protéines de régulation du calcium
comme la parvalbumine, la calrétinine ou la calbindine (Olson & Nestler, 2007) et une majorité

d'entre eux présente également un courant Ih (Margolis et al., 2012).

Chez la souris, I'activation optogénétique des neurones GABA de la VTA, grace I'utilisation de
souris GAD-cre, entraine une aversion de place conditionnée (Tan et al., 2012) et diminue la
consommation d’'une solution de saccharose a 10% sans altérer le comportement d’anticipation

conditionné, tel qu’un léchage pendant la présentation du signal prédictif (Van Zessen et al., 2012).
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Cette activation des neurones GABA va étre associée a une inhibition des neurones DA de la VTA
(Van Zessen et al., 2012). Cet effet est médié par les récepteurs GABAa (Tan et al., 2012). De plus,
I'activation spécifique des projections GABAergiques de la VTA vers le NAc conduit a une libération
de GABA dans le NAc sans altérer la consommation d’'une récompense (Van Zessen et al., 2012).
Ceci suggeére que les influences GABA locales vont réguler les neurones DA et étre impliquées dans
les processus récompensants, alors que les neurones GABA de projection longue seraient a priori

impliqgués dans d’autres comportements.

La queue de l'aire tegmentale ventra (tVTA ou rostromedial tegmental nucleus — RMTg) est un
groupe de neurones GABAergiques localisé en continuité postérieure de la VTA (Perrotti et al.,
2005). Cette région, bien qu’anatomiquement tres proche de la VTA (Olson & Nestler, 2007 ;
Kaufling, 2010), doit étre anatomiquement et fonctionnellement distinguée de celle-ci (Kaufling et
al., 2009b ; Kaufling et al., 2010a ; Kaufling et al., 2010b ; Jhou, 2021). |l se peut alors qu’une partie
des études ayant porté sur les neurones GABA de la VTA postérieure aient en fait été réalisées sur
les neurones GABA de la tVTA.

4.3.4.3. Les neurones glutamatergiques de la VTA

Aux neurones DA et GABAergiques s’ajoute une population de neurones glutamatergiques
(GLUT) minoritaire. Ces neurones sont immunoréactifs a la glutaminase ainsi qu’au transporteur
vésiculaire du glutamate VGLUT2 codé par le géne Slc17a6 (Kawano et al., 2006 ; Yamaguchi et
al., 2007, 2011 ; Nair-Roberts et al., 2008). lls sont principalement localisés dans les portions
rostrales et médiales de la VTA (Yamaguchi et al., 2007, 2011, 2015b ; Nair-Roberts et al., 2008).
La majorité de ces neurones est non-DA et non-GABAergique, mais une faible proportion co-exprime
les ARN messagers soit de la TH soit de la GAD (Yamaguchi et al., 2007). Les neurones uniquement
glutamatergiques, ainsi que ceux coexprimant VGLUT2 et la TH, projettent au PFC et au NAc, deux
des sites de projection majeure des neurones DA de la VTA (Yamaguchi et al., 2011). Sur le plan
fonctionnel, ces neurones sont responsables de la réponse excitatrice rapide des neurones du PFC
provoquée par une stimulation électrique de la VTA (Mercuri et al., 1985 ; Lavin et al., 2005). En effet
la stimulation de la VTA crée un courant post-synaptique dans des neurones du PFC, ce qui peut
étre bloqué par I'application d’antagoniste des récepteurs a I'acide a-amino-3-hydroxy-5-méthyl-4-
isoxazolepropionique (rAMPA) (Lavin et al., 2005). Ces courant sont donc dépendant d’une libération
de glutamate dans le PFC. De plus, la stimulation phasique de la VTA libére aussi de la dopamine
dans le PFC, ce qui diminue I'activité des neurones de cette reégion, effet qui peut étre prévenu ou
bloqué par I'application de réserpine ou d’antagonistes des récepteurs dopaminergiques (Lavin et
al., 2005). Ces travaux montrent que les neurones de la VTA vont a la fois libérer du glutamate et de

la dopamine dans le PFC.
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4.3.4.4. Les neurones mixtes de la VTA

La VTA n’est pas uniquement composée de neurones libérant un seul neurotransmetteur. Des
neurones libérant a la fois de la dopamine et du glutamate, de la dopamine et du GABA ou du GABA
et du glutamate existent. Les neurones DA-Glutamate vont exprimer la TH ainsi que VGlut2 et sont
localisés au niveau de la ligne médiale de la VTA (Yamaguchi et al., 2011). Ces neurones présentent
2 mécanismes de libération possible : soit par colibération du glutamate et de la dopamine a partir
des mémes vésicules (Hnasko et al., 2012), soit par la présence de 2 pools de vésicules différentes
(Stuber et al., 2010 ; El Mestikawy et al., 2011). Ces neurones projettent au NAc et permettent une
double action avec une réponse excitatrice rapide via le glutamate et une modulation plus lente via
la libération de dopamine (Zhang et al., 2015). Les neurones DA-GABA expriment a la fois la TH et
la GAD. Ces neurones coliberent du GABA et de la dopamine au niveau des neurones épineux
moyens du NAc (Tritsch et al., 2014 ; Kim et al., 2015 ; Berrios et al., 2016). Enfin, des neurones
non dopaminergiques vont exprimer les génes VGLUT2, GAD1, GAD2 et VGAT et vont notamment
projeter a la LHb (Morales & Root, 2014). Cette double libération de glutamate et de GABA
permettrait une excitation rapide suivie d’'une inhibition lente ou I'inverse, une inhibition rapide suivie

d’une excitation, permettant ainsi une modulation temporelle fine (Morales & Root, 2014).
4.3.5. Connectivité de la VTA

La VTA étant impliquée dans de nombreuses fonctions, elle va présenter une grande diversité
dans sa connectivité a la fois dans les afférences qu’elle recoit, mais aussi dans les différents sites

de projection de ses neurones.
4.3.5.1. Efférences de la VTA

Les neurones de la VTA projettent vers de nombreuses structures allant du télencéphale au tronc
cérébral, mais les efférences de la VTA sont globalement moins nombreuses que ses afférences
(Aransay et al., 2015 ; Beier et al., 2015, 2019 ; Beier, 2022 ; Derdeyn et al., 2022). La projection
majeure de la VTA et la plus étudiée est la voie dopaminergique mésolimbique, c’est-a-dire la
projection des neurones DA de la VTA vers les neurones épineux moyens (MSN) du NAc, la
population neuronale GABAergique et principale de cette région (Pickel et al., 1988 ; Beier et al.,
2015, 2019 ; Flores-Dourojeanni et al., 2021 ; Derdeyn et al., 2022). Parmi les nombreuses autres
structures de projection majeure des neurones de la VTA on trouve notamment le PFC (Huang et
al., 2020 ; Flores-Dourojeanni et al., 2021), le striatum dorsal (DS) (Beier et al., 2019), I'hippocampe
(McNamara et al., 2014) et 'amygdale (Nguyen et al., 2021).

La localisation anatomique d’un neurone au sein de la VTA détermine au moins en partie ses
sites de projection. Ainsi, concernant la voie DA mésolimbique, les neurones DA localisés dans la
partie latérale la VTA projettent préférentiellement vers la zone latérale de la coquille du NAc, alors

que les neurones situés dans la partie plus médiale de la VTA projettent vers la zone médiale de la
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coquille du NAc ainsi qu’au cortex préfrontal (PFC) (Lammel et al., 2012). De maniére surprenante,
chez la souris, les neurones DA qui projettent au PFC n’expriment pas le récepteur D2 et ont une

faible immunoréactivité pour la DAT (Lammel et al., 2008).

Jusqu’a récemment, il était considéré que bien que la VTA posséde de nombreux sites de
projection, un neurone DA donné ne projetait qu’a une seule région. Une étude récente combinant
techniques de tragage et analyse multidimensionnelle indique que les neurones DA de la VTA
peuvent avoir plusieurs collatérales d’axones projetant vers différentes régions. Le schéma de
projection d’un neurone dépend ainsi a la fois de la localisation de son corps cellulaire dans la VTA,
de son site de projection principale, mais aussi des afférences qu'il regoit (Derdeyn et al., 2022). Par
exemple, les neurones DA de la VTA qui projettent a la partie médiale de la coquille du NAc peuvent

envoyer des collatérales au pallidum ventral (VP), mais pas au mPFC (Derdeyn et al., 2022).

Les neurones GABA de la VTA comprennent une population d’'interneurones locaux projetant aux
neurones DA et participant a leur inhibition tonique, mais également des neurones de projection
(Taylor et al., 2014). L'utilisation de tragage antérograde et rétrograde chez des souris GAD65 et
GADG67-cre montre que les neurones de projection ciblent en particulier le raphé dorsal (DR) (Taylor
et al., 2014), 'habénula latérale (LHb) (Root et al., 2014), le noyau du lit de la strie terminale (BNST)
(Taylor et al., 2014), le pallidum ventral (VP) (Zhou et al., 2022) et le NAc (Yang et al., 2018). Les
neurones glutamatergiques de la VTA sont quant a eux principalement localisés dans les régions
dorsales et médiales de la VTA et projettent a la LHb, au noyau préoptique magnocellulaire (MCPO),
au BNST et au VP (Taylor et al., 2014). Enfin, les neurones colibérant de la dopamine et du glutamate
(neurone TH et VGlut-positifs) projettent sur les MSN (Stuber et al., 2010 ; Tecuapetla et al., 2010)
et les interneurones (Chuhma et al., 2014) du NAc, mais également sur les neurones GABAergiques

parvalbumine-positifs du mPFC connus pour inhiber les neurones pyramidaux (Mingote et al., 2015).
4.3.5.2. Afférences de la VTA

La VTA agissant comme un centre modulant différentes fonctions au travers de ses projections,
cette région recoit et intégre des informations provenant de nombreuses régions dont des aires

motrices et sensorielles mais aussi des structures liées aux émotions.

Grace a l'injection de traceurs rétrogrades classiques, on peut observer que les afférences de la
VTA ne se limitent pas a des régions bien définies, mais forment un long continuum au sein de
I'encéphale. Selon Geisler et Zahm (Geisler & Zahm, 2005), ce continuum est centré dans le cerveau
antérieur sur le faisceau médian du télencéphale et sur le fasciculus rétroflexus et s’étend dans le
tronc cérébral jusqu’au bulbe rachidien. Des techniques récentes de tragage rétrograde mono-
transynaptique utilisant des virus de la rage modifiée ont révélé et confirmé les entrées spécifiques
aux neurones DA de la VTA (Watabe-Uchida et al., 2012 ; Derdeyn et al., 2022). Parmi les structures

sous-corticales afférentes aux neurones DA de la VTA se trouvent notamment le NAc (Yang et al.,
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2018 ; Qi et al., 2022 ; Siahposht-Khachaki et al., 2021), le VP (Hjelmstad et al., 2013), le BNST
(Georges & Aston-Jones, 2001), le noyau central de 'amygdale (Jiang et al., 2021), 'hypothalamus
latéral (Watabe-Uchida et al., 2012 ; Beier et al., 2015 ; Faget et al., 2016 ; Derdeyn et al., 2022).
Au niveau des inputs corticaux, les neurones DA regoivent principalement des afférences du cortex
orbitofrontal (Namboodiri et al., 2019), mais aussi du mPFC (Carr & Sesack, 2000) et de ’'ACC (Gao
et al., 2020 ; Watabe-Uchida et al., 2012). L'une des entrées importantes sur les neurones DA de la
VTA provient de la queue de la VTA (tVTA). Ce pool de neurones GABAergiques, également connu
sous le nom de noyau rostromédian du tegmentum (RMTg), localisé directement a l'arriere de la
VTA, constitue un centre de contréle inhibiteur majeur des neurones DA de la VTA mais aussi de la
SNc (Kaufling et al., 2009a ; Kaufling, 2010 ; Kaufling et al., 2010 ; Bourdy & Barrot, 2012 ; Jhou,
2021).

Comprendre le lien complexe entre les entrées et les sorties d’'une méme population neuronale
est fondamental, mais est longtemps resté un challenge technique. Répondre a ce challenge a été
possible par I'étude de voies spécifiques, mais aussi de maniére plus générale grace a la méthode
de tragage c-Trio (Beier et al., 2015). Ainsi, I'étude de Derdeyn et ses collaborateurs (2022) a pu
mettre en évidence des voies de projection distinctes de sous-populations de neurones de la VTA
en fonction de leurs afférences. A titre d’exemple, les neurones du cortex antérieur (dont fait partie
le mPFC), projettent chez la souris sur des neurones DA et GABA de la VTA, ces neurones DA
projetant quant a eux au NAc (Beier et al., 2015). En outre, en plus de la connexion principale mais
indirecte entre la LHb et la VTA, via les neurones GABAergiques de la tVTA, une population de
neurones DA de la VTA médiale recoit chez la souris une entrée excitatrice directe de la LHb et ces
neurones projettent spécifiquement au mPFC et au NAc médial (Lammel et al., 2012). Par contre,
de maniére surprenante, chez le rat les neurones DA recevant des afférences du mPFC projettent
en retour au mPFC, alors que ce sont les neurones GABA de la VTA recevant des afférences du
mPFC qui projettent au NAc (Carr & Sesack, 2000).

Ainsi, des voies spécifiques de la VTA avec des connectomes distincts peuvent étre associées a
des fonctions distinctes ou potentiellement conduire a des effets physiologiques ou
comportementaux opposés (Morales & Margolis, 2017); et les données anatomiques parfois
contradictoires dans la littérature ouvrent aussi la question de potentielles différences inter-espéces

dans le détail des connectomes a I’échelle neuronale individuelle.
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4.3.6. VTA et douleur aigue

La douleur étant un signal d’alarme pour I'organisme, la VTA pourrait participer a son intégration
afin de favoriser les comportements minimisant ou évitant cette douleur. Les informations
nociceptives impactent en effet la VTA. En accord avec la théorie de l'erreur de prédiction de
récompense, il a ainsi été observé chez le rat que des neurones DA de la VTA peuvent étre inhibés
par des stimulus nociceptifs (Maeda & Mogenson, 1982 ; Mirenowicz & Schultz, 1996 ; Ungless et
al., 2004 ; Brischoux et al., 2009), tandis que le soulagement de la douleur peut activer des neurones
de la VTA (Navratilova et al., 2012 ; Porreca & Navratilova, 2017 ; De Jong et al., 2019). De plus, le
noyau parabrachial latéral (LPB), directement activé par les informations nociceptives ascendantes,
peut transférer ces informations vers la VTA sous la forme d’une inhibition directe et indirecte des
neurones DA (Qiao et al., 2019 ; Yang et al., 2021 ; Zhang et al., 2021).

En retour, la VTA a un role modulateur sur les sensations et réponses douloureuses. Si une
stimulation de la VTA ne produit pas d’effet analgésique chez I'animal naif (Li et al., 2016), lors d’une
stimulation douloureuse, comme des chocs électriques aux pattes, I'activation électrique ou
pharmacologique de la VTA entraine une analgeésie impliquant des mécanismes supraspinaux et
meédullaires (Kender et al., 2008 ; Li et al., 2016). Une stimulation de la VTA juste aprés d’un stimulus
nociceptif peut ainsi réduire I'expression du comportement douloureux, mais sera sans effet si la
stimulation a été effectuée avant le stimulus (Sotres-Bayon et al., 2001). Dans un modéle de douleur
post-chirurgicale, le soulagement de la douleur provoque une augmentation de Il'activité des
neurones DA de la VTA projetant a la 'amygdale centrale (CeA) et I'activation expérimentale de cette
voie soulage la douleur provoquée par une incision (Huang et al., 2022). La stimulation
pharmacologique de I'hypothalamus latéral conduit aussi a une analgésie dépendante de la VTA
dans des modéles de douleur inflammatoire périphériques et faciaux, et montre un effet plus
prononce lors des phases douloureuses tardives de ces modéles (Moradi et al., 2015 ; Ezzatpanah
et al., 2016 ; Safari-Sandiani et al., 2020). Ces effets analgésiques sont dépendants des récepteurs
D1 et D2 (Moradi et al., 2015 ; Safari-Sandiani et al., 2020 ; Siahposht-Khachaki et al., 2021 ; Huang
et al., 2022) ainsi que des récepteurs orexinergiques (Ezzatpanah et al., 2016 ; Safari-Sandiani et
al., 2020).

Les entrées cholinergiques et sérotonergiques de la VTA contribuent également a cette
modulation de la douleur. Linfusion intra-VTA de carbachol, un agoniste cholinergique, produit en
effet une analgésie lors de douleurs inflammatoires. Cet effet dépend des récepteurs muscariniques
dans la VTA postérieure et des récepteurs nicotiniques et muscariniques dans la VTA antérieure
(Schifirnet et al., 2014). L'utilisation d’antagonistes des récepteurs 5-HT1a dans la VTA bloque quant
a lui les effets anti-allodynique de la morphine lors d’'une douleur neuropathique, ce qui supporte

I'hypothése d’'un effet analgésique de la libération aiglie de dopamine (Ghasemzadeh et al., 2021).
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4.3.7. VTA et douleur neuropathique

Lors de douleurs chroniques, la VTA présente des altérations moléculaires et
électrophysiologiques qui pourraient sous-tendre la chronicisation de la douleur. En effet, I'imagerie
fonctionnelle par résonance magnétique montre que la VTA est sur-réactive lors de la mise en place
d’'une douleur neuropathique (Pellicer et al., 2022). En outre, la Iésion de la VTA bloque la transition
d’une douleur aigle vers une douleur chronique chez le rat, mais n’altére pas I'hyperalgésie une fois
la douleur chronique en place (Vergara et al., 2020). La VTA semble donc contribuer a la mise en

place de cette forme de douleur pathologique.

La présence de douleur a également été associée a une diminution des concentrations de
dopamine dans le NAc chez le rat (Vergara et al., 2020) et chez la souris (Taylor et al., 2014 ; Wang
et al., 2016, 2018). En accord avec cette baisse de dopamine, une diminution de I'excitabilité
intrinséque des neurones DA projetant vers le NAc est observée dans les modéles de douleur
neuropathique induite par le cancer ou par une ligature partielle du nerf sciatique (Watanabe et al.,
2018). De maniere similaire, une augmentation de la fréquence spontanée des courants post
synaptique inhibiteur (IPSC) provoqués dans les neurones DA de la VTA par des entrées du BNST
dorsolatéral a été observée dés les premiéres semaines de la mise en place d’'une douleur chronique
(Takahashi et al., 2019). Ces altérations suggérent une réduction de I'activité électrophysiologique
des neurones DA de la VTA, qui fut aussi observée dans le modéle de CCI (Ko et al., 2018). La VTA
étant en fait une région hétérogéne, les altérations de I'activité électrophysiologique de la VTA ou
leurs conséquences ne sont toutefois pas identiques en fonction des différentes sous-populations

de neurones étudiées.

Par exemple, une diminution de la fréquence des PA des neurones DA de la VTA projetant au
mPFC est observée lors de I'expression de la douleur neuropathique, et si I'activation tonique ou
chémogénétique de ces neurones DA ne produit pas de modification des seuils nociceptifs des
souris (Huang et al., 2020 ; Wang et al., 2021), la stimulation phasique de ces neurones DA de la
VTA projetant au mPFC diminue quant a elle les seuils d’hypersensibilitté mécanique et peut
conditionner une préférence de place chez les animaux douloureux (Huang et al., 2020). Cela
suggeére que la voie VTA-mPFC contribue a la douleur chronique. Le soulagement de la douleur par
le recrutement de cette voie serait la conséquence d’'une modulation de I'intégration de I'information
entre le mPFC et la PAG ventrolatérale (vIPAG), une région impliquée dans les contrbles
descendants de la douleur (Huang et al., 2020). En effet, les neurones du mPFC peuvent moduler
les comportements douloureux au travers de leurs projections vers la vVIPAG (Huang et al., 2019).
Les neurones localisés dans la portion latérale de la VTA présentent eux aussi une baisse d’activité,

alors qu’aucune modification n’a été observée dans la portion médiale (Huang et al., 2019).
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En outre, une diminution de I'expression de la TH, du DAT et des récepteurs D2, ainsi qu'une
baisse de l'induction du facteur de transcription c-Fos et de I'expression des kinases ERK et p38,
ont également été mises en évidence dans la VTA dans divers modéles de douleur neuropathique
(Kami et al., 2018 ; Ko et al., 2018 ; Narita et al., 2004a, 2004b ; Wang et al., 2016).

Les conséquences du modéle du SNL sont également associées a une baisse des propriétés
récompensantes des opiacés. Bien que les animaux SNL et contrble s’autoadministrent des
stimulations électriques intra-VTA de fagon similaire, le décallage des courbes fréquence/réponse
produit par les opiacés est perdu chez les animaux neuropathiques (Ewan & Martin, 2011a, 2011b),
ce qui illustre cette perte d’effet récompensant. En outre, la préférence de place pour le DAMGO, un
agoniste des récepteurs mu, est supprimée dans le modéele SNL (Nakamura et al., 2008). La
morphine, classiquement utilisée pour traiter la douleur, présente donc un effet récompensant
moindre chez les animaux neuropathiques. Cette diminution serait notamment due a une baisse de
I'action de la morphine sur ses récepteurs mésencéphaliques, responsables de la desinhibition des
neurones DA, conduisant ainsi a une plus faible libération de DA dans le NAc (Niikura et al., 2008).
La morphine inhiberait donc moins les neurones GABA de la VTA (ou de la tVTA ?) chez les animaux
neuropathiques. Un autre mécanisme a toutefois aussi été proposé. En effect, dans le modéle de
SCI, I'activité des neurones GABA de la VTA est toniquement augmentée et par conséquent I'activité
des neurones DA diminuée. Si l'injection de morphine diminue bien l'activit¢ des neurones
GABAergiques, cette diminution ne fait que ramener les niveaux d’activité a ceux observés chez les
animaux non douloureux, sans permettre une desinhibition efficace des neurones DA (Ko et al.,
2018).

Si les études que nous venons de citer soutiennent principalement I'hypothése d'une diminution
de l'activité des neurones DA dans la VTA et d'une diminution des niveaux de dopamine dans le NAc
lors de la présence de douleur neuropathique, d'autres études contredisent cette hypothése. En
effet, chez le rat, 2 semaines aprés la mise en place d’'un modele SNI, une augmentation de I'activité
en burst des neurones DA de la VTA a été observée (Sagheddu et al., 2015). De méme, dans le
modele de CCI, méme si I'activité globale des neurones DA de la VTA est réduite (Ko et al., 2018),
une augmentation de la fréquence de décharge des neurones DA projetant spécifiquement au NAc
a été rapportée (Wang et al., 2021), et l'inhibition de I'activité de ces neurones par un agoniste des
canaux KCNQ corrige les symptémes douloureux associés a ce modéle (Wang et al., 2021).
Toujours dans le modele de CCI, les neurones DA localisés dans I'hémisphére controlatéral a la
patte lésée semblent développer une augmentation de leur fréquence de décharge ainsi que du
pourcentage de PA en burst (Zhang et al., 2017). Il a notamment été proposé qu’une réduction de
la fonction des récepteurs D2, pouvant sous-tendre un déficit de I'auto-inhibition des neurones DA
de la VTA, pourrait étre a l'origine de ces effets (Sagheddu et al., 2015). Ces données sont

également soutenues par une augmentation de I'expression de FosB dans la VTA et du turnover de
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dopamine dans I'amygdale et l'insula chez des animaux avec constriction du nerf sciatique (Baptista-
de-Souza et al., 2022).

Un autre niveau de complexité s’ajoute quand on prend en compte les altérations des neurones

non-DA de la VTA lors de douleurs chroniques.

Par exemple, dans le modéle de CCI, une augmentation de l'activité des neurones GABA de la
VTA est observée, suggérant une augmentation du tonus inhibiteur sur les neurones DA (Ko et al.,
2018). Cela pourrait donc contribuer a la diminution de l'activité des neurones DA observée
précédemment. L’hyperexcitabilité des neurones de 'ACC ciblant les neurones GABA de la VTA
pourrait aussi participer a ce phénoméene (Gao et al., 2020). Enfin, lors d’'une douleur chronique, les
neurones GABA de la VTA peuvent présenter une altération des récepteurs NMDA ainsi qu'une
surexpression de VGAT, GAD64, GADG65 et c-Fos (Alemi et al., 2023; Ko et al., 2018; Manning et
al., 2022). Ces résultats convergent pour indiquer une augmentation de I'activité de ces neurones
GABAergiques, soutenant ainsi I'hypothése d’'une augmentation du tonus inhibiteur sur les neurones
DA de la VTA.

L'inhibition des neurones GABAergiques du LH projetant a la VTA entraine une analgésie chez
les animaux neuropathiques (Ma et al., 2023). De maniére surprenante, I'activation de cette voie
augmente l'activité des neurones DA alors qu’elle diminue I'activité des neurones GABAergiques de
la VTA. Lapplication intra-VTA de picrotoxine supprime ces effets, supportant I'hypothése que les
neurones GABAergiques du LH exercent en fait leur effet dans la VTA via une inhibition des
interneurones GABAergiques (Ma et al., 2023). Une augmentation de la fréquence des neurones
glutamatergiques de la VTA a également été observée en situation de douleur chronique et

l'inhibition de ces neurones soulage les symptémes anxieux et douloureux (Abdul et al., 2022).

Les altérations de la VTA, lors de I'expression de douleur chronique, sont donc multiples et
fortement liées a son I'hétérogénéité cellulaire et fonctionnelle. Certaines sous-populations de
neurones de la VTA seraient hypoactives et d’autre hyperactives en fonction notamment de leur site
de projection, mais également en fonction de la localisation anatomique de leurs corps cellulaires
dans la VTA. De plus, la VTA ne semble pas traiter uniquement les informations sensorielles, mais
aussi les aspects motivationnels et émotionnels de la douleur. Par exemple dans le modéle de CCl,
l'inhibition chémogénétique de la voie ACC-VTA conduit a une préférence de place chez les animaux
douloureux (Gao et al., 2020), alors que l'inhibition chémogénétique de la voie VIPAG-VTA dans le
modéle de SNL diminue les symptomes de type dépressif associés (Lee et al., 2023). Dans les deux

cas, aucune modulation des seuils nociceptifs n'a été observée.
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4.3.8. VTA et dépression

La VTA est une région contribuant aux processus de récompense, a la motivation, ainsi qu’a la
régulation des émotions. Son implication dans des troubles de 'lhumeur, comme la dépression, n’est
donc pas surprenante. De maniére similaire aux altérations observées lors de douleurs, les
altérations de la VTA liées aux comportements de type dépressif sont complexes. Le modéle choisi
et le type de stress qui lui est associé exercent en effet des impacts différents sur les neurones DA
de la VTA.

Le modéle de désespoir acquis diminue le nombre de neurones DA de la VTA spontanément
actifs (nombre de cellules par descente de pipette) sans altérer la fréquence de décharge tonique
ou les paramétres de l'activité phasique de ces neurones (Belujon & Grace, 2014). Ces
changements pourraient étre associés a une augmentation de I'excitabilité des neurones de la LHb,
observée par exemple lors de dépression liée a un stress chronique (Cerniauskas et al., 2019a), et
plus particulierement de ceux projetant vers la VTA (Li et al., 2011). La stimulation cérébrale profonde
a haute fréquence de la LHb, menant a son inhibition, réduit I'expression de comportements de type
dépressif chez des rats ayant subi un protocole de désespoir acquis (Li et al., 2011), ce qui est en
accord avec le cas d’'une patiente souffrant de dépression sévére et résistante aux traitements
conventionnels et qui a pu étre traitée avec succés par stimulation cérébrale profonde de la LHb
(Sartorius et al., 2010). Comme la projection directe de la LHb vers les neurones DA de la VTA est
excitatrice et mineure, le lien entre I'excitabilité glutamatergique de la LHb et la réduction de l'activité
des neurones DA de la VTA observée dans le désespoir acquis ne peut étre direct. Les neurones
GABAergiques de la tVTA sont soupgonnés d'étre le relai entre la LHb et les neurones DA de la VTA,
I'hyperexcitabilité de la voie LHb-tVTA conduisant a une influence inhibitrice accrue de la tVTA sur

les neurones DA de la VTA dont I'activité serait ainsi diminuée (Hong et al., 2011).

Des données similaires ont été observées dans le modéle du stress chronique léger (CMS) ou
une diminution du nombre de neurones DA spontanément actifs est rapportée (Chang & Grace,
2014 ; Moreines et al., 2017 ; Rincén-Cortés & Grace, 2017), notamment dans les parties médiale
et centrale de la VTA (Moreines et al., 2017). Ces neurones semblent notamment faire partie de
ceux projetant vers le mPFC et la partie médiale de la coquille du NAc. En effet, dans ce méme
modeéle, Liu et ses collaborateurs ont mis en évidence une diminution de l'activité tonique des
neurones DA de la VTA projetant au mPFC (Liu et al., 2018), et une diminution de la densité des
axones des neurones TH-positifs localisés dans le mPFC a aussi été observée, suggérant une
baisse des projections vers cette région ou au moins une baisse de la TH exprimée dans ces
projections (Quessy et al., 2021). Une diminution de I'activité tonique et phasique, mais concernant
cette fois les neurones DA de la VTA projetant vers la partie latérale de la coquille du NAc, est

également observé dans le modéle de CMS et dans celui de stress précoce postnatal (Zhong et al.,
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2018 ; D’Addario et al., 2021). Cette diminution d’activité dans ces modéles est associée a une

diminution de I'’hyperpolarisation due aux courants /h (Zhong et al., 2018 ; D’Addario et al., 2021).

Le fait qu'une baisse d’activité des neurones DA de la VTA soit associée a I'expression de
comportements de type dépressif est cohérent avec la correction expérimentale de ces symptomes
par une augmentation de I'activité dopaminergique. Ainsi 'utilisation d’agonistes des récepteurs D1
et D2 en intrapéritonéal, qui miment une augmentation de dopamine au niveau des terminaisons,
réduit les comportements d’évitement actif aprés une exposition au modéle de désespoir acquis
chez le rat ou la souris, ainsi que dans le test de FST (Duterte-Boucher et al., 1988 ; Takamori et al.,
2001 ; Bertaina-Anglade et al., 2006). De maniére plus complexe, l'injection intrapéritonéale de
quetiapine, un antagoniste des récepteurs D2 de nouvelle génération, restaure l'activité des
neurones DA de la VTA et réduit aussi les comportements de type dépressif chez les souris exposées
au modéle de CMS. On observe cependant un effet opposé chez les animaux naifs, la quetiapine
augmentant I'activité des neurones DA ainsi que la susceptibilité au stress de ces animaux (Moreines
et al., 2017). La quetiapine possédent donc un effet dépendant du contexte et/ou de I'état du systéme
sur lequel elle agit. De maniére plus directe, la stimulation phasique des neurones DA de la VTA, ou
des récepteurs DA dans le NAc, réduit I'expression de comportements de type dépressif chez les

animaux exposés a ce méme modele (Tye et al., 2013).

Alors que les modéles utilisant des stress environnementaux tels que le désespoir acquis ou le
CMS pointent vers une diminution de I'activité des neurones DA de la VTA, les modéles basés sur
le stress social montrent a l'inverse une augmentation de I'activité des neurones DA de la VTA. Le
modéle le plus utilisé est celui de la défaite sociale, qui présente 'avantage de ne pas entrainer de
phénotype de type dépressif chez tous les animaux, permettant de distinguer des animaux résilients
et des animaux susceptibles (Lyons et al., 2023). Dans ce modéle, les souris susceptibles présentent
une augmentation d’activité de leurs neurones DA de prés de 35% par rapport aux neurones des
souris résilientes (Krishnan et al., 2007). Laugmentation de la fréquence de décharge des PA ainsi
que de la fréquence des burst de ces neurones corréle également négativement aux comportements
d’évitements sociaux (Cao et al., 2010). Une augmentation similaire de I'activité des neurones DA
de la VTA a aussi été rapportée dans un modéle a trois chambres de stress social par procuration
(Qi et al., 2022). Dans ce modeéle, des souris subissent un stress psychologique en étant exposées,
sans contact physique, aux séances de défaite sociale subies par d’autres souris. L’expression du
phénotype dépressif dans le modéle de défaite sociale est notamment liée a une diminution des
courants potassiques ainsi qu’a une augmentation des courants lh (Krishnan et al., 2007 ; Cao et
al., 2010). Dans ce modeéle, un traitement chronique par la fluoxétine, un antidépresseur inhibiteur
sélectif de la recapture de la sérotonine, ou l'utilisation d’inhibiteur locaux des courants Ih, réduisent

les symptdmes de type dépressif (Cao et al., 2010).
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Différentes procédures de stimulation intracérébrale des neurones DA de la VTA modulent
également les effets de la défaite sociale. La stimulation phasique chronique a haute fréquence
(20 Hz) de la VTA pendant la procédure promeut la susceptibilit¢ (Chaudhury et al., 2013). Plus
spécifiquement, seule |‘activation phasique, et non I'activation tonique, de la voie VTA-NAc favorise
cette susceptibilité. A I'inverse, 'inhibition de la voie VTA-NAc promeut la résilience (Chaudhury et
al., 2013). De maniére surprenante, bien que la stimulation de la voie VTA-mPFC ne modifie pas la
sensibilité au modéle, son inhibition conduit & une susceptibilité accrue chez les animaux exposés

au protocole de défaite sociale (Chaudhury et al., 2013).

Concernant l'implication des afférences de la VTA, la stimulation chronique des projections
noradrénergiques du locus cceruleus vers la VTA normalise I'activité pathologique des neurones DA
induite par la défaite sociale chez les animaux susceptibles (Zhang et al., 2019). Il a également été
observé une augmentation du tonus cholinergique sur les neurones DA de la VTA chez les animaux
susceptibles, et I'inhibition de cette activité cholinergique pendant I'exposition au stress social bloque
le développement des comportements de types dépressif (Morel et al., 2018). Dans ce contexte,
'exposition a la nicotine, un agoniste des récepteurs nicotiniques de Il'acétylcholine (nAChRs),
augmente la sensibilité au stress social en méme temps que l'activité tonique et phasique des
neurones DA de la VTA (Chaudhury et al., 2013 ; Morel et al., 2018). Plus spécifiquement, 'utilisation
de modulateurs allostériques des récepteurs a7 nAChRs va augmenter la susceptibilité au stress et

ainsi provoquer un changement de phénotype de résilient vers susceptible (Ortiz et al., 2022).

Le développement d’'une résilience a la défaite sociale semble en fait étre associée a la capacité
ou non a renormaliser I'activité des neurones DA de la VTA, notamment grace a la surexpression de
canaux K+ dans ces neurones, ce qui permet une réduction leur excitabilité intrinséque (Krishnan et
al., 2007 ; Shah & Aizenman, 2014). De fagon contre-intuitive, la stimulation répétée des neurones
DA de la VTA favorise en fait la résilience (Chaudhury et al., 2013), cela par normalisation de leur
activité. L'hypothése associée a ce mécanisme est la suivante : lors de I'exposition au stress social,
l'activité des neurones DA de la VTA augmente jusqu’a un point ou une boucle de rétrocontrdle
négatif se met en place, normalisant I'activité des neurones grace au courant Ih et aux canaux K+.
Les animaux susceptibles ne présentant pas une augmentation suffisante de l'activité de leurs
neurones DA, ce mécanisme ne s'enclenche pas ce qui aboutit a 'apparition du comportement de
type dépressif. Cela pourrait alors contribuer a également expliquer I'effet antidépresseur de la
kétamine qui est associé a une augmentation de l'activité des neurones DA dans le modéle de
défaite sociale une semaine apres linjection (Ortiz et al., 2022). De maniére similaire, I'effet
anxiolytique d’une stimulation de la voie VTA-BLA aprés exposition au stress social (Morel et al.,

2018) pourrait s’expliquer par la réactivation de cette boucle de rétrocontréle.
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4.3.9. VTA et comorbidité douleur-dépression

Bien que la majorité des modéles de douleur chronique s’accompagnent de I'apparition de
symptdmes de type dépressif, peu d’études se sont focalisées sur les altérations de la VTA lors de
I'expression des symptémes douloureux et dépressifs en méme temps. En effet, la plupart des
équipes de recherche ont étudié les altérations dopaminergiques lors des premiéres semaines de
développement du modéle, c’est-a-dire souvent avant la mise en place effective et 'expression des

symptomes de type dépressif.

Au niveau électrophysiologique, lors la co-présence de symptoémes douloureux et dépressifs, les
neurones DA de la VTA montrent une augmentation de leur activité tonique a 3 semaines dans le
modeéle de SNI et a 4 semaines dans le modéle de de transsection partielle du nerf infraorbital (partial
infraorbital nerve transection - pIONT) (Fu et al., 2016, 2018 ; Zhang et al., 2021). Néanmoins une
contradiction existe au niveau des altérations de I'activité phasique dans le modéle de SNI. En effet,
une étude montre une augmentation de I'activité phasique des neurones DA de la VTA (Fu et al.,
2016) alors qu’une autre étude du méme laboratoire ne rapporte pas de modification (Fu et al.,
2018). Cette différence de résultats pourrait étre expliquée par les différentes méthodes

d’enregistrement utilisées.

La gabapentine est cliniquement un traitement de premiére ligne des douleurs neuropathiques.
Dans le modéle de SNL, elle va soulager a la fois les symptédmes douloureux et les symptdmes de
type dépressif, ce qui s’accompagne d’une diminution de I'activité tonique et phasique des neurones
DA de la VTA (Fu et al., 2018). De maniére semblable, dans le modéle de plONT, I'utilisation de
rétigabine, un agoniste des canaux KCNQ, soulage les symptdomes dépressifs et diminue l'activité
des neurones DA de la VTA (Zhang et al., 2021). Cet effet de la rétigabine est similaire aux effets
observés par 'activation des canaux KCNQ dans les modéles de défaite sociale. Il se pourrait que
les mécanismes pathologiques a l'origine de l'augmentation de l'activité des neurones DA et

I'expression des symptdmes dépressifs soient similaires dans ces deux modéles.

La PAG ventrolatérale (VIPAG) constitue un élément majeur des contrdles descendants de la
douleur et projette aussi aux neurones DA de la VTA. La modulation des neurones de cette région
va aussi contribuer a altérer les sensations douloureuses (Samineni et al., 2017). De plus, la Iésion
pharmacologique des neurones glutamatergiques de la vIPAG entraine une hypersensibilité tactile
ainsi que des comportements de type dépressifs (Lee et al., 2023), ce qui suggere que cette région
pourrait contribuer a la comorbidité douleur-dépression et plus spécifiquement a I'expression des
conséquences émotionnelle de la douleur. En effet, I'activation chémogénétique de la voie VIPAG-
VTA peut soulager les comportements de type dépressif dans le modéle de SNL, cela sans altérer
I'hypersensibilité mécanique. Cette hypersensibilité mécanique sera en revanche soulagée par

I'activation de la voie descendante de la vIPAG vers le complexe bulbaire ventrolatéral rostral (RVM),
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qui elle n’aura pas d’'impact sur I'expression des comportements de type dépressif (Lee et al., 2023).
Cette étude montre ainsi que les symptédmes douloureux et de type dépressif ne partagent pas
forcément les mémes voies, mais que des régions cérébrales peuvent servir de « hub » fonctionnel

lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression.

4.4. Le Noyau Accumbens (NAc)

4.4.1. Neuroanatomie et Fonction

Le noyau accumbens (NAc) est une région du striatum ventral adjacente au septum (Heimer &
Wilson, 1975; Mogenson et al., 1980). Cette région, anatomiquement et fonctionnellement distincte
du striatum dorsal, est parfois considérée comme un « centre du plaisir », mais dés 1980 Mogensen
a proposé qu’elle pouvait en fait étre une interface entre motivation et action (Mogensen et al., 1980).
En effet, cette région contribue a orienter I'attention et les comportements d’un individu vers les

stimulus appétitifs, qu’ils soient naturels (nourriture ou sexe) ou non (argent, drogues).

Au niveau anatomique, le NAc est en fait hétérogéne et peut-étre divisé en plusieurs sous-régions
sur la base de marqueurs histo- ou neurochimiques et/ou sur la base des connectomes (Zahm,
2000 ; Zahm & Trimble, 2008). Les trois sous-noyaux majeurs les plus souvent considérés dans les
études fonctionnelles sont le coeur (core), la coquille latérale (lateral shell) et la coquille médiale
(medial shell). Le coeur du NAc est localisé autour de la commissure antérieure (Zaborszky et al.,
1985). Le cceur est encapsulé par la coquille du NAc, la partie ventrale de celle-ci ayant été

précédemment considérée comme la poche striatale ventrolatérale (Nauta et al., 1978).

Le NAc est majoritairement composé de neurones épineux moyens (MSN) (plus de 95% des
cellules). Ces neurones GABAergiques ne présentent pas d’activité pacemaker, a la différence des
neurones DA de la VTA, et ont une plus faible excitabilité. Ces neurones ne peuvent donc pas
générer de patron d’activité récurrent sans stimulation extérieure (Pennartz et al., 1994 ; Uchimura
et al., 1989). Les changements d’activité de ces neurones dépendent des changements d’activité
des entrées glutamatergiques excitatrices provenant principalement des lobes temporaux et
frontaux. Les MSN sont sous-classifiés en fonction des récepteurs a la dopamine qu’ils expriment :
les récepteurs D1 et D2 (MSN-D1 et MSN-D2). Les MSN-D1 coexpriment en plus la substance P et
la dynorphine alors que les MSN-D2 expriment la pro-enképhaline (Baik, 2013 ; Lobo et al., 2006).
Ces deux types de neurones forment des synapses locales entre eux. Les récepteurs D2 sont plus
sensibles a la dopamine que les récepteurs D1 et sont activés préférentiellement par la libération de
dopamine tonique. De maniére opposée, les récepteurs D1 sont activés par les pics transitoires de
dopamine dus a l'activité phasique des neurones DA. Ceci va augmenter le ratio signal-bruit dans

le NAc afin d’ajuster les réponses aux stimulus récompensants ou stressants (Baik, 2013).

Parmi les afférences majeures au NAc se trouvent 'hippocampe, 'amygdale basolatérale (BLA)

et le cortex préfrontal (PFC). Les entrées issues de I'hippocampe integrent les informations liées a
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la navigation spatiale, a la reconnaissance de la nouveauté ainsi qu’a I'évaluation des relations entre
les différents stimulus (Floresco et al.,, 1997 ; lto et al., 2008 ; Mannella et al., 2013). Celles
provenant de 'amygdale basolatérale peuvent transmettre des informations liées au changement
de pertinence émotionnelle et a la valeur émotionnelle d’'un stimulus, ainsi qu’a l'association entre
un stimulus neutre et la prédiction d’'une conséquence positive ou négative (Everitt et al., 1991 ;
Fernando et al., 2014 ; McLaughlin & Floresco, 2007 ; Shiflett & Balleine, 2010). Le PFC médial
(mPFC) transmet une grande variété d’informations, liées aux fonctions cognitives et affectives
associées aux récompenses permettant d’associer les comportements au contexte (Floresco et al.

1999) et d’évaluer les bénéfices et les colts liés aux actions (Hauber & Sommer, 2009).

Les neurones DA de la VTA constituent également l'une des principales entrées du NAc et
modulent son activité par le biais de deux types de transmission. Le premier type de transmission
est dit « phasique ». Il provoque des changements extracellulaires de dopamine rapides (< 1 s) et
spatialement restreints en réponse a la présence et/ou a I'absence de récompense, qu’elle soit
primaire ou conditionnée (Schultz, 1997). Ce mode de transmission sert de signal d’apprentissage
permettant I'encodage de la prédiction de I'erreur (Schultz 1998). Lorsque cette récompense est
anticipée, la magnitude de la réponse observée encode la prédiction de la disponibilité et/ou la taille
de la récompense obtenue (Day et al., 2011 ; Sugam et al., 2012). Le second mode de libération
correspond a un tonus DA présentant des changements lents (sur plusieurs minutes). Cette
transmission d’information est contrdlée par le nombre de neurones DA de la VTA spontanément
actifs et permet la modulation des entrées excitatrices au niveau présynaptique dans le NAc
(Floresco & Phillips, 1999 ; Howland et al., 2002). Cette transmission semblerait estimer en continu
le taux de réponse net. Cela influe sur la vigueur et la direction des réponses par rapport aux choix

des différentes récompenses (Niv, 2007 ; St. Onge et al., 2012).
4.4.2. Altérations du NAc lors de douleurs

Le NAc est une région contribuant au traitement des informations nociceptives et a l'intégration
de la douleur en fonction du contexte. Sur la base de la réponse des neurones DA de la VTA aux
stimulus nociceptifs, il semblerait cohérent que la libération de dopamine dans le NAc diminue lors
de I'exposition a de tels stimulus. Cette diminution des niveaux extracellulaires de dopamine est
notamment mesurable par microdialyse a la suite de pincements de la queue (Di Chiara et al., 1999).
Toutefois d’autres équipes ont au contraire observé une augmentation ou I'absence de changement
dans la libération de dopamine dans le NAc, toujours en réponse a un pincement de la queue (Giorgi
et al., 2003 ; Leknes & Tracey, 2008 ; Ungless et al., 2004). La réponse de cette région a la douleur
semble donc complexe et la résolution temporelle des techniques utilisées ne permettrait pas
d’étudier la dynamique réelle des fluctuations de dopamine dans le NAc. Plus récemment, une étude
utilisant la voltamétrie cyclique a balayage rapide a mis en évidence des réponses différentes dans

le striatum dorsal, le cceur du NAc et la coquille du NAc en réponse aux pincements de la queue
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chez le rat (Budygin et al., 2012). Ces différences existent tant pour les concentrations de DA que
pour la synchronisation temporelle entre la libération de dopamine et le pincement de queue
(Budygin et al., 2012). Le cceur du NAc, proposé pour étre impliqué dans la saillance du stimulus,
présente ainsi une augmentation des niveaux extracellulaires de dopamine lors du pincement
(Budygin et al., 2012), alors que dans la coquille cette augmentation est observée lors de I'arrét du
stimulus (Budygin et al., 2012 ; Park et al., 2015). En utilisant I'imagerie par résonance magnétique,
des observations similaires ont été faites chez I'étre humain en réponse a des stimulus thermiques
nociceptifs (Baliki et al., 2010 ; Becerra & Borsook, 2008 ; Leknes et al., 2011) ; et par la méme
approche chez le rat, toujours en réponse a une stimulation thermique nociceptive (Becerra et al.,
2013). Il est important de noter que ces changements ne reflétent pas directement I'activité des
neurones DA de la VTA, une modulation présynaptique de la libération de dopamine pouvant aussi

avoir lieu dans le NAc (Lammel et al., 2008 ; Leknes & Tracey, 2008).

L'observation d’'une diminution des propriétés récompensantes des opiacées chez les patients
douloureux suggeére des altérations du systéme DA. La préférence de place provoquée par l'injection
d’agonistes du systéme opioide, tels que la morphine, le tramadol, le DAMGO ou le métabolite M1
de la morphine, est diminuée a bloquée en présence de douleur chronique (Nakamura et al., 2008 ;
Niikura et al., 2008 ; Ozaki et al., 2002, 2004). Ces effets sont associés a une diminution de la
libération de dopamine dans le NAc en réponse a ces composés lors de douleur (Ozaki et al., 2004 ;
Takahashi et al., 2019). Cette diminution des propriétés récompensantes en présence de douleur
implique a la fois les récepteurs mu et kappa du systéme opioide. En particulier, la suppression des
B-endorphines, chez des souris knockout (KO), ou l'utilisation d’anticorps anti-B-endorphines,
restaure la préférence de place a la morphine chez des animaux douloureux (Niikura et al., 2008).
En fait, la présence constante et forte de ce peptide chez les animaux douloureux entrainerait une
dysfonction des récepteurs mu de la VTA, révélée notamment par une baisse d’efficacité de la
morphine, ou d’autres agonistes mu, sur ces récepteurs (Ozaki et al., 2004). Un autre mécanisme,
touchant cette fois le NAc, est aussi en jeu. Ainsi, en situation de douleur inflammatoire chronique,
l'inhibition des récepteurs kappa par I'antagoniste Nor-BNI rétablit la préférence de place et la
libération accumbale de dopamine provoqués par la morphine chez les animaux douloureux (Narita
et al., 2004a, 2004b), cette action est a lier a une augmentation du tonus dynorphine dans le NAc
de ces animaux qui contribuerait a la baisse de ces réponses en situation de douleur inflammatoire.
Enfin, la préférence de place pour la morphine est indépendante des récepteurs D1 du NAc chez
les animaux douloureux chroniques, alors qu’ils sont nécessaires a son expression en condition
normale (Grenier et al., 2022), traduisant la encore des changements fonctionnels au sein du NAc

en situation de douleur.

Si cette baisse des propriétés récompensantes des opiacés en situation de douleur chronique est

observée par la plupart des équipes de recherche, il est a noter qu'en situation de douleur
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neuropathique liée a d'un traitement anticancéreux une absence d’altération des propriétés
récompensantes et de la réponse dopaminergique a la morphine a été rapportée (Mori et al., 2014).
Ce résultat contradictoire pourrait s’expliquer par la précocité temporelle du test de préférence de
place réalisé, c’est-a-dire juste aprés la mise en place du modéle. De maniéere similaire, 'utilisation
de prégabaline intrathécale ou de morphine a des stades précoces des douleurs neuropathiques
entraine une préférence de place chez les animaux douloureux, mais cet effet disparait lors des
phases plus tardives (Asaoka et al., 2018). Cette baisse d’effet recompensant serait associée a un
déficit de libération de dopamine dans le NAc lors de ces phases tardives. En effet, lors des phases
tardives, la consomation d’'une solution de sucrose ainsi que le soulagement des symptémes

douloureux n’induit plus de libération de dopamine dans le NAc (Asaoka et al., 2018 ; Kato et al., 2016).

Finalement, il a été montré que la concentration basale de dopamine dans le NAc diminue lors
des phases précoces de douleur chronique neuropathique (Taylor et al., 2014) ou inflammatoire
(Narita, Kishimoto, et al., 2005). De plus, une baisse du métabolisme de la dopamine a aussi été
rapportée en présence de douleur chronique (Zidtkowska, 2021). Cette diminution des
concentrations en dopamine pourrait aussi étre liée a 'augmentation de I'expression du DAT,

transporteur de la dopamine (Zidtkowska, 2021).

L'ensemble de ces études indique la présence d'un état hypo-dopaminergique dans le NAc en
présence de douleur chronique. Néanmoins, comme pour les altérations de la VTA, plusieurs études
indiquent que ces altérations dans le NAc seraient en réalité plus complexes. Ainsi, dans le modéle
de SNI lors des phases précoces du modéle, une augmentation des niveaux de dopamine associée
a une augmentation de I'activté des neurones DA de la VTA ainsi qu’a une diminution des récepteurs
D2 et de la TH dans le NAc a été observée (Sagheddu et al., 2015). Cette augmentation d’activité
semble aussi présente dans le modéle de CCI et la rétigabine peut avoir un effet antinociceptif en
inhibant I'activité des neurones DA de la VTA. Cette action de la rétigabine serait bloquée par
l'injection de BDNF dans le NAc (Wang et al., 2021b), suggérant un effet pronociceptif du BDNF
dans le NAc. Ainsi 'augmentation des taux de BDNF dans le NAc dans le modele de CCI pourrait

étre I'un des facteurs en jeu dans la présence des symptémes douloureux (Zhang et al., 2021).
4.4.3. Altérations du NAc lors de la dépression

Les changements touchant le NAc lors de la présence de comportements de type dépressif sont
nombreux et complexes et la distinction des réles des voies D1 et D2 est sans doute importante
pour comprendre la variété de réponses aux différents modéles de stress. Plus globalement, en
accord avec les données humaines (Drevets et al., 1992) et une diminution du volume du NAc a été
observée chez la souris aprés I'exposition a un stress chronique de défaite sociale (Anacker et al.,
2016).
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L'exposition au stress diminue la transmission synaptique excitatrice dans le NAc et plus
spécifiquement dans les MSN-D1 en promouvant une dépression a long terme de ces neurones
aprés I'exposition répétée a un stress de contention (Lim et al., 2012). Les neurones MSN-D1
montrent également une corrélation négative entre la fréquence de leurs PA et les interactions
sociales dans le modéle de défaite sociale (Francis et al., 2015). Cela suggére que la diminution
d’activité des MSN-D1 serait liée a I'expression de comportements de type dépressif. En accord
avec cette hypothése la stimulation des MSN-D1 permet de soulager temporairement les

symptomes dépressifs dans le modéle de CMS (Tye et al., 2013).

L'exposition a différents stresseurs aigus ou chroniques augmente les niveaux de dynorphine
dans le NAc (Shirayama & Chaki, 2006) et I'activation des récepteurs KOR par la dynorphine
provoque une baisse de la dopamine dans le NAc ainsi que I'’émergence de comportements de types

anxieux et dépressifs (Mague et al., 2003).

La voie D2 du NAc semble aussi directement impliquée dans les états dépressifs. L'agoniste des
récepteurs D2 quinpirole peut en effet provoquer des comportements de type dépressif associés a
une diminution de la dopamine dans le NAc (Qiao et al., 2020). Le stress chronique diminue quant
a lui I'expression des récepteurs D2, et les antagonistes de ces récepteurs corrigent a la fois cette
diminution et les comportements dépressifs qui y sont associés (Qiao et al, 2020). De maniére
surprenante, une exposition unique au stress de défaite social augmente la libération de dopamine
dans le NAc (Barik et al., 2013), alors que les souris susceptibles aprés une exposition chronique a
ce modéle de défaite sociale présentent une augmentation des courants excitateurs miniatures et
une diminution des courants inhibiteurs post-synaptique (IPSC) dans les neurones MSN-D2,
suggérant une augmentation de l'activité de ces neurones (Christoffel et al., 2011 ; Francis et al.,
2015 ; Khibnik et al., 2016). Ces changements sont associés a une augmentation des niveaux de
BDNF dans le NAc, qui promeut une susceptibilité au stress (Berton et al., 2006), alors que de fagon
réciproque l'inhibition des récepteurs TrkB promeut la résilience (Cao et al., 2010 ; Krishnan et al.,
2007 ; Lim et al., 2012 ; Shen et al., 2008 ; Walsh et al., 2014 ; Wook Koo et al., 2016). Cette
augmentation des niveaux de BDNF dans le NAc est en fait accentuée par la corticolibérine (CRF)
et, combinée a une altération de la perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (Barik et al.,

2013), participe aussi a I'impact de I'axe HPA sur la génése de comportements de type dépressif.

Le marqueur d’activation neuronale AFosB s’accumule aussi dans le NAc chez les souris aprés
exposition au stress de défaite sociale chronique (Vialou et al., 2010). Plus spécifiquement,
I'accumulation de ce facteur de transcription est observée dans les MSN-D1 des souris résilientes
et dans les MSN-D2 des souris susceptibles (Lobo et al., 2013). Les voies D1 et D2 semblent donc
posséder des roles opposés dans I'expression des comportements de type dépressif. Cette
hypothése est soutenue par 'augmentation de la densité des récepteurs D1dans le NAc aprés

exposition a un stress de contention (Cabib et al., 1998). L'inactivation spécifique de Cdk5, une
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kinase impliquée dans les processus de plasticité synaptique, dans les MSN-D1 du NAc a un effet
antidépresseur (Plattner et al., 2015). De fagon similaire, la suppression des récepteurs aux
glucocorticoides dans les MSN-D1 favorise la résilience, cela apparemment sans impacter les
neurones DA de la VTA (Barik et al., 2013). Enfin, l'inactivation de NR1, une sous-unité des
récepteurs NMDA, dans les MSN-D2 diminue I'expression de comportements de type dépressif dans
le test de nage forcée (Joffe et al., 2017). Ces données suggérent donc un effet opposé des MSN-
D1 et MSN-D2 sur les symptémes de type dépressif et des modifications dans la dynamique de la
voie VTA-NAc.

68



5. Objectifs de Theése

Malgré la détérioration significative de la qualité de vie des patients souffrant de douleur et de
dépression, les mécanismes a l'origine de cette comorbidité sont encore mal compris. Le systéme
dopaminergique mésolimbique, et en particulier la VTA, pourrait étre un des points
neuroanatomiques de convergence entre la douleur chronique et la dérégulation émotionnelle. C’est

cette hypothése qui a motivé ce projet de thése.

Notre équipe bénéficie a la fois, d’'une expertise dans 'étude des systemes DA, et en particulier
la voie mésolimbique (Kaufling et al., 2009a, 2017b ; Kaufling et al., 2010), ainsi qu’une large
connaissance des modéles murins de comorbidité douleur-dépression. En particulier, nous sommes
experts dans le modéle cuff, associant la douleur neuropathique au développement d’'un phénotype

anxiodépressif chez la souris (Yalcin et al., 2011).

Notre hypothése est que, en tant que centre de régulation motivationnelle et émotionnelle, la VTA
pourrait étre un substrat anatomique qui contribue au développement des conséquences

émotionnelles de la douleur neuropathique chronique.

En combinant enregistrements électrophysiologiques in vivo chez I'animal anesthésié,
photométrie de fibres, optogénétique et dosage de neurotransmetteurs, nous avions pour objectif
d’étudier les altérations potentielles des neurones DA de la VTA et de la voie VTA-NAc lors de

I'expression chez la souris d’'une comorbidité douleur-dépression induite par le modéle du cuff.

Ce projet de thése s’est articulé en 3 étapes :

o L’étude des altérations de l'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA,
abordée par l'enregistrement in vivo de lactivité unitaire de neurones chez la souris

anesthésiée lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression ;
e L’évaluation des concentrations basale de dopamine et de ses métabolites dans la VTA et le

NAc lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression ;

e [’évaluation des altérations de la dynamique de libération de dopamine dans le NAc par
photométrie de fibre en réponse a des stimulations optogénétiques de la VTA chez I'animal

éveillé tout au long développement et de I'expression de la comorbidité douleur-dépression.
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Matériel et Méthodes

Cette partie décrit 'ensemble des procédures expérimentales et des analyses utilisées lors de
cette thése. Les expérimentations animales ont été réalisées aprés évaluation par un comité
d’éthique, dans notre cas le Comité Régional d’Ethique en Matiére d’Expérimentation Animale de
Strasbourg (CREMEAS), et obtention d’'une autorisation du ministére de 'Enseignement Supérieur
de la Recherche et de I'lnnovation de deux saisines APAFIS : 1) Altération du systéme de
récompense du cerveau dans la dépression induite par la douleur chronique (n°APAFIS :36306-
2022032816168173) ; et 2) Systéme dopaminergique et comorbidité douleur-dépression (n°
APAFIS : 17365-2018102615157732).

L'’hébergement et les expérimentations ont été réalisés dans des locaux agréés, au sein du
Chronobiotron (UAR3415, établissement d’élevage et d’hébergement) et du laboratoire CNRS INCI

(UPR3212, Institut des Neurosciences Cellulaires et Intégratives).
Dans cette étude, 3 types d’expériences ont été menées, il s’agit :

Pour l'expérience 1: de [l'enregistrement de [lactivité électrophysiologique des neurones
dopaminergiques de la VTA chez des souris exprimant la comorbidité douleur-dépression ainsi que

chez des souris contréles.

Pour I'expérience 2 : de mesures de la concentration tonique de dopamine dans le NAc chez des

souris exprimant la comorbidité douleur-dépression ainsi que des souris contréles.

Pour I'expérience 3 : de mesures de la dynamique de libération de dopamine dans le NAc en
réponse a des stimulations de la VTA chez des souris exprimant la comorbidité douleur-dépression

et ainsi que chez des souris contréles.
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A
Expérience 1: Activité électrophysiologique des neurones DA de laVTA
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Expérience 3 : Mesure de la dynamique de libération de dopamine
Douleur |
Comportement de aﬁe anxieux
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+
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Figure 1. Décours temporel des 3 expériences.

A) Décours temporel de Il'expérience 1 permettant [lidentification des altérations de [lactivité
électrophysiologique des neurones dopaminergiques (DA) de l'aire tegmentale ventrale (VTA) chez des
souris exprimant une comorbidité douleur-dépression. B) Décours temporel de I'expérience 2 permettant
'identification des altérations de la concentration basale de DA dans la VTA et le Noyau Accumbens (NAc)
chez les souris exprimant la comorbidité douleur-dépression. C) Décours temporel de I'expérience 3
permettant I'étude de la dynamique de libération de la DA dans le NAc en réponse a la stimulation des

neurones DA de la VTA chez des souris exprimant une comorbidité douleur-dépression.
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1. Méthodes relatives a 'ensembles des procédures

1.1. Animaux

Les expériences ont été menées sur des souris DAT-IRES-CRE (knock-in ; fond C57BL/6J) méles
adultes (entre 8 et 20 semaines) élevées au sein du Chronobiotron (UAR3415). Les animaux a
l'origine de cette colonie sont des souris disponibles commercialement DAT-IRES-CRE (B6.SJL-
Slc6a3tm1.1(cre)Bkmn/J, Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME USA).

Les animaux sont hébergés en groupes de 2 a 5 individus par cage et en cycle inversé (cycle nuit
/ jour de 12:00, lumiere a 20:00; 22-23°C, humidité 45%+5%). La nourriture et 'eau sont disponibles
ad libitum. Un enrichissement (batons en bois, frisures et carrés de coton) est présent dans les

cages. Le nombre total d’'animaux utilisé est de 105.
1.2. Chirurgie du cuff

Le modéle du cuff, ou du manchon en frangais, est un modéle de douleur neuropathique
chronique utiliser en routine au laboratoire. Il a été initialement développé chez le rat (Pitcher et al.,
1999b) puis adapté a la souris (Benbouzid et al., 2008). Le modéle est associé a une diminution du
seuil de sensibilité mécanique dans les jours qui suivent la chirurgie, puis chez la souris est associé
a un phénotype de type anxio-dépressif avec I'apparition de comportements de type anxieux au bout
de 4 semaines ainsi que de type dépressif 6 semaines aprés la chirurgie. Vers 12 semaines post-
chirurgie, les souris présentent une récupération spontanée de l'allodynie mécanique tout en
conservant quelque temps I'expression des comportements de type anxio-dépressif et 'expérience
de douleur spontanée. C’est donc un modéle de choix pour étudier les conséquences de la
comorbidité douleur-dépression sur I'activité des neurones dopaminergiques de la VTA.

Figure 2. Chirurgie du cuff.
Implantation du cuff, un manchon en polyéthyléne, autour de la branche principale du nerf sciatique droit
chez la souris. lllustration tirée de Benbouzid et al., 2008.
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Pour obtenir une douleur neuropathique chronique chez les souris, un manchon (ou cuff) de
polyéthyléne PE20 (longueur : 2 mm, diamétre externe : 1,09 mm, diamétre interne : 0,38 mm) est
placé autour de la branche principale du nerf sciatique droit (animaux « Cuff »). Les animaux
subissant la méme chirurgie, mais sans pose du manchon, sont dit pseudo-opérés (animaux
« Sham »). La chirurgie est réalisée sous anesthésie gazeuse a lisoflurane (Vetflurane®, Vibrac,
Carros, France ; induction : 3,5% isoflurane / 0,5 L/min air ; maintien : 1,5-2% isoflurane / 0,5 L/min
air). De I'Ocry-gel® (Centravet) est appliqué sur les yeux pour maintenir une hydratation oculaire
pendant 'anesthésie. La souris est placée sur son flanc gauche et la patte droite est surélevée par
un morceau de papier absorbant. La cuisse droite est rasée, puis la peau est nettoyée a la
Chlorhexidine (Apaisyl® Cleanspray) afin d’obtenir une asepsie. Une incision d’environ 0,5 cm,
parallele au fémur, est réalisée. Les muscles autour du fémur sont écartés a 'aide de cure-dents
stérilisés pour exposer le nerf sciatique qui est maintenu hydraté avec du sérum physiologique stérile
(0,9% NaCl). Avec une petite pince (type clamp), le manchon (préalablement incisé dans la
longueur) est placé sur la branche commune du nerf sciatique et est resserré autour de celle-ci a
l'aide d’'une pince a disséquer. Le nerf est ensuite remis dans sa position originale et la peau est
refermée par une suture (Yalcin et al., 2014). L’animal est placé en cage de repos jusqu’a son réveil
complet. Une fiche de suivi post-opératoire est utilisée pour permettre le suivi des animaux les jours
suivant 'opération. Aucun traitement anti-inflammatoire ou analgésique post-opératoire n’est donné

pour ne pas altérer le développement normal du phénotype neuropathique.

Expérience 1 : Les enregistrements électrophysiologiques sont réalisés entre 8 et 9 semaines

apres la chirurgie (30 souris dans le groupe « Cuff » et 29 souris dans le groupe « Sham »).

Expérience 2 : Les prélevements des cerveaux pour la spectrométrie de masse sont réalisés 8
semaines aprés la chirurgie (14 souris dans le groupe « Cuff » et 14 souris dans le groupe

« Sham »).

Expérience 3 : Les enregistrements de photométrie de fibre sont réalisés 1 semaine avant la
chirurgie puis a 2, 4, 6, 8, 10 et 12 semaines apres (9 souris dans le groupe « Cuff » et 9 souris dans

le groupe « Sham »).

73



AAV2-EF1a-DIOhChR2(E123T/T159C) - EYFP
> 1x10" vg/mL ; 500nL

AAV5-Syn-FLEX-rc[ChrimsonR-tdTomato] @: 400pm
> 5%10” vg/mL ; 500nL 55&‘;9%“6“; /NA: 0.67

pAAV-hSyn-dLight1.2
> 4x10% vg/mL ; 500nL

Figure 3. Injection virale intracérébrale.

A laide d’une micropipette en verre (@ : 40 um), des injections intracérébrales de vecteurs viraux
permettant 'expression d’une protéine photo-activable, la channelrhodopsine (ChR), et/ou d’un senseur de
la dopamine, le DLight, sont réalisées dans l'aire tegmentale ventrale (VTA) et/ou le Noyau Accumbens
(NAc). A) Injection de particules virales adénoassociées codant pour une ChR CRE-dépendante dans la
VTA de souris DAT-ires-CRE. B) Injection de particules virales adénoassociées codant pour une ChR
décalée dans le rouge dans la VTA et du senseur de la dopamine (DLight) dans le NAc. Deux canules (@
: 400 um, Ouverture numérique : 0,67) sont ensuite placées au niveau de la VTA et du NAc afin de
respectivement stimuler ou enregistrer la région d’intérét.
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1.3. Injection virale intra-cérébrale

Une anesthésie gazeuse a lisoflurane est réalisée (Vetflurane®, Vibrac, Carros, France ;
induction : 3,5% isoflurane / 0,5 L/min air ; maintien : 1,5-2% isoflurane / 0,5 L/min air), le crane est
rasé et la souris est placée dans un cadre stéréotaxique (Kopf apparatus, Model 1630) et maintenue
a l'aide de barres doreille. De I'Ocry-gel® (Centravet) est mis sur les yeux pour maintenir
I'hydratation oculaire. Le crane est ensuite désinfecté a la Chlorhexidine 0,5% (Cooper) puis a
l'alcool a 70%. Un mix de lidocaine / bupivacaine (Lurocaine®, 2,5-5 mg/kg, Bupivacaine 1-2 mg/kg
injection : 20 uL) est injecté en sous-cutané (sc) pour produire une anesthésie locale rapide et de
longue durée. Une incision d’environ 2 cm de la peau carnée est réalisée afin d’exposer le crane du
bregma jusqu’au lambda. Une craniotomie circulaire est ensuite réalisée au-dessus de la/les régions
d’intérét. Une micropipette en verre (diamétre interne : 40 um, Hirschmann®, Ringcaps®) chargée
en particules virales est ensuite descendue dans la structure d’intérét grace a des coordonnées
stéréotaxiques spécifiques. Un volume de 500 pL de particules virales est alors injecté par pression
(66 uL/min) dans la région ciblée. Tous les animaux sont dgés de 8 semaines et pésent 25 g au
minimum avant les chirurgies. Les divers vecteurs viraux utilisés et leur site de transfection sont les

suivants :
Expérience 1 :

Pour les procédures comprenant I'enregistrement de I'activité électrophysiologique des neurones
DA de la VTA, [linjection de particules \virales adénoassociées AAV2-EF1a-
DIOhChR2(E123T/T159C) - EYFP (titration : = 1x10"® vg/mL ; 500 nL) dans la VTA de souris DAT-
IRES-Cre permet I'expression d’'une channelrhodopsine spécifiquement dans les neurones DA de
cette région. Linjection est réalisée unilatéralement juste au-dessus de la VTA (AP =-3,3 mm, ML =
10,4 mm, DV = -4,0 mm), dans 'hémisphére soit ipsilatéral soit controlatéral a la patte opérée des

souris « Sham » et « Cuff ».

La chirurgie stéréotaxique est réalisée 4 semaines aprés la chirurgie du cuff et aucun traitement
anti-inflammatoire ou analgésique post-opératoire n’est donné pour ne pas altérer le phénotype
neuropathique. A la fin de la chirurgie, la peau du crane est recousue (Ethilon™ 5-0 30" 16 mm
3/8C) et I'animal est placé en cage de repos jusqu’a son réveil complet avant d’étre remis dans sa

cage d’origine. Un suivi éthique quotidien est réalisé jusqu’a récupération totale.
Expérience 3 :

Pour les mesures de la dynamique de libération de la DA dans le NAc en réponse a la stimulation
de la VTA, deux vecteurs viraux différents sont injectés lors de la chirurgie stéréotaxique. Une
injection de particules virales adénoassociées AAV5-Syn-FLEX-rc[ChrimsonR-tdTomato] (AAV5/
titration : 2 5x10"2 vg/mL ; 500 nL) dans la VTA de souris DAT-IRES-Cre permet I'expression d’une
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opsine excitatrice décalée dans le rouge spécifiquement dans les neurones DA de cette région.
Linjection est réalisée unilatéralement dans la VTA (AP = -3,3 mm, ML = +0,4 mm, DV = -4,0 mm)
dans I'hémisphére ipsilatéral a la patte opérée des souris « Sham » et « Cuff ». Une seconde
injection de particules virales adénoassociées (pAAV-hSyn-dLight1.2 (AAVS/ titration : = 4x10'?
vg/mL ; 500 nL) dans le NAc permet I'expression du senseur de la dopamine DLight dans cette
région. L'injection est réalisée dans le NAc (AP = +1,5 mm, ML = +1,2 mm, DV =-3,8 mm) du méme
cOté que la premiére injection. Pour réaliser les expériences chez la souris vigile, des fibres optiques
(2 par souris ; Doric ; @ = 400 ym, ouverture numeérique Ouverture Numérique = 0,67) sont ensuite
implantées au niveau du site d’injection dans la VTA et 200 um au-dessus du site d’injection dans le
NAc. Une vis (& = 1,6 mm ; M2) est placée au niveau de 'hémisphére controlatéral a la patte opérée
(AP :-2,0 mm, ML : 2,0 mm) de maniére a fournir un point d’ancrage au ciment dentaire. Du ciment
adhésif dentaire (Super-Bond® Universal Kit, SUN MEDICAL Co. LTD) est appliqué autour de la
base des canules et de la vis pour fixer I'ensemble au créne, puis un chapeau composé de résine
dentaire (PALADUR®, KULZER, MITSUI Chemicals group) est réalisé autour des canules pour fixer
le tout et offrir une protection a la boite cranienne. Une couche de vernis noir est appliquée pour
rendre le chapeau opaque. Afin de favoriser la récupération des animaux en limitant la douleur et
linflammation post-opératoire, on réalise une injection sc de métacam (Meloxicam®, Biogaran 5
mg/Kg) qui est donné par voie orale dés le lendemain a travers I'eau de boisson pendant 2 jours
(Inflacam®, Virbac, suspension orale, 5 mg/kg). A la fin de la chirurgie, I'animal est placé en cage
de repos jusqu’a son réveil complet avant d’étre remis dans sa cage d’origine. Un suivi éthique
quotidien est réalisé jusqu’a récupération totale. La chirurgie stéréotaxique est réalisée 3 semaines

avant la chirurgie du cuff.
1.4. Evaluation comportementale

L'ensemble de nos tests comportementaux sont réalisés sous lumiére rouge lors de la période

d’activité des animaux.
1.4.1. Test de von Frey

Ce test permet de confirmer la présence d’une allodynie mécanique statique, un des symptémes
de la neuropathie induite par la chirurgie du cuff. Il est basé sur le réflexe spontané de retrait de la
patte provoqué lors de I'évocation d’'une douleur par un stimulus mécanique (Barrot, 2012). Le test
de von Frey consiste a appliquer, au centre de la plante des pattes arriére, des filaments calibrés de
diamétre croissant (Aesthesio®, DanMic Global LLC, San Jose, CA, USA) de fagon a exercer une
pression de 0,4 a 10 g (seuil limite). L'application du filament est stoppée dés qu’il plie ou lorsque
I'animal retire sa patte. Le seuil de sensibilité, exprimé en grammes, correspond a la force du premier
filament sur deux consécutifs qui ont entrainé au moins 3 retraits de la patte sur 5 applications. Avant

la chirurgie, les souris sont d’abord habituées a I'environnement du test de von Frey. Elles sont
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placées dans des boites de plexiglas transparentes (7 x 9 x 7 cm) et posées sur une grille métallique
surélevée durant une vingtaine de minutes. Les seuils de base « Baseline » de sensibilité mécanique
sont ensuite mesurés grace a la réalisation de 3 tests (maximum 1 test par jour) avant la chirurgie
du cuff. Une semaine aprés la chirurgie, les tests sont réalisés hebdomadairement (sauf durant la
semaine de repos suivant une éventuelle chirurgie stéréotaxique), afin de mesurer I'évolution du
seuil de sensibilité mécanique chez les souris « Sham » et « Cuff » pendant la durée des 3

expériences (8 a 12 semaines).
1.4.2. Test de pulvérisation d’eau sucrée (Test du Splash)

Ce test permet de mettre en évidence la présence d’'un comportement de type dépressif chez la
souris (Santarelli et al., 2003). Il est basé sur le fait que les souris sont des animaux qui prennent
naturellement soin de leur pelage en se toilettant de maniére spontanée lorsque celui-ci est sale.
Les souris présentant un moindre intérét pour leur toilettage mis en évidence par une diminution du
temps et du nombre de toilettages, sont considérées comme exprimant un comportement de type

dépressif.

Pour le test I'animal est placé dans une cage propre du méme type que la cage de stabulation
(1264C EUROSTANDARD TYPE Il, 268 x 215 x 141 mm, Techniplast) puis une solution de sucrose
a 20% (40 g Sucrose / Erstein® dans 200 mL d’eau) est pulvérisée sur son dos. Ceci permet de
rendre son pelage et sa téte sales et collants. Nous mesurons la latence que I'animal met a réaliser
son premier toilettage (en sec), le temps total de toilettage (en sec), ainsi que le nombre de
toilettages de la téte et du dos, sur une période de 5 min aprés la pulvérisation. L’animal est ensuite
replacé avec ses congénéres. Ce test a été réalisé sur 'ensemble des animaux « Cuff » et « Sham »

des 3 expériences, 7 semaines apreés la chirurgie du cuff.
1.4.3. Test de nage forcée (FST)

Ce test (Porsolt et al.,, 1978) se base sur le fait que lorsqu’une souris est placée dans un
environnement liquide sans possibilité de s’échapper, celle-ci va alors soit nager afin de trouver une
échappatoire soit se résigner et se laisser flotter. Plus un animal sera résigné en se laissant flotter,
plus celui-ci présentera un comportement considéré comme de type dépressif. Pour ce test, nous
remplissons un bécher (J : 16 cm, volume : 4 L, Pyrex) d’eau tiéde (2,5a 3,5L ; 24 a 25°C), puis
plagcons I'animal dans I'eau. Le test dure 7 min et nous mesurons la latence avant la premiére
immobilisation, le nombre de phases d'immobilité et le temps total d'immobilité. La souris est
immédiatement retirée du bécher si elle reste immergée pendant 5 secondes. A la fin du test, I'animal
est ensuite séché délicatement, puis replacé dans sa cage d’origine avec ses congénéres. Ce test
est réalisé 7 semaines aprés l'implantation du cuff et au minimum 48 heures aprés le test de
pulvérisation d’eau sucrée, pour éviter les effets du stress sur les animaux. Pour les animaux ayant

subi une implantation de canule (Expérience 3) nous n’avons pas réalisé ce test, les canules ainsi
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que le chapeau étant considérés comme trop lourds pour permettre aux souris de maintenir
correctement leur téte hors de I'eau.

A B C
A
; 7/
77 7
| .&
Test des filaments de Von Frey Test de pulvérisation d'eau sucrée Test de nage forcée

Figure 4. Tests d’évaluation de la sensibilité mécanique et des comportements de type dépressif.
A) Test des filaments de von Frey : ce test consiste en I'application de filaments de force croissante afin
de mesurer le seuil de retrait des pattes arriere correspondant au seuil de sensibilité mécanique. En
présence de douleur, ce seuil sera diminué. B) Test de pulvérisation d’eau sucrée (Splash test) : ce test
consiste a pulvériser une solution de sucrose sur le dos de I'animal pour provoquer un toilettage. La
diminution de ce comportement suggere la présence d’un comportement de type dépressif chez I'animal.
C) Test de nage forcée (FST pour forced swim test) : ce test consiste a placer I'animal dans un bécher
d’eau a 25°C et observer sa réaction. L'augmentation de Iimmobilité suggére la présence d’un
comportement de type dépressif chez I'animal.

2. Méthodes relatives a I'expérience 1 : Enregistrement de I'activité
électrophysiologique des neurones DA de la VTA.

2.1. Electrophysiologie in vivo

L'ensemble des séances d’enregistrement électrophysiologique sont réalisées entre 8 et 9
semaines aprés la chirurgie du « Cuff ».

2.1.1. Chirurgie

De l'uréthane (Sigma ; 10% éthylcarbamate dans de I'eau distillée, 250 mg/mL, 1 g/kg, IP) est
utilisé pour obtenir une anesthésie durable et stable (plus de 8h). Pour pallier au temps d’induction
long de I'anesthésie a l'uréthane, une complémentation par administration d’isoflurane (Vetflurane,
Virbac) est réalisée pendant les phases d’induction de I'anesthésie (3% ; 2 L/min air) et de chirurgie
(0,5-1% ; 0,5 L/min air). Lisoflurane est ensuite coupé et le niveau d’anesthésie est réajusté par des
réinjections d’uréthane au besoin (20-50 pL/injection ; IP ; minimum 30 min entre chaque injection).
Le niveau d’anesthésie est suivi tout au long de l'expérience grace a un enregistrement
électroencéphalographique (EEG), a I'observation réguliére de I'animal et a 'absence de réflexe de

retrait de la patte lors d’un pincement des pattes arriére.
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Figure 5. Dispositif d’enregistrement électrophysiologique.

A) Pour enregqistrer I'électroencéphalogramme (EEG), permettant le suivi de I'anesthésie, deux micro-vis
sont placées dans le créne, jusqu’au contact de la dure-mere, au-dessus du cortex (AP : +2,0 mm, ML : -
2,0 mm) et du cervelet (AP : -7,0 mm, ML : -2,0 mm). Une craniectomie bilatérale au-dessus de la VTA est
réalisée pour exposer le cerveau de I'animal (fenétre de 3 mm centrée en AP : -3,3 et ML : £0,4 mm). Une
fibre optique (D : 200 um) est descendue au-dessus de I'extrémité latérale de la VTA (AP : -3,3, ML : 0,9,
DV : -4,0 mm ; angle de 5° latéralement) afin de réaliser des stimulations optogénétiques (optotagging).
L’électrode d’enregistrement (borosilicate : @ : 1-2 um) est descendue rapidement au-dessus du centre de
la VTA (AP : - 3,3 mm, ML : +0,4 mm, DV : -4,0 mm) puis avec une vitesse de 1 um/sec pour rechercher
les neurones spontanément actifs. A la fin de la descente, I'électrode est ressortie du cerveau, déplacée
de 200 um et une nouvelle descente est réalisée. B) Photographie du placement des électrodes d’EEG et
de la pipette d’enregistrement (sans la fibre optique).

Aprés induction de I'anesthésie, |a souris est placée dans un cadre stéréotaxique. La température
corporelle est maintenue entre 36 et 38°C grace a un tapis chauffant contrélé par une sonde rectale.
Du gel oculaire (Ocrygel ®) est placé sur les yeux pour les protéger de la déshydratation et une
anesthésie locale (lidocaine ; 2 mg/mL ; sc) est réalisée au niveau du crane. Un nettoyage a l'alcool
70% et a la chlorhéxidine est réalisé pour obtenir une asepsie, puis le crane est exposé par incision
de la peau au scalpel. L'horizontalité du crane est vérifiée, puis une craniectomie bilatérale est
réalisée au-dessus de la VTA (fenétre d’environ 3 mm de cété autour des coordonnées par rapport
au bregma : AP : -3,3 mm, ML : £0,4 mm). Deux trous sont percés pour placer deux vis dans le
crane : une au-dessus du cortex préfrontal (AP : +2 mm, ML : - 2 mm) et I'autre au-dessus du cervelet
(AP: -7 mm, ML: -2 mm). Ces vis sont placées au contact du cerveau pour réaliser les
enregistrements EEG permettant de suivre le niveau d’anesthésie de I'animal. Nous nous plagons
en anesthésie profonde caractérisée par une activité d’'ondes lentes. Une électrode d’argent placée
au niveau de la peau du cou de I'animal sert de référence a la terre (Ground). Une fibre optique
(diametre : 100 ym / Ouverture Numérique : 0,22) est ensuite placée juste au-dessus de la VTA (AP :
-3,3 mm, ML : +1,0 mm avec 5° d’angle, DV : -4,0 mm) ce qui permet de réaliser des stimulations
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optogénétiques des neurones dopaminergiques de la VTA exprimant la channelrhodopsine suite une
injection de vecteurs viraux 4 semaines avant les enregistrements (voir chirurgie stéréotaxique).
Enfin une micropipette (1-2 ym de diamétre, 10-20 MQ, Harvard apparatus, 30-0044 GC120F-10)
remplie avec une solution de bleu de pontamine (2% pontamine skyblue, BDh Chemicals, dans de
'acétate de sodium 0,5 M) est descendue rapidement (5um/sec) dans le tissu cérébral jusqu’au-
dessus de la VTA grace & un micro-descendeur motorisé (LinLab, Scientifica). A partir de ce moment,
la recherche d’activité unitaire commence. La micropipette est descendue lentement (1 um/sec) au
travers de la VTA (DV : -3,5 mm a -5,5 mm par rapport a la dure-mére) jusqu’a ce que la micropipette
soit assez proche d’un neurone spontanément actif pour discriminer les potentiels d’action

extracellulaires du bruit.
2.1.2. Enregistrement in vivo des neurones dopaminergiques de la VTA

Les variations de potentiels sont détectées par un fil d’argent chloruré placé dans la micropipette.
Ce signal est amplifié 10 fois par un pré-amplificateur (Neurodata IR183A, Cygnus technology),
passé dans un éliminateur de bruit non filtrant (50 Hz et harmonique correspondante, Humbug®,
World Precision Instrument) puis réamplifié 100 fois et filtré (filtre passe-haut : 300 Hz, filtre passe-
bas: 5,0 kHz) par un amplificateur différentiel (Brownlee modéle 440). Le signal EEG est
directement amplifié et filtré par 'amplificateur différentiel (200x, filtre passe-haut: 0,30 Hz, filtre
passe-bas : 1,5 kHz). Les signaux (signal direct du préamplificateur avant filtration, signal unitaire et
signal EEG) sont finalement numérisés et envoyés a un ordinateur pour la collecte des données
grace a une interface CED et au logiciel Spike 2 qui lui est associé (CED 1401 ; Spike2 ; Cambridge
Electronic Design). Seuls les neurones spontanément actifs sont enregistrés et analysés. Une
premiére discrimination des neurones DA « potentiels » est réalisée en direct sur la base des
caractéristiques électrophysiologiques suivantes : 7) un PA d’une durée totale = 2,5 ms ; 2) une 1°*
partie du PA (début du PA jusqu’au point de potentiel le plus négatif) = 1,1 ms (Grace & Bunney,
1984b). Nous confirmons ensuite I'identité dopaminergique du neurone par optogénétique grace a
la méthode d’optotagging. Pour cela, nous réalisons des stimulations optogénétiques locales de la
VTA (10 trains de 10 pulses de 5 ms a 30 Hz, chaque train séparé de 30 sec) a I'aide d’un laser (06-
MLD 473 nm, Cobolt, puissance pulse : 15 mW, puissance maximum : 100 mW, longueur d’onde :
473 nm) tout en enregistrant la réponse du neurone a ces stimulations. Si le neurone émet un PA
synchronisé a chaque pulse, alors il exprime la channelrhodopsine. Comme nous utilisons une
channelrhodopsine CRE-dépendante combinée a des souris DAT-IRES-CRE, seuls les neurones
exprimant le transporteur de la dopamine (donc dopaminergiques) exprimeront la
channelrhodopsine. Ces neurones dopaminergiques sont enregistrés pendant 100 a 300 secondes
pour établir leur activité de base avant la recherche d’'un autre neurone. Une fois cette procédure
réalisée, la descente de la pipette dans la VTA est reprise. Quatre a sept descentes sont réalisées

dans chaque hémisphére du cerveau.
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Figure 7. Schéma de Ila configuration de [I’équipement nécessaire aux enregistrements
électrophysiologiques de neurones unitaires chez la souris anesthésiée.

L’activité électrique du cerveau est détectée grace a une électrode en verre contenant une solution ionique
et un fil d’argent chloruré. Le signal est amplifié 10 fois par un préamplificateur puis le bruit électrique
éliminé a 50 Hz (Humbug). Le signal est ensuite dupliqué en un signal « unitaire », permettant de visualiser
les potentiels d’action, et un signal LFP (local field potential), représentant les mouvements ioniques de la
population neuronale autour de I'électrode. Ces signaux sont amplifiés (x100) et filtrés. Ills sont ensuite
numérisés a l'aide d’un convertisseur analogue/numérique commandé par un ordinateur. Pour avoir un
retour visuel et auditif pendant les enregistrements, le signal unitaire est également couplé a un
oscilloscope et a un systeme audio. Le signal enregistré par les électrodes d’EEG est directement amplifié
(x300) et filtré avant d’étre numérisé. Enfin le convertisseur analogue/numeérique contréle un laser (473
nm). Ce laser est connecté a une fibre optique placée au-dessus de la VTA et permettant la stimulation
optogénétique de cette région.
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2.1.3. Localisation anatomique des enregistrements

Afin d’identifier précisément la position anatomique de chaque neurone enregistré, un « point
bleu » est réalisé dans la VTA en fin d’expérience. Le bleu de pontamine contenu dans la pipette est
injecté par iontophorése (courant pulsé de -8 pA, 7 sec on / 7 sec off, 15 min) au site

d’enregistrement du dernier neurone dopaminergique identifié de la journée.

L'animal est ensuite anesthésié plus profondément (5 min, isoflurane 4%, 0,5 L/min air) puis est
décapité afin de collecter le cerveau qui est immédiatement congelé dans de l'isopentane a -80°C

pendant 1 a 2 min puis conservé a -20°C.

Des coupes frontales de 40 um contenant le « point bleu » sont réalisées au cryostat (Microm
Microtech) et récupérées sur lames gélatinées. Ces lames sont ensuite dégraissées dans du Roti-
Histol (2 bains, Roti®-Histol, Roth) puis dans des bains décroissants d’alcool (2 bains a 100°, 1 bain
a 90°, 1 bain a 70°). S’ensuit un bain dans I'eau distillé puis un bain dans du rouge neutre
(C15H17CIN4, C.I 50040, Sigma-Aldrich) pour réaliser une contre-coloration. Les lames sont
ensuite déshydratées en passant successivement par un bain dans I'eau, puis dans des bains
d’alcool croissants (70°, 90° et 2 bains a 100°) pour terminer dans 2 bains de Roti-Histol. Chaque
bain dure 1 min. Les lames sont alors recouvertes d’une lamelle en utilisant un milieu de montage

non aqueux Eukitt (Kindler).

Figure 6. Microphotographie d’'une coupe frontale montrant un dépét de bleu de pontamine
(point bleu) dans la VTA.

A la fin des enregistrements, une injection iontophorétique de bleu de pontamine est réalisée pour
localiser les neurones enregistrés durant la journée. Sur la base des coordonnées stéréotaxiques
connues du point bleu, il devient possible de calculer la position anatomique de chaque neurone
enregistré en utilisant leurs coordonnées relatives a ce point. Coupe de 40 um contre-colorée au
rouge neutre.
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Les microphotographies des « points bleus » sont réalisées en lumiére transmise avec un
microscope (Nikon eclipse 80i, objectif X5) associé a une caméra digitale (cool Snap). Connaissant
les coordonnées stéréotaxiques du point bleu de chaque neurone enregistré, ces derniers sont
placés sur une carte de la VTA adaptée de I'atlas de Paxinos et Franklin (Franklin & Paxinos, 2013)
et classés selon leur localisation dans la VTA (VTA antérieure vs postérieure ; VTA médiale vs

latérale ; VTA contro vs ipsilatérale a la chirurgie du cuff).

2.2. Méthodes d’analyses

2.2.1. Détection des potentiels d’action

La premiére étape est d’isoler les PA du bruit électrique grace au logiciel Spike 2 (Cambridge
Electronics). Pour chaque neurone enregistré, nous plagons visuellement un seuil de détection juste
au-dessus du niveau du bruit (Fig.8). Lorsque le signal dépasse ce seuil, une image du signal est
capturée (3 ms avant a 5 ms apres). Cette image constitue un événement. Cette étape permet la
détection de I'ensemble des PA émis par le neurone, mais peut également inclure des artéfacts
(exemples : pic transitoire dans le bruit, artéfacts électriques...). Pour séparer les PA de ces
artéfacts, nous réalisons une analyse en composantes principales a plusieurs dimensions. Cette
technique permet d’isoler visuellement le cluster d’événements correspondant aux PA du neurone
enregistré. Dans certains cas rares, deux neurones peuvent étre enregistrés en méme temps et
'analyse en composante principale permet de séparer les PA appartenant aux deux neurones pour

les analyser séparément.

A Stimulation B
Optogénétique

050 JmV
=0 0 Oz, e
-0.50 05

mV ]
05 § | %]
.(()):2 | il i Signal LFP -0.5 A
050 mv | mv . Signal Unitaire
000 | | ‘ Signal 05 A
050 Jl ‘ i Unitaire
004 v %7

05

004 ' ' . ' ' . 100 ms

1sec

Figure 8. Exemple de trace d’enregistrement électrophysiologique in vivo.

A) Les événements sont les potentiels d’actions (PA) isolés du bruit du signal unitaire. Le signal de
champs local (Local Field Potential - LFP) présente des oscillations résultant de l'activité de la
population neuronale a proximité de I'électrode d’enregistrement. Le signal unitaire correspond a
l'activité électrophysiologique d’'un neurone unique au travers de ses PA. Enfin le signal
électroencéphalographique (EEG) est utilisé pour contréler la profondeur de I'anesthésie de I'animal
tout au long de I'enregistrement. Il est ici dit en onde lente. B) Zoom sur une portion de signal (en
rouge sur la figure A).
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2.2.2. Analyse de l'activité tonique et phasique des neurones DA de la VTA

Une analyse de la fréquence des PA est réalisée. L'activité totale est constituée de 'ensemble
des PA émis par le neurone et est classiquement appelée activité tonique dans la littérature. Cette
activité totale posséde en fait 2 composantes. Lactivité tonique dite « réelle », de type
« pacemaker » avec une fréquence moyenne de 5 Hz, et l'activité phasique dite en « burst »,
composeée de courts moments d’émission de PA a haute fréquence (Grace & Bunney, 1984a, 1984b).

Les activités tonique et phasique alternent au sein de I'activité totale du neurone, ce qui permet
d'identifier les PA appartenant a chacune de ces activités (Fig.9).

Activité Phasique Activité Phasique
O I

Activité Totale

Figure 9. lllustration de I’activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA.

L’activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA est composée de PA. L’activité dite « Totale »
est constituée de deux schémas d’activité successifs. Le premier dit « Tonique Réelle » correspond a une
activité réguliere de type pacemaker et est commun a tous des neurones DA. Le second schéma d’activité,
qui n’est observé que chez certains neurones, est l'activité phasique aussi dite en « burst ». Elle se
caractérise par de bref moments d’émission de PA a haute fréquence, suivis d’une pause dans l'activité.
Cette activité phasique débute toujours par un premier PA, qui appartient a 'activité tonique et phasique.

Pour cela, nous analysons, pour chaque neurone, la distribution de I’histogramme du logarithme
de la durée entre deux PA (ISI pour inter spike interval). Cette technique d’analyse prend en compte
le fait que tous les neurones DA de VTA enregistrés sous anesthésie ne présentent pas une activité
phasique. De plus, l'activité de ces neurones uniquement tonique suit une distribution normale de
leurs I1SI centrée autour de leur fréquence « pacemaker » (Grace & Bunney, 1984a). Les neurones
ayant une activité phasique et tonique présenteront, quant a eux, une distribution bimodale de
I'histogramme du LoglSI. Dans ce cas, pour chaque neurone, la détermination d’un seuil de durée
du log de I'lSI permet de distinguer les PA inclus dans l'activité tonique (avec un pic a basse
fréquence, ISl long) de ceux inclus dans 'activité phasique (avec un pic a haute fréquence, I1SI court).
Le seuil de détection correspond a la valeur minimale séparant ces deux pics. Cette analyse est
réalisée grace a I'adaptation d’'un script MATLAB (Pasquale et al., 2010) adapté en Python et modifié
(disponible sur GitFront : https://gitfront.io/r/PA-Derrien/93j7EocWBSSME/LoglSI-analyser-scripts/).

Le détail de notre algorithme est décrit ci-dessous.
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Pour comparer des ISI de valeurs trés différentes allant de la milliseconde a plus de 100 secondes
pour les neurones les plus lents, le logarithme de chaque ISI est calculé et un histogramme de la
distribution de ces loglSI est réalisé (100 points allant de 1034 10*2sec, distribués selon une échelle
logarithmique). Une estimation de la distribution de cet histogramme est réalisée grace une
régression locale pondérée (LOWESS, pondération : 1/10° du signal par point) combinée a un filtre
gaussien (écart-type du filtre : 0,5). Nous obtenons une matrice bidimensionnelle (100 points, y : le
nombre de points attendus, x : la taille des ISI) sur lequel nous appliquons un algorithme de détection
de pic (fonction : scipy.signal.find_peaks, paramétres : threshold = 0,5, distance : 3). Pour chaque
neurone plusieurs cas sont possibles en fonction des résultats de cet algorithme :

2 Main Window - X

Files
k7L T LEVR G LEI D: \PierreA. DERRIEN\Data-PAD\These\Data_Python\Cleaned_32Bit Browse

LUELLLRIERUIGEI D: \PierreA DERRIEN\Data-PAD\These\Data_Python\El physiology\N _burst_marked\Final_data Browse

=
meanCV2 0.701
Unanalyzed Mean_ISI 0.143
SD_ISI 0.127
cv 88.324
Mean_ISI_real 0.148
SD_ISI_real 0.127
CV_real 85.64
Acti_toni 6.971 1/s
Total_Spike_Burst 7
Bursting Bursting
Burst_Fq 0.206 1/s
Real_FQ 6.762 1/s |
%SIB 5.904
Burst_size 20
Burst_Duration 17.709
IB_Fq 61.691
IntraBurst_Fq 112.937
BurstTH1 0.026
BurstTH2 0.026 |+

| Peak | Time [ Fz |8
0 0

None

0 0.105 9.545
1 0.187 5.337
2 0.266 3.765
3

Load File : PAD-204_B Show Histogram Mark Burst Show Spikes Saves Data 0.021 48.626

Generate DataSet DataSet_2023-08-01 Save DataSet

Select Peak

Figure 10. Capture d’écran du logiciel d’analyse de I’histogramme du loglSI développé.

Cette interface graphique, codée en Python, permet 'identification des PA en « burst » d’un enregistrement
unitaire a partir d’un fichier du logiciel d’enregistrement de signaux électrophysiologiques Spike2. Les PA
en « burst » sont identifiés par I'analyse de I'histogramme du loglSI.

85



A) L'algorithme ne détecte qu’un seul pic (ou plusieurs pics, mais aucun avec une fréquence =
10 Hz : I1SI supérieur a 100 ms). Le neurone présente une distribution unimodale de ses loglISI. Le
pic correspond a l'activité tonique du neurone et celui-ci ne présente pas d’activité phasique. Ces

neurones sont caractérisés comme non burstant (Fig.11 A).

B) L’algorithme détecte deux pics, dont au moins un pic avec une fréquence = 100 ms. Nous
calculons un paramétre qui quantifie si la séparation entre les deux pics est suffisante pour les

considérer comme distincts (0 = pics non séparés / 1= pics totalement séparés) dénommé VOID :

galeur d'1SI au minimum des deux pics)

VOID =1 —

\/g(valeur d'ISI au pic principal)g(valeur d'ISI au pic secondaire)

avec g(x) = nombre d'ISI au point de la distribution x

Nous avons fixé un seuil VOID = 0,6 pour définir que nos deux pics sont bien distincts. Dans ce
cas, le neurone présente une distribution bimodale de ses loglSlI, et le pic correspondant aux ISI les
plus courts comprend les ISI de l'activité phasique. Le second pic (comprenant les ISI plus longs)
représente les IS| de 'activité tonique de ce neurone. Sile VOID est < 0,6, la distribution des ISI est
unimodale et le neurone ne présente pas d’activité phasique et est classé comme non burstant
(Fig.11 B).

C) Lalgorithme détecte plus de deux pics, dont au moins un pic avec une fréquence < 100 ms.
Toutes les paires de pics comprenant un pic principal (c’est-a-dire le pic comprenant le nombre d'ISI
le plus élevé) et un second pic (pic secondaire) sont identifi€es. Au minimum un de ces pics doit
représenter des ISI < 100 ms. Nous commencgons par calculer le VOID pour la paire de pics ayant
la valeur de pic secondaire maximale. Si le VOID est = 0,6, alors le pic présentant les ISI les plus
longs correspond au pic tonique et le pic correspondant aux ISI les plus courts au pic phasique. Si
le VOID est < 0,6, cette paire de pics est exclue des pics potentiels et 'on passe a la paire de pics
suivante jusqu’a avoir trouvé une paire de pics dont le VOID est = 0,6 ou avoir testé toutes les paires
de pics potentielles. Dans ce dernier cas, le neurone ne présente pas de 2" vrai pic. Sa distribution

est unimodale, il ne présente pas d’activité phasique et est classé comme non burstant.

Si des pics toniques et phasiques sont déterminés, nous calculons le point de la distribution
minimum entre ces pics. Tous les ISI présentant une valeur inférieure a ce seuil sont alors définis
comme appartenant a I'activité phasique, et nous définissons les IS| au-dessus comme appartenant
a l'activité tonique. Nous identifions alors les neurones présentant une activité tonique et phasique,
appelés neurones « burstant », regroupant les neurones présentant une distribution bimodale de
leur ISI ainsi qu’'un minimum de 2 périodes de burst détectés dans l'activité afin de s’affranchir des

artéfacts possibles dans la détection (Fig.11 C).
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Figure 11. Exemple de distribution du log(ISl) et des potentiels d’action (PA) obtenu a l'aide du
logiciel.

En A. est observable la distribution du loglSI d’un neurone non burstant. On peut voir que I'algorithme
détecte un second pic au-dessus de 100 ms avec un VOID < 0,6 (pic en noir) et ne place donc pas de
seuil, ce neurone présentant une distribution unimodale. En B. est observable un exemple de distribution
bimodale des PA d’un neurone présentant une activité phasique. Le seuil d’ISI afin de marquer les PA en
burst est représenté par un trait en pointillé rouge, les pics présentant un VOID supérieur a 0,6 par rapport
au pic principal sont marqués par un point rouge et les pics inférieurs par un point noir. La portion en rose
correspond ainsi a I'ensemble des ISI correspondant aux PA en période de burst. Enfin en C., est un
exemple des PA marqués comme étant en période de burst (Rose), basé sur la distribution et le seuil
présenté en B.
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Une fois les PA identifiés comme appartenant a I'activité tonique ou phasique, différents
paramétres décrivant ces activités sont alors calculés. L'activité totale d’'un neurone est la
fréquence de décharge moyenne de tous les PA émis pendant I'enregistrement. La régularité de
I'activité d’'un neurone est caractérisée par le coefficient de variation (CV, valeur sans unité). Plus
un neurone présente un CV faible, plus il a une fréquence de décharge réguliére dans le temps. Le
CV ne prenant pas en compte I'ordre d’apparition des PA, ce paramétre peut sembler inadapté
pour les neurones burstant. En effet, un neurone présentant une activité en « burst » importante
mais apparaissant de maniére réguliere va présenter un CV important (baisse de la moyenne des
ISI et augmentation de I'écart-type). Afin d’étudier la régularité locale des neurones, un second
paramétre nommé CV2 est donc utilisé. Ce paramétre est calculé pour chaque paire d’ISI et
représente la moyenne de la division de I'écart absolue entre deux ISI consécutifs et la somme de
ceux-ci. Cela va ainsi mesurer la symétrie de la durée entre le PA précédent et le PA suivant pour

chaque PA et le CV2 va représenter la moyenne de cette symétrie.

k—1 2|ISIi—ISIi441]

Ecart—type ISI
CV = s CV2 = Yk
Moyenne ISI ISI;+1S1i4q
avec ISI; = intervalles entre PA;_, et le PA;
k = nombre totale d'ISI
) ISli-1 9 Sli .
| | | 2%(33-33] 0
V2= = =0
33+33 66
33ms 33ms
ASli-1 ISli R
| | | 2¥53-13| 80
cv2= = =1.21
33+33 66
13ms 53ms

Figure 12. Exemple du calcul du CV2 en fonction de la symétrie des potentiels d’action (PA).

Le CV2 d'un ISI est une représentation mathématique qui indique si la durée entre les PA qui composent
I'ISI est proche de la durée de I'lSI précédant. Ainsi, si les durées sont identiques, le CV2 sera nul et le
premier PA de I'ISI sera centré par rapport aux PA précédents et suivants. Plus le premier PA de I'lSI est
proche du PA précédent ou du PA suivant, plus le CV2 augmentera, ce qui représente une émission de PA
non réguliere, comme dans un burst.
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De nombreux neurones DA de la VTA possédent une activité mixte phasique et tonique. L'analyse
de l'activité totale ne représente donc pas la complexité de I'activité de ces neurones. Pour affiner
'analyse, une fréquence de décharge tonique réelle, ainsi qu’'un CV réel et un CV2 réel sont calculés,
en utilisant les mémes formules que précédemment, mais en excluant les PA compris dans les
burst (le premier PA de chaque burst est conservé). Pour les neurones ne présentant pas d’activité

phasique, 'activité totale et tonique réelle est identique.

Activité Phasique

[ ]
Activité Totale

Figure 13. Définition de I’activité tonique réelle.

L'activité totale d'un neurone comprend I'ensemble des PA qu'il émet. Classiquement, la littérature décrit
cette activité comme l'activité tonique du neurone, alors qu'en pratique elle est constituée de phases
d'activité tonique « pacemaker » et d'activité phasique en « burst » du neurone. Nous définissons donc une
activité tonique "réelle" qui correspond uniquement a l'activité pacemaker du neurone. Elle comprend tous
les PA émis en dehors des périodes de burst, ainsi que le premier PA de chaque période de burst, un PA
tonique étant nécessaire a l'initiation d'une période de burst.

Enfin, 6 paramétres supplémentaires caractérisant I'activité phasique des neurones burstant sont
calculés. Il s’agit : a) de la fréquence des burst (nombre de burst / durée de I'enregistrement, en Hz),
b) du pourcentage de PA en burst (%SIB pour PA en burst ; nombre de PA en burst / nombre total
de PA), c) de la taille des bouffées (nombre de PA / burst) et d) de la durée des burst (en ms). En
plus de ces quatre paramétres classiques, deux paramétres supplémentaires intrinséquement liés
sont calculés : e) la fréquence intra-burst (nombre de PA en burst / durée totale de 'ensemble des

burst) et f) la fréquence instantanée des burst (1/1SI pour chaque ISI en burst), tous les deux en Hz.
2.2.3. Mise en évidence de sous-populations de neurones DA de la VTA

La VTA est une région hétérogéne, ou différentes sous-populations de neurones DA différent
notamment par leur forme (Phillipson, 1979a-c), leur activité (Kaufling & Aston-Jones, 2015) ou leur
site de projection en fonction de leur localisation au sein de la VTA (Lammel et al., 2012). Nos
enregistrements s’étendant sur I'ensemble de la structure et présentant des distributions non
normales, cela suggére la présence de sous-populations. Nous avons donc utilisé différentes
méthodes pour identifier d’éventuelles sous-populations de neurones DA entre les animaux des

groupes « Sham » et « Cuff ».
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2.2.3.1. Sous-populations en fonction de la présence d’une activité phasique

Le premier type de sous-population étudié se base sur la présence ou non d'une d’activité
phasique des neurones DA enregistrés. Les neurones sont séparés en neurones « burstant » et
« non burstant » (voir paragraphe 2.2.2 pour les critéres de sélections). Les paramétres d’activité

totale et tonique réelle de ces sous-populations sont comparés entre les animaux des groupes
« Sham » et « Cuff ».

Antérieur Postérieur

¥¥¥¥¥

Ventral

x Bregma: -3,07
Postérieur Postérieur

Bregma: -3,27

¥ S i
éd(al: Latérah,
\
\

Bregma: -3,63 Bregma: -3,87

Figure 13. Axes anatomiques de discrimination.

3 axes anatomiques ont été utilisés pour identifier des sous-populations de neurones DA enregistrés en
fonction de leur localisation dans la VTA : un axe antéro-postérieur, un axe latéro-médial et un axe dorso-
ventral. Les neurones antérieurs de la VTA sont définis comme tous les neurones situés avant une AP d
moins de -3,177 mm (premier quadrant), et les neurones postérieurs comme ceux situés dans les 3
quadrants suivants. Les neurones dorsaux de la VTA sont définis comme ceux situés au-dessus de la limite
supérieure du noyau interpédonculaire (IP) et les neurones ventraux comme ceux situés en dessous. Enfin,

les neurones latéraux sont définis comme ceux situés latéralement a I'lP et les neurones médians comme
ceux situés avant cette limite.
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2.2.3.2. Sous-populations en fonction de la localisation anatomique

Le deuxieme type de sous population étudié se base sur la localisation anatomique des neurones

DA enregistrés dans la VTA. 4 axes différents sont utilisés :

- Un axe antéro-postérieur sépare les neurones DA de la VTA en neurones antérieurs, localisés
avant I'apparition du noyau interpédunculaire (IP) (AP =-3,17 mm par rapport au Bregma), des

neurones postérieurs localisés aprés 'apparition de I'lP.

- Un axe médio-latéral (L = 0,3 a 0,5 mm par rapport au Bregma) sépare les neurones médiaux et

latéraux. C’est la limite latérale de I'lP qui définit précisément cette séparation.

- Un axe dorso-ventral (DV = -4,2 a -4,3 mm par rapport au Bregma) sépare les neurones en

neurones dorsaux et ventraux. C’est la limite dorsale de I'lP qui définit précisément cette séparation.

- Un axe ipsi / controlatéral sépare les neurones enregistrés du méme c6té ou du cdté opposé a la

patte opérée lors de la chirurgie du cuff.

2.2.3.3. Sous-populations en fonction des paramétres électrophysiologiques : analyse

en composante principale

Une approche de réduction de dimensions a aussi été utilisée pour identifier des sous-populations
de neurones présentant des paramétres électrophysiologiques communs. Pour cela, une analyse
en composante principale (PCA) a 3 dimensions est réalisée a partir des paramétres
électrophysiologiques suivants : activité totale, activité réelle, moyenne des ISI de I'activité totale et
réelle, écart-type des ISI de l'activité totale et réelle, CV de I'activité totale et réelle, CV2 de l'activité
totale et réelle, fréquence des burst, pourcentage de PA en burst, durée des burst, taille des burst,

fréquence intra-burst, fréquence instantanée des burst.

Un algorithme de partitionnement en k-moyennes (K-means) est ensuite réalisé pour identifier
les groupes de neurones. Cette méthode de catégorisation va minimiser la distance euclidienne
entre chaque point de données et le centroide le plus proche (représentant le centre d’'un groupe ou
« cluster » de neurones). A chaque itération, les centroides vont étre déplacés jusqu’a ce que la
somme des distances euclidienne ne change plus. Cette méthode de catégorisation présente 2
parameétres d’initialisation, le nombre de centroides et la méthode d'’initialisation de la position des

centroides.

Le nombre optimal de centroides est déterminé par la méthode "Elbow" qui consiste a calculer la
variance de l'algorithme pour différents nombres de centroides (de 1 au nombre total de points de
données) et a tracer une courbe. Le point d'inflexion sur cette courbe permet d'identifier visuellement
le nombre de clusters qui explique le mieux la variance des données sans sur-ajuster le modéle (par
exemple, a n = nombre de points total, la variance sera a zéro car chaque centroide représentera

un neurone, mais cela ne permettra pas de distinguer de sous-populations). Dans notre cas, le
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nombre de centroides n optimal est de 3. Pour rendre l'algorithme déterministe, une méthode
d’initialisation des centroides par la méthode du K-means++ est ensuite utilisée. Les centroides
initiaux sont définis afin de recouvrir le maximum d’espace de données tout en étant les plus séparés

possible. A la fin de cette analyse, nous obtenons un label (a, B ou y) pour chaque neurone.

Distance euclidienneg: \/(xa — xb)? + (ya — yb)? + (za — zb)?
avec (xa, ya, za) = coordonnées du point a

(xb,yb, zb) = coordonnées du point b

Les 3 sous-populations (a, B, y) sont ensuite caractérisées selon 3 nouveaux parameétres : leur
taille (en % de neurones / nombre total de neurones), la proportion de neurones « burstant » et non
« bustant » et la proportion de neurones appartement au groupe « Sham » ou « Cuff ». Les
parameétres électrophysiologiques (activité tonique, parameétres des burst, etc.) des sous-

populations sont ensuite définis comme décrit précédemment.

2.2.3.4. Sous-populations en fonction des paramétres électrophysiologiques : analyse

par régression non linéaire

Les sous-populations obtenues par I'analyse précédente n’ayant pas permis d'identifier des sous-
populations différentes entre les neurones DA enregistrés chez les animaux "Sham" et "Cuff", une
autre analyse a été réalisée pour identifier la présence de deux populations sur la base d’'un méme
paramétre électrophysiologique. Cette analyse est basée sur le principe que s’il n’y a qu’'une seule
population de neurones dans un échantillon, alors la distribution du paramétre étudié suivra une
distribution normale N(u, o). Lorsque que deux populations de neurones sont présentes, la
distribution du paramétre étudié suivra la somme de deux distributions normales N(y,,0;) et
N(u,,0,). Un deuxiéme principe sur lequel repose cette analyse est le fait que la probabilité
cumulative d’une distribution normale est facilement modélisée par la formule suivante :

x—p
()

V2

CumProb; o, (x) = 0.5 %[ 1 + erf

avec | = moyenne de la distribution N(y, o)

o = écart — type de la distribution N(y, o)
erf = fonction erreur

Si le paramétre étudié est composé de 2 populations neuronales, alors la probabilité cumulée de
la distribution de la somme de deux distributions gaussiennes peut étre modélisée par la fonction

suivante :

92



CumProb,p,, (x) = 0.5 * ((P * Modélepopl(x)) + ((1 — P) * Modeleyy,, (x)))

X~ M X~ MK

% & Modéley,p, = 1+ erf %

V2 V2

avec Modeleyy,, = 1 + erf

P = Pourcentage de contribution du Modeley,,,

W,0; = moyenne et écart — type de la distribution N(yy,0;)
U,,0, = moyenne et écart — type de la distribution N (|, o)

erf = fonction erreur

Sur la base de ces propriétés, pour un parameétre électrophysiologique donné, nous calculons la
valeur de probabilité cumulée pour chacun des points. Pour chaque modéle (modéle a une
population et modéle a deux populations), la méthode des moindres carrés est utilisée pour calculer
les meilleures valeurs modélisant la probabilité cumulée d’'un paramétre (pour le modéle a 1
population : u, o ; et pour le modéle a 2 populations : P, us, 01, u2, 02). Nous obtenons alors deux
modeéles, le premier a une population et le second a deux populations, permettant de décrire la
distribution de chaque parameétre. Pour définir le meilleur modéle, la somme des résidus aux carrés
(rSS) entre un modele et notre jeu de données est calculé, et un test de Fisher est effectué pour
déterminer si la différence entre les rSS de nos modéles a 1 ou 2 populations sont significativement
différentes. Comme cette méthode est extrémement sensible, nous avons fixé le seuil a < 0,0001.
Ainsi si le test est significatif, les deux rSS sont significativement différents et nous sélectionnons le
modeéle ayant le rSS le plus faible comme modéle décrivant notre jeu de données. Dans le cas
contraire, le critére de parcimonie indique que le modéle qui décrit le mieux notre jeu de données
est le modéle le plus simple, c’est-a-dire celui qui comporte le moins d’assomptions, et représente
alors forcément le modéle a une population. Pour résumer, a la fin de cette analyse nous savons si
un jeu de données est mieux décrit par une distribution normale ou par la somme de deux

distributions normales.
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Figure 14. Recherche de sous-populations neuronales : analyse par régression non-linéaire.

A) Un échantillon présentant une population unique suit une distribution normale N(u,o) dont la densité de
probabilité suit une fonction gaussienne. La transformation de cette densité de probabilité en une
probabilité cumulée est représentée par une fonction d'erreur (erf(x)). B) Un échantillon composé de deux
populations suivra donc la somme de deux distributions normales différentes N1(u1,01) et N2(u2,02) dont
la densité de probabilité suivra la somme des deux fonctions gaussiennes associées.

La transformation de cette somme gaussienne en une probabilité cumulative suivra alors la somme des
fonctions d'erreur, chacune modélisant I'une des fonctions gaussiennes. L'avantage de transformer la
densité de probabilité en une probabilité cumulée est de pouvoir estimer la distribution d'un échantillon (en
utilisant une valeur continue), tout en évitant la perte d'informations associée a la production d'un
histogramme (en utilisant une valeur discreéte).

94



Cette méthode d’analyse a été utilisée séparément sur les neurones du groupe « Sham » et du
groupe « Cuff » pour identifier si ces groupes suivaient indépendamment un modéle a une
population ou a deux populations pour chaque parameétre. Pour ne pas définir des paramétres
biologiquement aberrants, plusieurs contraintes ont été fixées. Les moyennes doivent étre
supérieures a zéro, afin d'éviter que le modéle ne soit sur-ajusté en créant par exemple une
population de neurones ayant une fréquence de décharge ou une durée des burst négative. La
contribution relative des populations, dans le modéle a deux populations, doit étre comprise entre
10% et 90%, afin d’éviter qu’une population représente 1 neurone sur 1000 et que I'autre décrive
les 99,9% de neurones restants. Pour les paramétres qui présentent une distribution sur une échelle
logarithmique (le CV, le CV2, et I'écart-type des ISI (SD ISl)) afin de réaliser 'analyse sans changer
radicalement le modéle de population, une transformation par le calcul du logarithme du paramétre
est effectuée (Log(CViotar), LOG(CV2iota), LOG(SD ISliotaic), LOG(CVieeiie), LOG(CV2rsene),LOg(SD
ISl¢ere)) avant de réaliser la détection de populations. Le résumé de cette analyse décrivant les

parameétres possédant 1 ou 2 populations est disponible dans la Table.1 de la section résultats.

A partir de ces résultats, les paramétres décrits par 2 populations sont les suivants : I'activité
totale, I'activité tonique réelle, Log(CViotale), LOG(CV2iotaie), LOg(SD ISliotae), LOG(CVicerte), €t Log(SD
ISlsere), la moyenne des ISI totaux et la moyenne des ISI réels. Seul le Log(CV2«.ie) va présenter 2
populations dans un groupe (« Cuff ») et une seule dans l'autre (« Sham »). De plus, la moyenne
des ISI (qu’ils soient réels ou totaux) n’a pas été analysable de fagon concluante par cette méthode,
les modéles présentant des formes aberrantes par rapport aux données, ce qui ne fut pas résolus
par I'application de différentes contraintes. Nous avons donc di{ exclure ces paramétres du reste de

'analyse.

Nous savons ainsi que de nombreux parameétres des neurones dans les groupes « Sham » et
« Cuff » présentent plusieurs populations significativement différentes (2 pour chaque groupe). Pour
chacun de ces parameétres, nous avons alors défini 4 populations en fonction de la valeur faible ou

élevée (Bassesham, Hautesham , Bassecur, Hautecur).

L'objectif a ensuite été de déterminer si les populations de neurones avec des valeurs basses
pour un parameétre I'étaient aussi pour d’autres parameétres (par exemple : les neurones de la
population avec une activité tonique élevée sont-ils ceux appartenant a la population avec un CV2
élevé, etc.). Pour cela, la chance d’appartenance a la population basse (Cpop basse) poOuUr chaque
neurone a été calculée pour chaque paramétre. Cette donnée est le rapport entre la valeur de la
distribution en population basse pour un neurone divisée par la somme de la valeur de la distribution
en populations basse et haute. Les paramétres des modeéles de populations de I'étape précédente

sont utilisés et la formule suivante est implémentée :
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f(x; Hpasser O-basse)

(x, Hpasser O-basse) + f(x» Hhaute, O-haute)

Cpop basse(x) = f

1 (x — w?
avec f(x,n,0) = . exp <— T)

Nous obtenons ainsi pour chaque neurone une valeur entre 0 et 1 qui va indiquer la chance qu’un
neurone appartienne a la population haute ou basse (1 = le neurone a 100% de chance d’étre dans
la population basse, et 0 = le neurone a 100% de chance d’appartenir a la population haute). Une
PCA a 3 dimensions a ensuite été réalisée (procédure identique a la PCA sur les paramétres
d’électrophysiologie décrite plus haut) en utilisant les chances d’appartenir a la Populationpasse pour
l'activité totale, l'activité tonique réelle, Log(CViotal), LOG(CV2ictal), LOG(SD I[Sliota), LOg(CVrgal),
Log(CV2«e) et Log(SD ISlse). Comme pour la premiére analyse par PCA, un K-mean est ensuite
réalisé pour identifier les sous-populations de neurones. Les mémes parametres d’initialisation sont
utilisés, sauf pour le nombre de centroides qui est ici de 4. Nous obtenons donc un label (A, B, C ou
D) pour chaque neurone. La méme caractérisation des sous-populations de neurones identifiés par
I'algorithme de K-mean est enfin réalisée.

1 ‘(X‘uhaute)z

Fraute(X,1,0)= exp(
e ( u ) Ohaute\/zn p\ zchaute2
F ( ) 1 'I(X'Hbasse)2
sselX,M,0)= ex
” u obasse\/zn p\ 20basse2

Densité de probabilité

Valeur parametre
(ex : Fréquence en Hz)

Figure 15. lllustration du calcul de la valeur de la chance d’appartenir a la population basse.
En utilisant les paramétres calculés par les modéles a deux populations, nous calculons pour chaque
neurone la valeur de la densité de probabilité correspondante pour les distributions de populations
basse et haute. Pour cela, nous utilisons une fonction gaussienne pour les populations haute et
basse. La chance d'appartenir a la population basse correspond alors a la densité de probabilité
obtenue pour la population basse au point correspondant a ce neurone, divisée par la somme des
valeurs obtenues pour les distributions haute et basse.
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3. Méthodes relatives a I'expérience 2 : Evaluation des concentrations de
dopamine dans la VTA et le NAc.

3.1. Préparation et extraction des échantillons

Huit semaines aprés la chirurgie du cuff, les animaux sont mis a mort par décapitation. Les
cerveaux sont alors collectés sur glace. A l'aide d’'une matrice (EM-69022, Electron Microscopy
Sciences Rodent Brain Matrix Mouse, 30g, Coronal) nous réalisons des sections de 1 mm sur
lesquelles des punchs (500 um, bilatéral) de la VTA et du NAc sont immédiatement réalisés et
stockés dans des tubes Eppendorf stériles placés dans la carboglace. Les échantillons sont ensuite

conservés a -80°C.

Au moment de 'analyse, les échantillons sont décongelés, soniqués (5 sec On/5 sec Off, 100 W
10 sec), puis pour chaque échantillon 100 yL d’acide ascorbique est ajouté (acide oxo-3-
gulofuranolactone, CsHgOs) afin d’éviter I'oxydation des amines pendant I'extraction. Les
échantillons sont centrifugés (30 min, 10 000 rpm, Eppendorf modele 5810R) et le surnageant est
récupéré et séparé en 3 lots. Le premier lot servira au dosage des protéines, par la méthode de
Bradford. Afin d’augmenter la sensibilité de la méthode de détection, nous utilisons une technique
de dérivation différente pour chacun des deux lots restants avant de réaliser le dosage par
spectrométrie de masse : la dansylation (permettant d’identifier la dopamine, l'acide 3,4-
dihydroxyphénylacétique (DOPAC), et I'acide homovanillique (HVA)) et TACCQ-Tag (permettant
d’identifier la dopamine). Pour réaliser une quantification absolue des neurotransmetteurs, nous
utilisons une technique de dilution isotopique en ajoutant des standards internes (ISTD) a nos

échantillons.
3.2. Dosage des protéines par la méthode de Bradford

Pour étalonner nos mesures, nous réalisons une gamme de 9 échantillons (volume final : 1 mL,
concentration finale = 0, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 mg/mL de solution d’albumine de sérum bovin)
comprenant un volume croissant de solution d’albumine de sérum bovin (solution mére a 25 pg/mL),
200 uL de réactifs de test protéique (Bio-rad Protein Assay dye - ref 5000006) et complété par de
I'eau distillée. Pour chaque échantillon, nous mélangeons 1 uL de celui-ci a 800 pL d’eau Milli-Q®
et 200 uL de réactif de test protéique (Bio-Rad) en triplicata. Aprés agitation nous mesurons ensuite

la densité optique (DO) a 600 nm a l'aide d’un spectrométre (Thermo Scientific Multiscan FC).
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Figure 16. Traitements des échantillons avant dosage par spectrométrie de masse.
Apres sonication dans I'acide ascorbique (0,1 M), les échantillons sont séparés en 3 lots. A) Le premier lot
d’échantillons est utilisé pour mesurer la concentration de protéines a l'aide de la méthode de Bradford.
Cette méthode compare la densité optique d’un échantillon a celle d’'une gamme standardisée d’albumine
de sérum bovin (BSA) pour déterminer la concentration de I'échantillon. Cela permet de normaliser les
concentrations mesurées de neurotransmetteur en fonction de la quantité de tissus prélevée. B) Le
deuxiéme lot subit une étape de dansylation avant la mesure de la concentration des neurotransmetteurs.
Cette étape va ajouter un groupement dansyle aux acides aminés des protéines et ainsi augmenter la
sensibilité de la détection. C) Le troisiéme lot subit une étape de dérivation par AccQTag. Cette méthode
ajoute un groupement spécifique aux acides aminés des protéines afin d’augmenter aussi la sensibilité de
la détection. Les lots d’échantillons B et C sont ensuite quantifiés par spectrométrie de masse.
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3.3. Dérivation par la méthode de Dansylation

Pour chaque échantillon, nous mélangeons 15 uL de surnageant a 5 uL de contrble interne
deutéré (ISTD ; D4-Dopamine, C135-02 Dopa, HVA 13CD3-D3 a 1 uM), 40 uL de bicarbonate de
sodium (NaHCOs3) et 40 yL de chlorure de dansyle (chlorure de 5-naphtaléne-1-sulfonylL, 0,85
mg/mL d’acétone). L'échantillon est alors placé a 60°C et a I'abri de la lumiére pendant 10 min.
L'échantillon est ensuite vortexé puis mis sur glace pendant 5 min. On ajoute ensuite 400 pL
d’acétonitrile (C,HsN) a 98,8% avec 0,2% d’acide formique (CH202). Aprés centrifugation de
I’échantillon (20 000 rpm, 30 min, 4°C), on récupére et séche le surnageant. Pour finir, on ajoute 20
WL d’une solution composée de 10 mM d’ammonium et de 0,2% d’acide formique dans du méthanol
a 50%. Comme contrdle, nous utilisons 3 solutions témoins : a) le témoin sans molécule ISTD (15
ML, de surnageant, 5 uL d’acide ascorbique a 0,1 M, 40 uL de bicarbonate de sodium et 40 uL de
dansyl), b) le témoin BBB, correspondant au standard sans échantillon (15 uL d’acide ascorbique, 5
ML d'ISTD, 40 pL de bicarbonate de sodium, 40 pL de dansyl) et ¢) le témoin tampon de réaction (20
ML d’acide ascorbique, 40 uL de bicarbonate de sodium et 40 uL de dansyl).

3.4. Dérivation par la méthode ACCqg-Tag

Pour cette procédure nous utilisons le kit Waters, AccQ-Tag Ultra Derivatization Kit (ref
186003836). Pour chaque échantillon, 10 uL ont été mélangés avec 30 pL de tampon borate et 10
uL d'étalons internes (80 pmol de D4-dopamine, 80 pmol de D4-sérotonine, 80 pmol de D6-
noradrénaline, 100 pmol de D6-GABA et 360 pmol de D5-glutamate ; Sigma Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France). Ensuite, 10 pL de réactif AccQtag Ultra ont été ajoutés et le mélange a été incubé
pendant 10 min a 55°C sous agitation (500 rpm). Aprés l'incubation, 200 pL d'acétonitrile 100% ont
été ajoutés, les échantillons ont été agités, centrifugés (20 000 g, 4°C, 5 min) et séchés sous vide.
Les échantillons ont été remis en suspension dans 20 uL de H20/0,1% d'acide formique (v/v) et 5

uL ont été analysés par chromatographie liquide-spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS).

3.5. Analyse des échantillons par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie

liquide haute pression(HPLC)

Les analyses ont été réalisées avec un systeme Dionex Ultimate 3000 HPLC (Thermo Electron,
Villebon-Sur-Yvette, France) couplé a un spectrométre de masse Endura triple quadripble (Thermo
Electron). Le logiciel Xcalibur v4.0 (RRID : SCR_014593 ; Thermo Electron) a été utilisé pour
controler le systéme. Les échantillons ont été chargés sur une colonne ZORBAX SB-C18 (150 x 1
mm, 3,5 ym, débit de 90 uL/min ; Agilent, Les Ulis, France) chauffée a 40°C. Les conditions LC et

MS/MS utilisées sont détaillées dans les tableaux ci-dessous (Table.1 A et B).

L'identification des composés a été basée sur les ions précurseurs, les ions fragments sélectifs
et les temps de rétention obtenus pour la contrepartie lourde présente dans I''STD. La sélection des

transitions controlées et I'optimisation de I'énergie de collision et des paramétres de la lentille a radio
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fréquence (RF) ont été déterminées manuellement (pour plus de détails, voir la Table.1 C). La

qualification et la quantification ont été effectuées en utilisant le mode de surveillance des réactions

multiples (MRM) selon la méthode de dilution isotopique.

A

Chromatographie liquide
a haute pression

Séparation moléculaire

Acétonitrile

orrinonids

O Cluster Apolaire
@ Cluster Polaire

lonisation des
molécules

—

Spectrometre de Masse

Sélection de I'ion parent

Analyse des fragments

I

Fragmentation de I'ion

Abondance Relative

Poids moéculaire (Da)

Deutéré

Temps (min)

1

Temps (sec)

Figure 17. Schéma du systéme de spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide
haute pression.
A) Aprés dansylation ou dérivation, les échantillons sont placés dans une colonne de chromatographie
liquide haute pression. Un flux d’acétonitrile va entrainer les molécules présentes dans I'échantillon en
fonction de leur polarité, les clusters polaires étant retenus par la colonne ZORBAX. B) A la sortie de la
colonne de chromatographie, les molécules sont ionisées par électro-nébulisation puis sont sélectionnées
par le spectrométre de masse. L’ion sélectionné est ensuite fragmenté par électro-nébulisation d’argon.
Les fragments de neurotransmetteur obtenus sont ensuite analysés au travers de 'abondance relative avec
un neurotransmetteur deutérée ainsi que par leur temps de rétention et poids moléculaire.
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Phase Mobile Paramétres de Spectrométrie de Masse
Acétonitrile H20 Acide Formique Mode Positif
Phase Mobile A 1% 98,9% 0,1% Voltage 3500V
Phase Mobile B 99,9% 0 0,1% Gaz de Nebulisation Nitrogene
SZSZO(:\?;;?:): ?a(:gte) 18R
Gradient HPLC e
= - . e g 71 13 — 8 Gaz Auxiliaire 7Arb
; EMEs|(miL) ! 4 T° tube de 297°C
% de I;'rhgse 0 0 20 98 98 0 0 transfeére des ions
mobre T° de vaporisation 131°C
Résolution Q1 et Q3 0,7 FWHM
Pression du gaz de
collision (CID, argon) 2 mforr
C
Parameétres de Spectrométrie de Masse
Composs Polants Précurseur Produit Type d'ion Energie de | RF Lens
B (m/2) (m/2) produit collision (V) | (V)
Dopamine Positive 324,14 116,11 Quantification 54,24 206
Dopamine Positive 324,14 145,11 Qualification 33,36 206
Dopamine Positive 324,14 171,06 Qualification 23,90 206
D4-Dopamine Positive 328,14 122,11 Quantification 35,00 206

Table 1. Tableau des parameétres de spectrométrie de masse couplée a la chromatographie liquide
haute pression.
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4. Méthodes relatives a I'expérience 3 : Evaluation de la dynamique de dopamine
dans le NAc en réponse a des stimulations de la VTA.

4.1. Enregistrement par photométrie de fibre de la dynamique de libération de DA dans le NAc

chez I'animal éveillé

Nous réalisons des enregistrements de la dynamique de libération de dopamine dans le NAc en

réponse a des stimulations optogénétiques des neurones DA de la VTA chez la souris éveillée.

Une channelrhodopsine décalée vers le rouge a été sélectivement exprimée dans les neurones
DA de la VTA (voir chirurgie stéréotaxique), et pour la stimuler nous utilisons une source LED rouge
(625 nm, LEDFRJ_625, Doric Lenses ; Puissance max : 14 mW) connectée a un pilote de LED
contrdlable par des signaux externes. A 'aide d’'un CED (CED 1401 ; Spike2 ; Cambridge Electronic
Design) et du séquenceur de signaux TTL du logiciel Spike2, nous réalisons plusieurs protocoles de
stimulation optogénétique de la VTA. Dans un premier temps, nous utilisons des protocoles de
stimulation tonique dite « pacemaker ». Ces stimulations consistent en 100 pulses de lumiéere de 5
ms a différentes fréquences (1;2,5;5;7,5; 10; 12,5 et 15 Hz). Dans un second temps, nous
utilisons des protocoles de stimulations phasiques dites « en burst ». Ces stimulations consistent en
10 trains de 10 pulses de lumiére de 5 ms a différentes fréquences (10 ; 20 ; 30 ; 40 ; 50 et 60 Hz),

les 10 trains de pulses étant séparés de 20 secondes chacun.

L'enregistrement des variations de la libération de DA dans le NAc est réalisé grace a un systéme
de photométrie de fibre Doric Lenses, permettant de mesurer de la fluorescence émise par le
senseur de la dopamine DLight. Deux longueurs d’excitation de 465 nm (signal dépendant du
DLight) et de 405 nm (point isobestique) sont émises par des LEDs (465 nm : LEDC1-B_FC, 405
nm : LEDC1-405_FC ; Doric Lenses) contrélées par une console programmable de LED bi-canal
(LEDD_4, Doric Lenses). Les faisceaux lumineux sont canalisés dans une fibre optique multimode
de 400 um pré-photoblanchie (MFP_400-430/1100 ; ouverture numérique : 0,57, longueur : 1,2 m)
a l'aide d’'un Mini cube (FMC2, Doric Lenses). Lintensité de la lumiére a la pointe de la fibre a été
maintenue entre 10 et 30 uyW pour toutes les sessions. La fluorescence du DLight et celle du point
isobestique sont mesurées (12 kHz) via la méme fibre optique, en utilisant un photorécepteur
(DFD_FOA _FC, Doric Lenses) a l'aide du logiciel Doric Neuroscience Studio (v :6.1.1.1, Doric
Lenses). La console de photométrie recoit aussi en paralléle un signal TTL permettant d’enregistrer

les différents stimulus en temps réel.
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Les stimulations sont réparties sur 2 jours consécutifs, les stimulations toniques étant réalisées
le premier jour et les stimulations phasiques le second. Les stimulations ont lieu une premiére fois
une semaine avant la chirurgie du Cuff, puis toutes les 2 semaines jusqu’a la semaine 10 post-
chirurgie. Les expériences sont réalisées avec des cables (MFP_400/430, NA : 0,57, & : 400 ym,
Longueur : 1,2 m, Doric Lenses) connectés aux canules placées sur la téte des animaux et les
animaux sont habitués aux cables lors de 2 séances de 20 min (1 séance par jour) avant la premiére
séance enregistrement. L’habituation et les enregistrements sont réalisés dans un champ ouvert
transparent (longueur 61,2 cm ; largeur 43,5 cm; hauteur 21,6 cm) donc le sol est recouvert de sciure

(2 cm). Les séances de stimulation durent environ 20 min / jour.
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Figure 18. Schéma de I’enregistrement des réponses aux stimulations optogénétiques de la VTA.
Au moins 3 semaines avant les premiers enregistrements, des AAV codant pour une ChR Cre-dépendante
dans la VTA et pour le DLight dans le NAc sont injectés. Pendant les enregistrements en photométrie, les
souris sont connectées au dispositif via deux fibres optiques respectivement reliées a la canule de la VTA
et du NAc. La canule dans la VTA est connectée a une LED rouge (625 nm) pour les stimulations
optogénétiques. Cette LED est contrdlée par TTL via un convertisseur analogique/numérique (CED). Le
CED envoie également un signal TTL a la console de contréle des minicubes (Console Doric Lenses) pour
synchroniser les stimulations et les enregistrements photométriques. Les minicubes sont des LED
contrélées par la console de photométrie, associées a un photorécepteur pour enregistrer la fluorescence
du biosenseur. Ce systeme permet d’enregistrer deux souris en paralléle (une par minicube).

Aprés la derniére séance d’enregistrement (12°™ semaine), les animaux sont anesthésiés
profondément a l'aide d’'un mélange de kétamine (Kétamine 1000®, Virbac, 100 mg/kg) et de
xylazine (Paxman®, Virbac, 20 mg/kg). Nous réalisons alors une perfusion intracardiaque de PFA
4% (paraformaldéhyde) dans un tampon phosphate (PB, NaH,PO4 0,016 M + Na;HPO4 0,065 M,
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concentration finale : 0,1 M, pH : 7,2) pendant 15 min afin de fixer les tissus. Nous collectons le
cerveau et le plagons pendant 24 heures dans du PFA 4% puis dans du tampon phosphate-saline
(PBS, PBS X10 Euromedex, 10% dans eau distillé, pH : 7,0). Nous réalisons alors des coupes de
40 um de la VTA et du NAc au vibratome (Leica, VT 1000s).

Pour observer la fluorescence du biosenseur DLight, nous réalisons une immunohistochimie
contre la green-fluorescent-protein (GFP) de ce biosenseur. Pour cela, nous réalisons 3 ringages
des coupes (5 min) au PBS, puis une saturation des sites aspécifiques par I'application d’'un mélange
composé de 5% de sérum de chévre (GS) et de PBS associé a 0,1% de Triton (Triton™ X-100,
Sigma®) (PBS-T). Nous incubons ensuite avec un anticorps primaire monoclonal de rat anti-GFP
(1/1500, Anti-GFP rat, IgG2, GFO90R, Nacalai Tesque Inc) pendant 12 heures dans un mélange 1%
GS et de PBS-T sous agitation Iégére. Aprés 3 ringages au PBS (5 min / ringage), nous incubons
avec l'anticorps secondaire couplé a un chromophore photo-excitable (1/500, Goat anti-Rat IgG,
Invitrogen, FITC488) pendant 3 heures dans un mélange 1% GS et de PBS-T sous agitation légére.
Nous réalisons ensuite 3 ringages au PBS (5 min) et appliquons un mélange de DAPI (1/100¢, DAPI
MBDO0015, Roche®) dans du PBS. Les coupes sont enfin montées sur lame adhésive (Epredia™,

SuperFrost Plus™) avant de les protéger par une lamelle associée a du Fluoromount-G™.

Afin de confirmer la bonne localisation des injections virales et des canules, des photographies
sont réalisées grace a un scanneur de lame automatisé (NanoZoomer® S60 Digital slide scanner
C13210-01, Hamamatsu, objectif X20). Nous imageons la fluorescence a 580 nm afin d’observer la
eGFP (excitation : 480 nm) fusionnée au DLight dans le NAc. Pour observer la fluorescence de la

Chrimson, couplée a une tdTomato, nous imageons a 581 nm (excitation : 554 nm) dans la VTA.
4.2. Méthodes d’analyses

Une fois les enregistrements en photométrie de fibre effectués grace au logiciel Doric
Neuroscience Studio, les signaux obtenus sont traités et analysés a l'aide du langage de
programmation Python. Chaque enregistrement présente un type de stimulations, tonique ou

phasique, pour une fréquence spécifique.

Pour chaque enregistrement, I'analyse débute par la vérification que les photomeétres ne sont pas
saturés et par la détection d'éventuels artéfacts a I'aide d'un algorithme de gradient du signal
(Fig.19). Le gradient mathématique d'un signal correspond a la dérivée de ce signal par rapport a la
variable indépendante représentant la variation instantanée du signal en fonction de cette variable,
dans notre cas le temps. Si en un point donné, la valeur du gradient dépasse de 5,5 fois I'écart-type
du gradient, nous considérons cette partie du signal comme un artéfact et I'éliminons de nos

analyses. Cette valeur a été définie arbitrairement par observation visuelle des signaux.
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A Signal de photométrie

Temps (sec)

moyenne + 5.5 écart-type

moyenne - 5.5 écart-type

Figure 19. lllustration de la détection d’artéfacts par le gradient du signal.

A) Exemple d’un signal photométrique présentant un artéfact.

B) Gradient du signal observé en A. On peut voir que seul I'artéfact (portion en rouge) entraine une variation
importante du gradient.

A partir du signal mesuré et du point isobestique, nous calculons le signal AF/F qui permet de
corriger I'effet du photoblanchiment du signal au cours du temps. Cette permet aussi de limiter les

artéfacts de signal provoqués par les mouvements de I'animal. Ce signal AF/F est défini par la

formule suivante :

avec: y; € Signal photométrique mesuré
x; € Signal isobestique mesuré

Yi= ax;— b
(@b) = argmingeg » O = B — @)
i

= régression linéaire par la méthode des moindres carrés

A partir de ce signal AF/F, nous analysons de fagon indépendante chaque essai comme suit.

105



Pour les stimulations toniques, un essai correspond a un train 100 pulses de lumiére de 5 ms
réalisés a des fréquences de 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 12,5 ou 15 Hz. Un essai par fréquence est réalisé

par animal, et nous analysons le signal entre 5 sec avant le début et 30 sec aprés chaque essai.

Pour les stimulations phasiques, un essai correspond a un train de 10 pulses de lumiéres de 5 ms
réalisés a des fréquences de 10, 20, 30, 40, 50 ou 60 Hz. 10 essais séparés de 30 secondes sont
réalisés par animal, et nous analysons le signal entre 5 secondes avant et 20 secondes aprés

chaque essai.

Les signaux AF/F étant dépendants de variations interindividuelles liées a I'expression du DLight
et a la position anatomique des canules, ils ne sont pas directement comparables entre les animaux.
Pour remédier a ce probléme, les signaux sont normalisés pour chaque essai en utilisant les 5
secondes précédant la premiére impulsion lumineuse. Des valeurs de Z-Score sont ainsi obtenues,
représentant la magnitude de la dynamique de libération de DA en réponse aux stimulations de la
VTA.

dfi —v

ZScore,, =
l ¢

Af 1 1 ,
avecdfy =" ()i y =1 ). dfis 9= [a=g ). (@fi=y)* n= Card([k, )
i€[k,1] i€[k,l]

k = temps début ZScore (=5 sec ici), et | = temps fin Zscore (O sec ici)

Pour les stimulations toniques, nous mesurons l'aire sous la courbe (AUC) pendant 'ensemble

de la période de stimulations.

Pour les stimulations phasiques, les réponses obtenues sont des pics transitoires du signal. Nous
avons réalisé 10 essais par animal (10 trains de 10 pulses de lumiére), mais les essais sont analysés
de fagon indépendante. Le but de I'analyse est de définir, pour chaque essai, si le pic obtenu est

suffisamment différent des variations naturelles du signal pour étre qualifié de « réponse ».

L'analyse commence par la modélisation de la courbe de réponse pour chaque essai. Un sous-
échantillonnage (1 point sur 550 contre plus de 300 000 points avant sous-échantillonnage) permet
de réduire le temps de calcul du modéle sans perdre d’information. Nous utilisons ensuite un
algorithme de Savitsky-Golay (fenétre du filtre : 12% des points, polynéme : 6). Cette méthode de
lissage permet de réduire le bruit tout en conservant les tendances et caractéristiques importantes
du signal. Nous mesurons alors la moyenne (u) et I'écart-type (o) de 'amplitude du ZScore sur les
5 secondes précédant le début des stimulations optogénétiques pour définir un seuil de réponse

correspondant a une variation de y+2¢.
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Si lors de I'essai, aucun point du signal lissé ne dépasse ce seuil aprés le début de la stimulation,

'essai est considéré comme un échec.

Si le signal lissé dépasse le seuil, nous détectons le premier point apres la stimulation au-dessus
de ce seuil, puis le premier point ou il repasse en dessous. Nous reportons ensuite ces points sur le
signal non lissé et sélectionnons comme début et fin de la réponse les points du signal non lissé a
la plus petite distance euclidienne du signal lissé. Le temps écoulé entre ces deux points correspond

a la durée de la réponse.

En observant la distribution des durées de réponse et les signaux bruts, nous avons pu
déterminer que si la durée de la réponse était inférieure a 350 ms, le pic observé n’était pas di a la
stimulation optogénétique mais a des variations naturelles du signal. Par conséquent, seuls les
essais dont le temps de réponse est supérieur a 350 ms sont considérés comme répondant.
Plusieurs parameétres de ces réponses sont ensuite analysés (Fig.20) : le temps de début et de fin
de la réponse ainsi que la durée de la réponse, la valeur du pic maximum obtenu pour la réponse
(Maximum en Z-Score) ainsi que le temps nécessaire pour atteindre ce maximum (Temps Maximum,
en sec), la cinétique de la réponse caractérisée par 4 pentes : celle de la courbe entre le début de
la stimulation et le début de la réponse (Penteorep), celle entre le début de la réponse et le maximum
du pic (Penterep-max), Celle entre le début de la stimulation et le maximum du pic (Penteo-max) €t celle
entre le maximum du pic et la fin de la réponse (Pentemaxrin). Pour estimer la quantité relative de
dopamine libérée en réponse a la stimulation de la VTA, des aires sous la courbe (AUCs) de
différentes portions du signal sont mesurées : ’AUC entre le début et la fin de réponse (AUCrep),
I’AUC entre le début de la stimulation et le début de la réponse (AUCo.peput), | ’"AUC entre le début de
la stimulation et le pic maximum (AUCo.vax), 'AUC entre le pic maximum et la fin de la réponse
(AUCwmax-rin), 'AUC entre le début de la stimulation et la fin de la réponse (AUCo.rin), TAUC entre le

début de la stimulation et la fin de la zone analysée (20 sec aprés la stimulation) (AUCa).

Sur 'ensemble des paramétres calculés, 'AUCrep, le Maximum, le Temps pour maximum, le
temps de Début, le temps de Fin et enfin la Durée sont les 5 paramétres présentant les altérations

les plus significatives. Ces parameétres seront ceux détaillés dans les résultats.

Pour comparer les groupes d'animaux « Cuff » et « Sham », nous considérons chaque essai
comme un événement indépendant. Les parameétres ne pouvant étre identifiés sur des échecs de
réponse, le méme nombre d'essais de réponse positive par animal est utilisé afin de ne pas biaiser
les analyses statistiques. Nous déterminons donc pour chaque semaine d’expérience un nombre
minimum de réponses communes (n) a chaque fréquence de stimulation (n entre 6 et 8), excluons
les animaux qui ne présentent pas assez de réponses, et conservons les n premiéres réponses pour
chacun des animaux sélectionnés (ex: n =8, nous conservons les 8 premiers essais marqués

comme répondant).
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Stimulation Optogénétique
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Figure 20. lllustration des paramétres des courbes de réponse aux stimulations de la VTA.

Pour chaque train de stimulation optogénétique de la VTA, nous identifions si le signal présente une
réponse significative lorsque comparée aux variations naturelles du signal. Une réponse significative est
définie comme une augmentation du signal au-dessus d’un seuil (moyenne + 2 écarts-types de la zone
avant la stimulation, ligne pointillée rouge) pendant un minimum de 350 ms. Le point de Début (point de
croisement du signal et du seuil, en ms, en vert) et le point de Fin (point de croisement du seuil et du signal,
en ms, en mauve) sont alors définis. La Durée va correspondre au temps entre ces deux points. Le
maximum du pic entre ces deux points et le temps pour y arriver sont alors définis (Max et Temps pics en
Jaune). Les parametres de cinétique sont ensuite calculés : la pente Début (fléeche verte) correspond a la
pente entre Début et Max et la pente de Fin (fleche bleue) correspond a la pente entre Max et Fin. L’ AUCrep
correspond a ’AUC entre la fin de la stimulation et la Fin de la réponse.
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5. Statistiques

Les résultats sont exprimés en moyenne + I'erreur standard a la moyenne (SEM). Les statistiques
sont réalisées grace au logiciel Statistica (Statsoft, Tulsa, USA ; version 7.1) ou aux librairies Python
SciPy (version : 1.10.1) et Pingouin (version : 0.4.0) en fonction des besoins. Les graphiques sont
réalisés a I'aide de la combinaison des librairies Seaborn (version : 0.11.2) et Matplotlib (version :
3.5.2).

Les valeurs obtenues pour chaque point temporel lors de la mesure du seuil de sensibilité
mécanique des pattes des animaux de chaque groupe sont analysées comme des variables
dépendantes, car évaluées chez le méme animal. Des analyses de la variance (ANOVA) a mesures
répétées sont utilisées pour ces données, suivies d'un test post-hoc de comparaison multiple
(Duncan). Les valeurs obtenues pour les tests du Splash et du FST étant considérées comme des
valeurs indépendantes entre groupes et présentant des distributions ne suivant pas une loi normale,
le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (test de mwu) est utilisé pour les comparaisons

deux a deux.

Les valeurs obtenues pour les données électrophysiologiques étant considérées comme des
valeurs indépendantes entre groupes et présentant des distributions ne suivant pas une loi normale,
le test non paramétrique de Wilcoxon-Mann-Whitney (test de mwu) est utilisé pour les comparaisons
deux a deux. Pour les comparaisons multiples sur les paramétres d’électrophysiologie, une analyse
de la variance a 1 ou 2 voies est utilisée en fonction des besoins (ANOVA), suivis d’un test post-hoc

de comparaison multiple (1 voie : Games-Howell, 2 voies : Duncan).

Les valeurs obtenues pour les données de spectrométrie de masse étant considérées comme
des valeurs indépendantes entre groupes, nous réalisons des tests de comparaison indépendants

de Student (test de t) ou des tests de mwu en fonction de la normalité de I'échantillon de données.

Les valeurs obtenues en photométrie de fibre sont considérées comme indépendantes entre les
groupes, les semaines et les fréquences car nous analysons séparément chaque essai. Ces

données ne présentant pas d’égalité de leur variance, le test t de Welch (Welch) est utilisé.

Les résultats sont considérés comme statistiquement significatifs quand p < 0,05. Dans le cas
spécifique de I'évaluation des modéles de distributions des paramétres électrophysiologiques, nous
utilisons un test de Fischer d’égalité des variances (test de F) pour évaluer la différence significative
de nos jeux de données. Les distributions sont dans ce cas considérées comme significativement

différentes statistiquement lorsque p < 0,0001.
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Résultats

1. Expérience 1 : Identification des altérations de I'activité électrophysiologique
des neurones DA de la VTA lors de I'expression de la comorbidité douleur-
dépression.

1.1. Evaluation comportementale de la comorbidité douleur-dépression

1.1.1. Evaluation de I'évolution du seuil de sensibilité mécanique

Le seuil de sensibilité mécanique des pattes arriére des animaux a été suivi a l'aide du test de
von Frey. Une ligne de base (baseline) est réalisée dans la semaine avant la chirurgie puis, aprés
une semaine de repos post-chirurgie, les animaux ont été testés une fois par semaine durant les 8
semaines de I'expérience. L'implantation du manchon diminue le seuil de sensibilité mécanique de
la patte ipsilatérale a la chirurgie chez les animaux du groupe « Cuff » (patte ipsilatérale a la chirurgie
1,17+0,06 g) (ANOVA a mesures répétées, interaction patte x chirurgie F, ss3 = 35.83, pval < 1%,
post-hoc test de Duncan < 0,05 pour la patte ipsilatérale a la chirurgie de la semaine 1 a 8), mais
pas celui de la patte controlatérale a la chirurgie (2,46 + 0,08 g). La pseudo-opération, effectuée
chez les animaux du groupe « Sham », n’altére pas le seuil de sensibilité mécanique de leurs pattes

arriére (patte ipsilatérale a la chirurgie : 2,86 + 0,08 g, patte controlatérale : 2,98 + 0,07 g) (Fig.1 A).
1.1.2. Evaluation des comportements de types dépressifs

Les tests sont réalisés la semaine précédant les enregistrements électrophysiologiques. Le test
de pulvérisation d’eau sucrée (test du Splash) révéle un temps de toilettage plus bas chez les
animaux du groupe « Cuff » que chez ceux du groupe « Sham » (Sham : 101,56 + 6,5 sec ; Cuff:
62,3 + 4,6 sec, mwu = 158, p = 2,7¢”) (Fig.1 B). 48 heures aprés, un test de nage forcée est réalisé.
On observe une augmentation du temps d’immobilité chez les animaux du groupe « Cuff » comparé
a ceux du groupe « Sham » (Sham : 78,2 + 8,9 sec, Cuff : 109 + 8,2 sec, mwu = 477,5, p = 0,041)
(Fig.1 C). Ces résultats illustrent respectivement, chez les animaux du groupe Cuff, un manque
d’intérét dans leurs soins personnels ainsi qu’un comportement de résignation. Ces comportements
caractérisent un phénotype de type dépressif 7 semaines aprés linduction de la douleur
neuropathique. Les animaux du groupe « Cuff» expriment donc une comorbidité douleur-

dépression.

110



Evaluation du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriére
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Figure 1. Evaluation comportementale des animaux des procédures d’électrophysiologie in
vivo.

A) Représentation graphique du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriere des animaux des groupes Sham
et Cuff estimé par le test des filaments de von Frey. Une diminution du seuil de sensibilité mécanique est observée,
de la 1 a la 8°™ semaine post chirurgie, chez les animaux du groupe « Cuff » pour la patte ipsilatérale a la
chirurgie par rapport a celle controlatérale et par rapport aux deux pattes arriére des animaux du groupe « Sham ».
B) Histogramme du temps de toilettage lors du test de pulvérisation d’eau sucrée 7 semaines apres la chirurgie
chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». Une diminution du temps de toilettage illustre un phénotype
de type dépressif chez les animaux du groupe « Cuff ». C) Histogramme du temps d’immobilité lors du test de la
nage forcée 7 semaines apreés la chirurgie chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». Une augmentation
du temps d’immobilité illustre un phénotype de type dépressif chez les animaux du groupe Cuff. (*) p < 0,05 ; (**)
p<0,01;(** p<0,001

111



1.2. Evaluation de I'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA

1.2.1. Activité totale et tonique réelle

Les enregistrements de I'activité électrophysiologique in vivo des neurones DA de la VTA chez la
souris anesthésiée ont été réalisés entre la 8°™ et la 9°™ semaine post-chirurgie. Seuls les animaux
« Cuff » exprimant une comorbidité douleur-dépression et les animaux « Sham » ont été utilisés, et
seuls les neurones identifiés optogénétiquement comme DA (optotaggés), c’est-a-dire ceux
émettant un PA a latence fixe a chaque pulse de lumiére, ont été analysés (Fig.2 A). Chaque
neurone enregistré a été localisé dans la VTA grace a linjection de bleu de pontamine en fin
d’expérience (Fig.2 B). Les neurones DA localisés en dehors de la VTA, notamment ceux dans la
substance noire compacte (SNC), sont exclus. Les neurones analysés sont enregistrés pendant 1 a
5 min, ou pendant une période permettant I'émission d’au moins 250 PA. Au final, un total de 60
neurones dans le groupe « Sham» (29 animaux) et 73 neurones dans le groupe « Cuff » (30

animaux) a été utilisé pour les analyses.

Nous avons d’abord analysé les parametres liés a I'activité totale des neurones, c’est-a-dire a
'ensemble des PA gu’ils émettent. La fréquence des PA et le CV2, une mesure de la régularité du
patron d’émission des PA, sont similaires entre les neurones des animaux des groupes « Sham »
(fréequence des PA : 5,98+ 0,34 Hz; CV2: 0,563 +£0,03) et « Cuff » (fréquence des PA: 6,13t
0,31 Hz; CV2: 0,57 £ 0,03) (Fig.3 A.1; A.2) et sont en accord avec les données de la littérature
(Grace & Bunney, 1984a ; Kaufling et al., 2017). Ainsi, lorsque I'on examine l'activité totale des
neurones DA de la VTA, on n’observe pas de différence entre les neurones des animaux sains et

ceux présentant une comorbidité douleur-dépression.

L'activité des neurones DA de la VTA est composée d’'une activité tonique dite pacemaker a
laquelle peut s’ajouter, ou non, une activité phasique dite en burst (Grace & Bunney, 1984b).
L'activité totale comprenant a la fois I'activité tonique et phasique, nous avons défini une activité
tonique « réelle », dont sont exclus les PA en burst a I'exception du premier PA de chaque burst.
Cette activité tonique « réelle » va alors caractériser I'activité tonique « pacemaker » des neurones
au travers de la fréquence des PA ainsi que du paramétre de régularité CV2. Nous n’observons la
encore pas de différence dans la fréquence des PA «réelle » des neurones des animaux des
groupes « Cuff » (6.02 + 0,37 Hz) et « Sham » (5,97 + 0,34 Hz) (Fig.3 B.1) ou dans les valeurs de
CV2 (Sham : 0,51 £ 0,02, Cuff: 0,54 + 0,02) (Fig.3 B.2). La présence de la comorbidité douleur
dépression ne semble donc pas modifier I'activité tonique réelle, c’est-a-dire « pacemaker », des
neurones DA de la VTA.
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Figure 2. Optotagging et localisation anatomique des neurones DA de la VTA enregistrés.

A) Exemple de signal électrophysiologique unitaire lors de l'identification optogénétique (optotagging) d’un neurone
DA. Le neurone émet un PA a chaque pulse de lumiere. B) Représentation graphique de la localisation des neurones
DA enregistrés dans la VTA (en vert) chez les animaux des groupes « Sham « (points gris) et « Cuff » (points orange).
Le cadran en haut a gauche représente les neurones dans la VTA antérieure et les 3 suivants ceux localisés dans la
VTA postérieure. Le trait pointillé horizontal illustre la distinction dorso-ventrale et la ligne pointillée verticale la
distinction médio-latérale. Représentation a partir de coupes frontales de l'atlas de souris de Paxinos et Franklin
(Franklin & Paxinos, 2013.).
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Figure 3. Analyse de I’activité totale et tonique réelle des neurones dopaminergique (DA) de la VTA.
A, B) Aucune différence significative n’est observée entre les neurones des animaux des groupes « Sham » et « Cuff »
concernant la fréquence des PA et le CV2 de l'activité totale (A) et de I'activité tonique réelle (B). C) La proportion de
neurones présentant une activité en burst (« Burstant ») ou n’en présentant pas (« Non Burstant ») est similaire entre
les neurones DA des animaux des groupes « Sham » et « Cuff ».
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Tous les neurones DA ne présentant pas une activité en burst, nous avons mesuré la proportion
de ceux exprimant cette activité par rapport a ceux ne présentant qu’'une activité tonique. Les
neurones « burstant » sont définis comme présentant une distribution bimodale du logarithme des
ISI ainsi que plus de 2 événements de burst. On n'observe pas de différence dans la proportion de
neurones « burstant » et « non burstant » entre les groupes « Sham » (burstant : n = 28 neurones
46,7% ; non burstant : n = 32 neurones, 53,3%) et « Cuff » (burstant : n = 36 neurones, 49,3% ; non
burstant : n = 37 neurones, 50,7%) (Fig.3 C).

Les neurones DA de la VTA ont ensuite été séparés en 2 sous-populations sur la base de la
présence ou non d’activité en burst, et I'activité totale et tonique réelle ont été analysées (Fig.4). La
fréquence des PA pour 'activité totale (Fig.4 A.1) ou I'activité tonique réelle (Fig.4 B.1) est similaire
entre les neurones « burstant » des animaux du groupe « Cuff » (fréequence des PA de l'activité
totale : 6,16 £ 0,39 Hz ; fréquence des PA de l'activité tonique réelle : 5,94 + 0,39 Hz) et ceux du
groupe « Sham » (fréquence des PA de lactivité totale : 5,85 + 0,47 Hz ; fréequence des PA de
'activité tonique reelle : 5,7 + 0,46 Hz). La fréquence des PA de I'activité totale et de 'activité tonique
réelle sont également identiques pour les neurones « non burstant » entre les animaux du groupe
« Cuff» (6,09 £0,48 Hz) et « Sham» (6,77 + 0,51 Hz). Les valeurs de CV2 ont ensuite été
comparées. Ces valeurs pour I'activité totale (Fig.4 A.2) et tonique réelle (Fig.4 B.2) sont similaires
entre les neurones « burstant » (activité totale : 0,54 + 0,03 ; activité tonique réelle : 0,6 + 0,04) et
«non burstant » (0,54 + 0,04) des animaux « Cuff» et ceux « burstant» (activité totale :
0,56 + 0,04 ; activité tonique réelle : 0,52 + 0,03) et « non burstant » (0,57 + 0,03) des animaux
« Sham ». La présence de la comorbidité douleur dépression ne semble donc pas modifier I'activité

totale et tonique réelle dite « pacemaker » des neurones DA burstant et non burstant de la VTA.
1.2.2. Activité phasique

L'activité phasique des neurones DA de la VTA burstant a ensuite été analysée (Fig.5) a travers
6 paramétres. La fréquence des burst, correspondant au nombre moyen de burst émis par seconde,
ne présente pas de différence significative entre les neurones DA de la VTA des animaux des
groupes « Sham» et « Cuff» (Sham: 0,12 +0,03 Hz, Cuff: 0,20 +0,05Hz) (Fig.5 A).
Statistiquement, aucune différence n’est non plus présente pour le pourcentage de PA en burst entre
les neurones des animaux des groupes « Cuff» et « Sham » (Sham : 5,16 + 1,45%, Cuff:
7,2 + 1,89%) (Fig.5 B). La taille des burst, c’est-a-dire le nombre des PA observés en moyenne dans
chaque burst, et la durée moyenne des burst, sont deux paramétres directement liés. Pour ces deux
parameétres on n’observe pas de différence entre les neurones des animaux des groupes « Sham »
et « Cuff » (taille des burst : Sham : 2,14 + 0,06 PA/burst, Cuff: 2,09 £ 0,03 PA/burst ; durée des
burst : Sham : 40,69 + 5,02 ms, Cuff : 34,76 + 4,09 ms) (Fig.5 C,D). Enfin, nous avons mesuré la

fréquence intra-burst correspondant au nombre total de PA en burst divisé par la durée
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Figure 4. Activité totale et tonique réelle des neurones DA de la VTA avec et sans activité phasique.
A, B) Aucune différence significative n’est observée entre les neurones avec ou sans une activité en burst chez les
animaux des groupes « Sham » et « Cuff » concernant la fréquence des PA et le CV2 de I'activité totale (A) et de
'activité tonique réelle (B). (All = tous les neurones ; B = neurones burstant, NB = neurones non burstant).
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de I'ensemble des burst. Cette activité représente la fréquence moyenne de I'activité en burst du
neurone. De maniére intrinséquement liée, nous avons aussi quantifié la fréquence instantanée des
burst, qui va correspondre a la fréquence moyenne observée entre deux PA a l'intérieur d’'un burst.
Pour ces deux paramétres, aucune différence entre les neurones DA de la VTA des animaux des
groupes « Cuff » et « Sham » n’est observée (fréquence intra-burst : Sham : 43,91 + 5,38 Hz, Cuff :
50,04 + 5,73 Hz ; fréquence instantanée des burst : Sham : 74,02 + 8.62 Hz, Cuff: 94,07 = 10,28
Hz) (Fig.5 E, F). La présence de la comorbidité douleur-dépression ne semble donc pas altérer les

parameétres de I'activité phasique des neurones burstant.

1.2.3. Activité des neurones DA de la VTA en fonction de leur localisation anatomique dans
la VTA

Selon la littérature, le connectome d’un neurone DA varie en fonction de la localisation de son
corps cellulaire au sein de la VTA (Lammel et al., 2012). Par exemple, plus un neurone est situé
latéralement dans la VTA plus ses projections axonales vont étre orientées vers la coquille latérale
du NAc alors que les neurones localisés médialement vont quant a eux projeter de maniére
préférentielle au mPFC. Ces neurones latéraux et médiaux seront respectivement impliqués dans
le traitement des informations récompensantes et aversives (Lammel et al., 2012).Ces connexions
différentielles suggérent que les neurones DA de la VTA traitent des informations différentes en
fonction de leur localisation anatomique, et pourraient donc étre affectés difféeremment dans
différents types de pathologies, y compris lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression.
Nous avons ainsi séparé les neurones DA enregistrés dans la VTA des animaux des groupes
« Cuff » et « Sham » selon 4 axes anatomiques : un axe antéro-postérieur, un axe dorso-ventral, un
axe latéro-médial et un axe contro-ipsilatéral a la patte opérée dans la chirurgie du Cuff. La division
médio-latérale confirme les données de la littérature et montre que les neurones situés dans la partie
médiale de la VTA sont plus silencieux que ceux situés dans la VTA latérale, mais seule la division
antéro-postérieure révele des différences dans l'activité des neurones des animaux du groupe

« Sham » par rapport a ceux du groupe « Cuff ».
1.2.3.1. Activité totale et tonique réelle des neurones antérieurs et postérieurs de la VTA

L'analyse de la fréquence des PA de l'activité totale suggére la présence de différences entre les
groupes « Sham » et « Cuff » selon la localisation anatomique des neurones (ANOVA 2 voies ;
localisation x groupes : F, 1290 = 4,88, p = 0,029) (Fig.6 A.1). Les neurones antérieurs des animaux
du groupe « Cuff » ont une fréquence moyenne des PA (4,95 + 0,44 Hz) significativement plus basse
que celle des neurones antérieurs des animaux du groupe « Sham » (6,69 + 0,75 Hz, post-
hoc < 0,05). Chez les animaux du groupe « Cuff », les neurones antérieurs ont ainsi tendance a

avoir une fréquence des PA plus basse que celle des neurones postérieurs (6,57 + 0,37 Hz ; post-
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Figure 6. Activité électrophysiologique des neurones DA localisés dans la partie antérieure vs
postérieure de la VTA.

A.1) Concernant leur activité totale, les neurones de la VTA antérieure (Ant) des animaux du groupe « Sham » ont une
fréquence des PA plus élevée que ceux de la VTA antérieure des animaux du groupe « Cuff ». A.2) Concernant le CV2
de l'activité totale, ou plus la valeur est élevée plus le patron d’activité du neurone est irrégulier, on observe des
variations similaires, mais inversées par rapport aux fréquences des PA. B.1) Concernant la fréquence des PA de
I'activité tonique réelle, les neurones de la VTA Ant des animaux du groupe « Sham » présentent une fréquence des
PA plus élevée que les neurones de la VTA Ant des animaux du groupe « Cuff ». B.2) Concernant le CV2 de l'activité
totale, les neurones de la VTA Ant des animaux du groupe « Sham » présentent un CV2 significativement plus faible
que celui des neurones de la VTA Ant des animaux du groupe « Cuff ». (*) p <0,05; (**) p < 0,01 ; (***) p < 0,001
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hoc = 0,057), alors que cette tendance est opposée chez les animaux du groupes « Sham » (VTA
postérieure : 5,81 + 0,38 Hz).

La régularité de l'activité totale, reflétée par la valeur de CV2, montre aussi des différences
antéro-postérieures entre les groupes (ANOVA 2 voies : interaction localisation anatomique x
groupes : Fp, 129 = 5,54, p = 0,02) (Fig.6 A.2.), les neurones DA antérieurs ayant un CV2 plus
important chez les animaux du groupe « Cuff » (0,65 + 0,08) que chez ceux du groupe « Sham »
(0,45+ 0,04 ; post-hoc < 0,01) alors que les CV2 sont semblables en postérieur (Sham :
0,55 £ 0,03 ; Cuff: 0,54 + 0,03).

L'analyse de la fréquence des PA de I'activité tonique réelle, c’est-a-dire dépourvue de l'activité
phasique des neurones burstant, montre des résultats globalement similaires a ceux de l'activité
totale. On retrouve des différences « Sham » / « Cuff » en fonction de la localisation anatomique des
neurones DA de la VTA (ANOVA 2 voies : localisation anatomique x groupes : F, 12090 = 4,94, p =
0,028) (Fig.6 B.1). La fréquence moyenne des PA de I'activité tonique réelle est plus faible dans les
neurones antérieurs des animaux du groupe « Cuff » (4,83 + 0,45 Hz) que dans ceux du groupe
« Sham » (6,59 + 0,70 Hz, post-hoc < 0,05). La fréquence moyenne des PA de l'activité tonique
réelle des neurones antérieurs montre aussi une tendance a étre plus basse en antérieur qu’en
postérieur (6,471 £ 0,37 Hz ; post-hoc = 0,052) chez les animaux du groupe « Cuff », alors que la

tendance est opposée chez les animaux du groupe « Sham » (VTA postérieure : 5,74 + 0,38 Hz).

Finalement, la régularité des PA de 'activité tonique réelle, reflétée par la valeur de CV2 de cette
activité, présente aussi une interaction entre localisation et groupe expérimental (ANOVA 2 voies :
localisation anatomique x groupes Fi, 1290 = 4,47, p = 0,036) (Fig.6 B.2). Les neurones antérieurs
des animaux du groupe « Cuff » ont en effet un CV2 de Il'activité tonique réelle plus élevé
(0,60 + 0,06) que ceux du groupe « Sham » (0,44 + 0,04 ; post-hoc < 0,01), différence qui ne se
retrouve pas en postérieur (Sham : 0,53 £ 0,03 ; Cuff : 0,52 + 0,02).

Cuff

Non Burstant Ant 0
Non Burstant Post

L] Burstant Ant

=== Burstant Post [

Figure 7. Proportion de neurones de la VTA antérieure et postérieure présentant une activité
phasique.

Aucune différence entre la proportion de neurones DA localisés dans la VTA antérieure (Ant) ou postérieure (Post),
présentant ou non (burstant ou non burstant) une activité phasique n’est observée entre les animaux des groupes
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En résumé, en conditions basales, les neurones DA de la VTA ne présentent pas de différence
globale dans I'activité totale et tonique réelle entre animaux des groupes « Sham » et « Cuff », mais
I'expression de la comorbidité douleur-dépression diminue les fréquences moyenne de décharge
spécifiquement dans les neurones DA localisés dans la VTA antérieure, ce qui est associé a une

perte de la régularité du patron d’activité (CV2 plus élevée).

Au vu de ces résultats, nous avons émis I'hypothése que la perte de régularité des neurones DA de
la VTA antérieure chez les animaux « Cuff » pourrait étre due a un changement de la proportion de
neurones présentant une activité en burst, mais il n’en est rien (Fig.7). En effet, on n’observe pas de
différence dans les proportions de neurones « burstant » antérieurs (Sham : 13,7% n =5 ; Cuff: 8,3%
n=38) ou postérieurs (Sham : 37% n=23; Cuff: 41,7% n =28), ni dans celles des neurones
« non burstants » antérieurs (Sham : 11,0% n =7, Cuff: 11,7% n = 10) ou postérieurs (Sham : 38,4%
n=25; Cuff: 38,3% n = 27).

1.2.3.2. Activité phasique des neurones antérieurs et postérieurs de la VTA

Nous avons ensuite compare les caractéristiques des « burst » entre les neurones antérieurs et
postérieurs des deux groupes d’animaux, « Sham » et « Cuff » (Fig.8). On n’observe pas de
différence de fréquence de burst entre les neurones antérieurs et postérieurs du groupe « Sham »
(antérieur : 0,11 £ 0,07 Hz ; postérieur : 0,12 + 0,03 Hz) et du groupe « Cuff » (antérieur : 0,26 £ 0,12
Hz ; postérieur: 0,18 + 0,05 Hz) (Fig.8 A). De la méme fagon, aucune différence significative
n’apparait pour les autres paramétres des burst, c’est-a-dire pour le % de PA en « burst » (Sham :
antérieur : 3,28 + 1,89%, postérieur : 5,57 £ 1,72 % ; Cuff: antérieur 13,75 * 7,39%, postérieur
5,32 + 1,15%) (Fig.8 B), pour la taille moyenne des burst (Sham : antérieur : 2,3 + 0,30 PA/Burst,
postérieur : 2,11 + 0,03 PA/Burst ; Cuff: antérieur : 2,04 + 0,24 PA/Burst, postérieur : 2,11 £ 0,03
PA/Burst) (Fig.8 C), pour la durée moyenne des burst (Sham : antérieur: 53,03 £ 6,63 ms,
postérieur : 38,00 + 5,84 ms ; Cuff : antérieur : 34,14 + 9,35 ms, postérieur : 34,94 + 4,63 ms) (Fig.8
D), pour la fréquence intra-burst (Sham : antérieur : 35,90 + 18,29 Hz, postérieur : 45,66 + 5,41 Hz ;
Cuff : antérieur : 57,37 + 17,45 Hz, postérieur : 47,95 + 5,61 Hz) (Fig.8 E), et pour la fréquence
instantanée des burst (Sham : antérieur : 50,42 + 15,70 Hz, postérieur: 79,15+ 9,72 Hz ; Cuff:
antérieur : 113,97 + 33,65 Hz, postérieur : 88,39 + 9,31 Hz) (Fig.8 F). Les neurones DA antérieurs
et postérieurs de la VTA présentent donc des paramétres de burst similaires en conditions basales

et ne sont pas altérés pendant I'expression de la comorbidité douleur-dépression.
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Figure 8. Paramétres de I’activité phasique des neurones DA de la VTA antérieure et postérieure.
A, B, C, D, E) Aucune différence significative n’est observée entre les neurones DA, localisés dans la VTA antérieure
(Ant) et postérieure (Post), des animaux des groupes « Sham » et « Cuff » concernant les parametres suivants de leur
activité phasique : la fréquence des burst (A), le pourcentage de PA en burst (B), la taille des burst (C), la durée des
burst (D), la fréquence intra-burst (E) et la fréquence instantanée des burst (F).
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1.2.4. Clustérisations des neurones DA de la VTA en fonction de leurs parameétres

électrophysiologiques (Analyse en composante principale 1 PCA1)

Nous avons aussi cherché a identifier des sous-populations de neurones DA de la VTA sur la
base de leurs paramétres électrophysiologiques, pour déterminer si I'une ou l'autre de ces sous-
populations était spécifiquement altérée lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression.
Pour cela, nous avons réalisé une analyse en composante principale (PCA) a trois dimensions pour
définir des groupes de neurones (appelés clusters) qui partagent des parameétres
électrophysiologiques similaires. Les paramétres sont ceux liés a I'activité totale, a I'activité tonique
réelle et a I'activité en burst des neurones DA de la VTA, sans distinction de leur appartenance aux

animaux des groupes « Sham » ou « Cuff ».

L'analyse des contributions aux axes de la PCA montre que 4 paramétres et 2 axes de la PCA
(PC1 et PC3) contribuent majoritairement a I'identification de 3 clusters (Fig.9 A.1). Ces paramétres
sont la fréquence instantanée des burst (contribution : PC1 : 0,87 ; PC3 : -0,46), la fréquence intra-
burst (contribution PC1: 0,48, PC3: 0,80), la durée des burst (contribution PC2:1) et le
pourcentage de PA en burst (contribution PC3: 0,38). Les vecteurs de contributions de ces 4

paramétres en fonction des 3 axes de la PCA sont représentés sur un graphique en 3D (Fig.9 B.1).

Dans la représentation 3D de la position de chaque neurone DA enregistré en fonction des 3 axes
de PCA (Fig.9 B.2), les neurones en rouge, bleu et rose représentent respectivement les clusters
de neurones a, B et y détectés par I'algorithme de K-means. Pour visualiser plus clairement ces
clusters, 3 représentations en 2D de la position des neurones selon deux axes de la PCA sont aussi
présentées (Fig.9 C). Dans ces représentations, les clusters de neurones a, B et y sont identifiables
grace a la combinaison des axes PC1 et PC2 (Fig.9 C.1), les neurones du cluster y se distinguent
de ceux du cluster 3 grace au plan PC2-PC3 mais le cluster a ne peut étre séparé des deux autres
(Fig.9 C.2), et les positions selon les axes PC1 et PC3 permettant aussi d’identifier les clusters de

neurones aq, B et y (Fig.9 C.3).

Concernant la proportion de neurones contribuant a chaque cluster, le cluster a comprend
quasiment la moitié des neurones (n = 64/133 neurones, 48,1%), les clusters 3 et y se partageant
'autre moitié avec une légere prévalence pour le cluster y (cluster 3 : n = 27/133 neurones, 20,3% ;
clustery : n =42/133 neurones, 31,6%) (Fig.10 A).

Les neurones non burstant sont présents dans les 3 clusters (Fig.10 B). lls sont les seuls du
cluster a, ou ils sont pour 58% (n = 37) issus des animaux du groupe « Cuff » et 42% (n = 27) du
groupe « Sham ». lls sont en proportions identiques dans les clusters 3 et y, ou ils ne représentent

que 7% des neurones et sont issus uniquement d’animaux du groupe « Sham» (B:n =2,y :n = 3).
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Figure 9. Résumé de I’'analyse en composante principale (PCA1) a partir des paramétres

électrophysiologiques.

A) Représentation des valeurs de contribution de chaque parameétre électrophysiologique a chaque axe de
PCA. On observe que les paramétres décrivant I'activité tonique n’ont qu’une faible contribution par rapport
a la contribution majeure des parametres décrivant I'activité phasique. B) Représentation en 3D des
vecteurs de contribution des principaux parameétres contribuant a la PCA (B.1) et des neurones regroupés
en 3 clusters de neurones a, B, y représentés respectivement par des points rouges, bleus et roses (B.2).
C) Représentations en 2D des neurones composant les 3 clusters : axes PC1-PC2 (C.1), PC2-PC3 (C.2)

et PC3-PC1 (C.3).
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Figure 10. Analyse de la composition des clusters de neurones de la PCA1.

A) Histogramme de la proportion de neurones dans chaque cluster. Le cluster a est majoritaire, suivi du
clustery puis B. B) Représentation des proportions de neurones Burstant et Non Burstant chez les animaux
des groupes « Sham » et « Cuff » dans chaque cluster. C) Représentation des proportions de chaque
cluster chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff »

Aucune différence significative n’est observée. Cependant on constate que le cluster a est composé
uniquement de neurones non Burstant, alors que les clusters B et y sont majoritairement composés de
neurones Burstant.

En revanche, les neurones burstant représentent plus de 90% des neurones des clusters
(n = 25/27 neurones, 92%) et y (n = 39/42 neurones, 93%), ou ils sont repartis de fagon similaire
entre les neurones issus des animaux des groupes « Sham » (cluster 8 : n = 9/27 neurones, 33% ;
cluster y : n = 19/42 neurones, 45%) et « Cuff » (cluster B : n = 16/27 neurones, 569% ; cluster y :
n = 20/42 neurones, 48%). La proportion des neurones issus des animaux des groupes « Sham »
et « Cuff » est donc similaire dans les 3 clusters (Fig.10 B), et cette analyse ne permet pas
d’identifier un sous-groupe de neurones spécifique a la condition contréle ou pathologique.
Cependant, cette PCA identifie deux sous-populations distinctes de neurones DA de la VTA avec
une activité phasique, I'une avec une activité tonique faible et réguliere et I'autre avec une activité

tonique plus rapide et irréguliére. Elle révéle également une population de neurones sans activité
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phasique. La caractérisation détaillée des parameétres électrophysiologiques de ces 3 sous-

populations est présentée en Annexes.

1.3. ldentification de sous-populations de neurones DA de la VTA en fonction de leurs

paramétres électrophysiologiques (Modéle de régression)

Toujours dans le but d’identifier une ou plusieurs sous-populations de neurones DA de la VTA
altérées ou émergentes lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression, nous avons
ensuite utilisé une méthode d’évaluation de la distribution des paramétres électrophysiologiques.
Nous avons comparé la régression d’'une modélisation a une population neuronale avec celle d’'une
modélisation a deux populations neuronales, sur la probabilité cumulée de chaque paramétre
électrophysiologique (activé tonique et phasique), et cela séparément pour les neurones des
animaux des groupes « Cuff » et « Sham ». Un exemple de modélisation pour le paramétre de
fréquence des PA de l'activité totale des neurones du groupe « Cuff » est illustré Fig.11. Le modéle
a deux populations (Fig.11 A : pointillés rouges), décrit significativement mieux la distribution des
neurones que le modele a une population (Fig.11 A : ligne pointillée noire) pour ce paramétre. La
distribution a deux populations est également illustrée par la densité de probabilité (ligne pointillée

rouge) superposée a I'’histogramme de la distribution des valeurs de ce paramétre (Fig.11 B).

La comparaison entre les neurones des groupes « Sham » et « Cuff » dans I'hypothése d’'une
distribution a une population n’est pas reprise ci-dessous car elle correspond en fait aux analyses
classiques déja faites dans les sections 1.2.1 et 1.2.2 précédentes. Seuls les paramétres suivant un
modeéle a deux populations pour les deux groupes d’animaux sont détaillés ci-aprés, ce qui est le
cas d’une majorité des parameétres de I'activité tonique : fréquence des PA, écart-type des intervalles
entre PA (ISI), coefficient de variation (CV) et CV2 pour l'activité totale ; et fréquence des PA, écart-
type des IS| et du CV pour I'activité tonique réelle. Pour chacun de ces paramétres, on identifie une
population de neurones avec des valeurs « basses » (Poprasse) €t une avec des valeurs « hautes »
(Popnaute). Ces populations suivent des distributions gaussiennes et les moyennes, écarts-types et

contributions relatives de chacune de ces populations sont présentées dans la Table.1.

Pour chacun des paramétres nous avons testé si les distributions des neurones des animaux des
groupes « Sham » et « Cuff » étaient significativement mieux modélisées par I'utilisation d’'un
modéle a deux populations pour chacun des groupes ou par l'utilisation d’'un modéle a deux
populations unique pour décrire a la fois les neurones des animaux des groupes « Sham » et
« Cuff ». Ces analyses sont présentées dans la Table.2. Les sous-populations de neurones
détectées par nos modeles sont ainsi différentes entre les animaux contréles et ceux exprimant la

comorbidité douleur-dépression.
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Figure 11. Exemple d’un paramétre suivant une distribution a deux populations : la

fréquence des PA de I’activité totale des neurones des animaux du groupe « Sham ».

A) Représentation de la probabilité cumulée des valeurs de la fréquence des PA de l'activité totale. Les
points noirs représentent les valeurs pour chaque neurone, la courbe en pointillés bleus la probabilité
cumulée estimée par le modele a une population et la courbe en pointillés rouges la probabilité cumulée
estimée par le modele a deux populations. C’est le modele a deux populations qui décrit significativement
mieux la distribution des valeurs. B) Histogramme de la distribution des valeurs de la fréquence des PA de
l'activité totale. La courbe rouge correspond a l'estimation de la distribution en 2 populations pour ce

parametre.
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A Résultats de I'évaluation des populations chez les Cuff

M Py E Ty Py M P Ecart-T P Conitribation Nombre d
i oyenne Pop | Ecar-Type Pop oyenne Pop | Ecart-TypePop | 'y ombre de
Haute Haute Basse Basse neurones
Basse
Fessiienewslen A 2 6,277 1,452 1,957 0,690 0,850 60 4,06412€-06
activité totale
Fréquencs des PA 2 6,256 1,402 2,026 0,667 0,837 60 2,01214E-06
activité réelle
lag Ecarttypels] 2 -2,503 0,664 -0,676 0,176 0,897 60 2,03828-06
activité totale
i 2 -1,540 0,264 -0,433 0,411 0,152 60 1,19526E-06
activité totale
ey e 2 -2,503 0,666 -0,675 0,159 0,900 60 2,25403¢-06
activité réelle
Jog v 2 -0,475 0,428 1,576 0,226 0,867 60 4,56925€-06
activité réelle
V2 activité totale 2 0,703 0,207 0,395 0,159 0,549 60 1,37671E-05
CV2 activité réel 1 0,503 0,191 1,000 60 0,006955714
Nombre de
Paramatre SRR Moner:ne Pop Eca:T¥pe Pop Nombre de
e nique nique neurones
log Fréquence des Burst 1 -2,745 1,027 28 0,023835901
log %SIB 1 0,912 1,176 28 0,999999995
Taille des Bursts 1 2,072 0,132 28 0,516145374
Durée des bursts 1 36,400 19,818 28 0,059074034
log Fréquence intraburst 1 3,514 0,772 28 0,001862581
_ losfrésumnce 1 4,063 0,647 28 0,002052717
instantanée des burst

B Résultats de I'évaluation des populations chez les Cuff

Nombre de Contribution
PapTate popula’ﬁbns‘, Moy:nn: Pop Ecar;‘ll' ypte Pop Moy:nne Pop Ecart-BType Pop Pop Haute- N:em:: :se
détects ‘ aute aute asse asse e u
Fréquence des PA 2 6,388 1,839 1,932 0,705 0,882 73 6,23092€-05
activité totale
Fréquenca:des BA 2 6,364 1,736 1,933 0,699 0,864 73 3,43584-06
activité réelle
leg Bearsitype b1 2 -2,924 0,367 1,921 0,813 0,380 73 5,433876-09
activité totale
Jog v 2 -1,092 0,120 -0,503 0,528 0,100 73 3,88027E-06
activité totale
ek Eneetyph sl 2 -2,954 0,339 -1,953 0,815 0,354 73 3,55978E-09
activité réelle
Joucy 2 -1,114 0,100 -0,527 0,513 0,101 73 2,05769E-06
activité réelle
CV2 activité totale 2 0,682 0,199 0,409 0,103 0,535 73 6,56847E-10
CV2 activité réel 2 0,431 0,113 0,789 0,129 0,709 73 8,29437E-10
Nombre de
Paramétre ;popu"lat'lon Monerfne Pop Ecarl;Type Pop Nombre de
détectée nique nique neurones
log Fréquence des Burst 1 -2,781 1,824 36 0,000174255
log %SI1B 1 0,884 1,724 36 0,001233155
Taille des Bursts 1 2,051 0,111 36 0,628521988
Durée des bursts 1 29,323 21,076 36 0,000148055
log Fréquence intraburst 1 3,654 0,737 36 0,199529964
log fréquence
instantands des burst 1 4,308 0,741 36 0,00827812

Table 1. Résultats de I’évaluation de populations pour les paramétres électrophysiologiques des
neurones des animaux du groupe Sham et du groupe Cuff.

Ces tableaux représentent le nombre de populations identifiées a l'aide des modeles pour chaque parametre
électrophysiologique. Les valeurs respectives des paramétres de ces modéles sont présentées dans les colonnes
suivantes : moyenne et écart-type de chaque population, ainsi que contribution relative. Le nombre de neurones
présents dans chaque modeéle est disponible dans I'avant-derniere colonne. Enfin, la valeur du test de F entre le modele
a une population et le modele a deux populations est disponible dans la derniere colonne et les tests significatifs sont
identifiés en vert (seuil : 0,0001).
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Figure 12. Le cas particulier de la modélisation du CV2 de I’activité tonique réelle entre les
neurones des animaux des groupes « Sham » et « Cuff ».

A) Représentation de la probabilité cumulée des valeurs de CV2 réelle des neurones des animaux du
groupe « Sham ». Il n’y a pas de différence significative entre la courbe du modele a une population (ligne
pointillée gris clair) et celle du modeéle a deux populations (ligne pointillée gris foncé). C’est donc le modele
a une population qui représente le mieux les valeurs. B) Représentation de la probabilité cumulée des
valeurs de CV2 réelle des neurones des animaux du groupe « Cuff ». La courbe du modele a deux
populations (ligne pointillée rouge) décrit significativement mieux la probabilité cumulée du CV2 que celle
du modéle a une population (ligne pointillée orange). C) Représentation des distributions obtenues a l'aide
du modele a une population pour les neurones du groupe « Sham » (ligne pointillée grise) et du modéle a
deux populations pour les neurones du groupe « Cuff » (ligne pointillée grise) sur 'histogramme cumulé
de la distribution des valeurs de CV2 des animaux des groupes « Sham » (histogramme gris) et « Cuff »
(histogramme orange).
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Il est important de détailler ici le cas particulier du paramétre CV2 de l'activité tonique réelle, car
c’est le seul pour lequel les deux groupes d’animaux suivent des modeéles différents. Les valeurs
pour les neurones des animaux du groupe « Sham » sont en effet mieux représentées par une seule
population (Fig.12 A : ligne pointillée grise, histogramme gris), tandis que le modéle a deux
populations, 'une ayant une activité tonique plus réguliére que I'autre, est plus adapté aux neurones
des animaux du groupe « Cuff » (Fig.12 B : ligne pointillée rouge, histogramme orange). La
régularité de l'activité tonique réelle des neurones DA de la VTA est ainsi difféeremment distribuée
pour les neurones des animaux des groupes « Sham » et « Cuff » (Fig.12 C). Malheureusement,
nos méthodes d’analyses ne permettent pas de comparer plus avant ces sous-populations,

notamment en raison d’un nombre insuffisant de valeurs.

Parametre

pval de la comparaison "Cuff" / "Sham"

Fréquence des PA activité totale

Fréquence des PA activité réelle

log Ecart-type ISI activité totale

log CV activité totale

log Ecart-type ISl activité réelle

log CV activité réelle

CV2 activité totale

Table 2. Résultats de la comparaison des modéles entre les groupes.
Résultats des comparaisons de la présence de distributions significativement différentes concernant les neurones des
animaux des groupes « Sham » et « Cuff ».
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1.3.1. Clustérisation des sous-populations des neurones DA de la VTA en fonction des

modéles de régression (Analyse en composante principale 2 PCA2)

L’étape suivante dans I'analyse des modéles a deux populations a été de réaliser une PCA a
partir de la chance qu’a chaque neurone d’appartenir a la population basse des divers paramétres.
On définit ainsi les « C(paramétre) », qui représentent la chance de chaque neurone d’appartenir a

Popeoasse du paramétre considéré et dont les moyennes et écarts types sont détaillés dans la Table3.

La Fig.13 présente les résultats de cette PCA. L'analyse des contributions aux axes de la PCA
montre que les 7 paramétres utilisés et les 3 axes de la PCA contribuent a I'identification de 4 clusters
(Fig.13 A). Les C(Acti Totale) et C(Acti Réelle) contribuent négativement aux trois axes (PC1 : -0,32
et -0,35;, PC2: -0,42 et -0,45; PC3: -0,34 et -0,35 respectivement). Les C(log(SD ISl total)) et
C(log(SD ISI réel)) contribuent principalement a I'axe PC1 et trés peu a I'axe PC3 (PC1 : 0,60 et
0,61 ; PC2:-0,25et-0,29; PC3:-0,05 et -0,06 respectivement). Les C(log(CV total)) et C(log(CV
réel)) contribuent principalement et de maniére négative a 'axe PC3 et minoritairement aux deux
autres axes (PC1:0,15et 0,14 ; PC2 : 0,06 et 0,07 ; PC3 : -0,55 et -0,55 respectivement). Enfin, la
C(log(CV2)) participe principalement a 'axe PC2 et de maniére négative a 'axe PC3 (PC1 : 0.01 ;
PC2:0,68; PC3:-0,38). En Fig.13 B.1 sont représentés les vecteurs de contribution de chacun
des parameétres. Comme attendu, les paramétres décrivant I'activité totale et I'activité tonique réelle
sont proches spatialement. Cela indique que la chance d’appartenir a la population basse pour un
paramétre de l'activité totale prédit fortement celle d’appartenir a la population basse pour le

paramétre correspondant de I'activité tonique réelle et vice versa.

La distribution des neurones dans l'espace 3D de la PCA est illustrée Fig.13 B.2. Nous identifions
4 clusters de neurones A, B, C et D représentés respectivement par des points roses, verts, oranges
et bleus. Pour visualiser plus clairement ces clusters, 3 représentations en 2D de la position des
neurones selon deux axes de la PCA sont présentées Fig.13 C. Le plan PC1-PC2 permet de
visualiser facilement le cluster C et un sous-ensemble composé des clusters B et D (Fig.13 C.1). Le
plan PC2-PC3 ne permet pas de différencier les clusters (Fig.13 C.2), par contre le plan PC1-PC3
permet d’identifier les clusters A, B et D (Fig.13 C.3).

Nous avons ensuite évalué la proportion de neurones dans chaque cluster (Fig.14 A). Le cluster
A est majoritaire avec 36,1% des neurones (n = 48/133 neurones), suivi des clusters B et D de taille
similaire avec 24,8% (n =33/133 neurones) et 26,3% (n = 35/133 neurones) des neurones

respectivement, et enfin le cluster C avec 12,8% (n = 17/133 neurones) des neurones.
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Figure 13. Résumé de I’'analyse en composante principale des chances de population.
A) Représentation en 3D des neurones (A.1) et des vecteurs de contribution principaux (A.2) en fonction des trois
axes de PCA. B) Représentation sur 2 axes des neurones en fonction des axes PC1-PC2 (B.1), PC2-PC3 (B.2) et
PC3-PC1 (B.3). C) Représentation de la contribution de chaque chance d’appartenir a la population basse a chaque
axe de PCA. Les chances d’appartenir a une population basse pour un parametre total et réel possedent des
contributions tres proches entre elles. En couleur sont représentés les clusters identifiés.
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Finalement, cette seconde PCA met en évidence des sous-populations de neurones spécifiques
aux animaux des groupes « Sham » et « Cuff » (Fig.14 B). Le cluster A est ainsi composé quasi-
exclusivement de neurones du groupe « Sham » (Sham : n = 45 neurones, 96% ; Cuff: n=3
neurones, 7%), tandis que le cluster B est uniquement composé de neurones du groupe « Cuff »
(n = 33 neurones, 100%). Les clusters C et D ne sont par contre pas spécifique a un groupe (C :
Sham : n = 8 neurones, 47% ; Cuff : n = 9 neurones 53% ; et D : Sham : n = 6 neurones, 31% ; Cuff :
n =29 neurones, 69%). Ainsi chez des souris exprimant une comorbidité douleur-dépression 8
semaines aprés l'implantation du manchon, on observe simultanément I'apparition d’'une sous-

population de neurones DA de la VTA et la disparition d’'une autre.

A Proportion des clusters B Proportion des groupes par clusters

36.1% Cluster C Cluster D

o 30%

20%

10%

Pourcentage de neuron

I Neurones Sham M Neurones Cuff

0% -
Cluster: A B C D

Figure 14. Caractérisation de la composition des clusters de neurones.

A partir de la PCA réalisée, 4 clusters (A, B, C, et D) ont été identifiée. A) Proportion relative de neurones
par cluster. Le cluster A représente le cluster majoritaire avec 36,1% (n :48 ), et C représente le cluster
minoritaire avec 12,8% de neurones (n : 17). Les clusters B et D possedent des proportions similaires et
représentent respectivement 24,8% et 26,3% des neurones enregistrés (n : 33 et n :35). B) Proportion des
neurones des groupes « Cuff » et « Sham » dans chaque cluster. Le cluster A est un cluster composé a
94% de neurone du groupe « Sham » alors que le cluster B est spécifique des neurones du groupe « Cuff ».
Les clusters C et D sont des clusters mixtes présentant respectivement 47% et 31% de neurones « Sham »
ainsi que 53% et 69% de neurones « Cuff ».
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1.3.2. Activité totale et tonique réelle des sous-populations des neurones DA de la VTA en

fonction des clusters de la PCA2

Nous avons ensuite comparé les caractéristiques de I'activité tonique de ces sous-populations
neuronales (Fig.15 A). Les fréquences de PA de I'activité totale des neurones des clusters A, B, C
et D sont différentes (F3 129) = 8,01, p = 5.22°%) (Fig.15 A1). La fréquence des PA des neurones du
cluster B (5,63 + 0,37 Hz), spécifique aux animaux du groupe « Cuff », est plus basse que celle du
cluster A (6,99 + 0,37 Hz, p < 0,05), spécifique aux animaux du groupe « Sham », et que celle du
cluster D (7,19 + 0,40 Hz, p < 0,05). Les neurones du cluster C ont une fréquence des PA moyens
(71,97 £ 0,157 Hz) plus basse que celle des 3 autres clusters (p < 0,007). La régularité de l'activité
totale (CV2) est elle aussi différente entre les clusters (F 1209 = 6,99, p = 1,31°%) (Fig.15 A.2). Si le
CV2 des neurones des clusters A (0,55 + 0,02) et B (0,64 + 0,03) sont similaires, les neurones du
cluster C ont en revanche une valeur de CV2 plus élevée que celle des autres clusters (0,82 + 0,06,
vsA:p <0001, vs B:p<0,05 vsD:p<0,0071), et ceux du cluster D présentent une valeur de
CV2 (0,35 £ 0,02) plus basse que celle les autres clusters (p < 0.007).

Conformément aux attentes, on observe également des différences dans les fréquences des PA
de l'activité tonique réelle entre clusters (F 1209 = 6,96, p = 1,39°%) (Fig.15 B.1). Les neurones du
cluster B (5,53 + 0,39 Hz), spécifique aux animaux du groupe « Cuff », ont une fréquence des PA
plus basse que ceux du cluster A (6,86 £ 0,32 Hz, p <0,05), spécifique aux animaux du groupe
« Sham », et que ceux du cluster D (7,715 £ 0,39 Hz, p <0,007). Comme pour l'activité totale, les
neurones du cluster C ont une fréquence des PA de 'activité tonique réelle plus basse que celle des
neurones des autres clusters (7,90 + 0,74 Hz, p <0,007). Les valeurs de CV2 entre ces clusters de
neurones présentent elles aussi des différences (Fs, 129 = 3,55, p = 3,17°%) (Fig.15 B.2). Le CV2
des neurones du cluster D est plus bas (0,347 + 0,015) que celui des trois autres clusters (p < 0,001),
celui du cluster C (0,78 + 0,03) est plus élevé que celui des autres clusters (p < 0,007), et enfin les
neurones du cluster B, spécifique aux animaux du groupe « Cuff », ont une valeur de CV2 plus
élevée (0,67 +0,03) que ceux du cluster A, spécifique aux animaux du groupe « Sham »
(0,56 £ 0,02, p < 0,05).

1.3.3. Activité phasique des sous-populations des neurones DA de la VTA en fonction des
clusters de la PCA2

Les proportions de neurones « burstant » et « non burstant » entre les animaux des groupes
« Sham » et « Cuff » pour chaque cluster semblaient visuellement différentes, mais le faible nombre
de neurones di0 a la division en 16 sous-groupes (cluster x Sham/Cuff x « burstant» / « non
burstant ») ne nous a pas permis de réaliser des statistiques et de conclure sur la significativité de

ces différences. (Voir Annexes : Supplément Fig.3)
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Figure 15. Caractérisation des paramétres d’activité électrophysiologique des clusters.

A) Description des parameétres de l'activité totale. A.1) Histogramme de la fréquence de décharge totale.
Le cluster C présente une fréquence de décharge significativement plus basse que I'ensemble des autres
clusters. Le cluster B, spécifique aux neurones du groupe « Cuff », montre une fréquence de décharge
significativement plus basse que les clusters A et B. A.2) Histogramme de la régularité de la fréquence de
décharge. Le cluster C et D vont respectivement présenter un CV2 significativement plus élevé et plus
faible que I'ensemble des autres clusters. Les clusters A et B ne présentent pas de différence significative.
B) Description des parametres de l'activité tonique réelle. B.1) Histogramme de la fréquence de décharge
tonique réelle. Le cluster C présente une fréquence de décharge significativement plus basse que
I'ensemble des autres clusters. Le cluster B présente quant a lui une fréquence de décharge
significativement plus basse que les clusters A et D. B.2) Histogramme de la régularité de la fréquence de
décharge tonique réelle. Les clusters C et D vont respectivement présenter un CV2 significativement plus
élevé et plus faible que I'ensemble des autres clusters. Le cluster B montre une valeur de CV2 plus élevée
que le cluster A. (***) p <0,05; (**) p < 0,01 ; (*) p < 0,001.
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Nous avons toutefois pu caractériser les paramétres de l'activité en « burst » des clusters
(Fig.16). La fréquence des burst (Fig.16 A) n’est pas différente entre les neurones des clusters A
(0,79 £ 0,05 Hz), B (0,15 £ 0,05 Hz), C (0,18 £ 0,14 Hz) et D (0,711 + 0,04 Hz). Il en est de méme
pour le pourcentage de PAen burst (cluster A : 6,10 + 1,56% ; B : 6,10 £ 1,96% ; C : 15,74 + 10,41%
et D: 294 +0,97%) (Fig.16 B), la taille des burst (cluster A: 2,11 £ 0,06 PA; B: 2,15+ 0,05 PA ;
C:218+ 0,09 PAetD:203+0,02 PA) (Fig.16 C), leur durée (cluster A: 32,79+ 3,177 ms, B:
36,53 +550ms; C:71,01+2250ms etD: 3517 + 6,84 ms) (Fig.16 D), la fréquence intra-burst
(cluster A: 49,27 + 5,98 Hz ; B: 48,05 + 7,45 Hz; C: 54,69+ 22,71 Hz et D : 37,93 + 6,10 Hz)
(Fig.16 E) et enfin la fréquence instantanée des burst (cluster A : 86,04 + 9,04 Hz ; B : 89,22 + 13,66
Hz,;C:73,73+44,36 Hzet D : 81,43 + 14,24 Hz) (Fig.16 F). Les clusters de neurones, notamment
ceux de neurones spécifiques aux animaux « Cuff » et « Sham », ne présentent pas de différence

dans leurs activités en burst.

Pour résumer, en condition contréle, la VTA est constituée de 3 clusters de neurones, une
population (cluster C) a faible fréquence des PA et dont I'activité est irréguliére et deux populations
avec une fréquence des PA plus élevée, dont une population (cluster D) trés réguliére. Ces neurones
présentent des paramétres de I'activité phasique similaires pour les trois sous-populations. Lors de
I'expression de la comorbidité douleur-dépression, 8 semaines aprés la pause du manchon, la
population de neurones a fréquence des PA la plus élevée (cluster A) disparait au profit d’'une
nouvelle population de neurones (cluster B) avec une fréquence des PA de I'activité totale et tonique
réelle plus faible, mais dont la régularité et les paramétres de I'activité phasique sont similaires a la

sous-population qui a disparu.
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Figure 16. Caractérisation des paramétres de I’activité en burst des clusters.
A) Histogramme de la fréquence des burst. B) Histogramme du pourcentage de PA en burst. C)
Histogramme de la taille des burst. E) Histogramme de la durée des burst. Le cluster y présente une durée
moyenne des burst significativement plus longue que celle du cluster 8. E-F) Histogramme de la fréquence
intra-burst et de la fréquence instantanée des burst. Aucune différence n’est présente concernant les

parametres de l'activité phasique entre les clusters.
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2. Expérience 2 : Evaluation des concentrations de dopamine dans la VTA et le
NAcC.

La présence d’altérations de l'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA lors
I'expression de la comorbidité douleur-dépression suggére des modifications dans la libération de
dopamine. Pour explorer cette hypothése, nous avons utilisé la spectrométrie de masse couplée a
la chromatographie liquide a haute performance pour mesurer la quantité de dopamine et de ses
métabolites, I'acide homovanillique (HVA) et I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC), non
seulement dans la VTA, mais aussi dans le NAc, I'un des sites de projection principal des neurones
DA de la VTA. Ces mesures ont été réalisées 8 semaines aprés la chirurgie du cuff, c’est-a-dire
lorsque les animaux du groupe « Cuff » expriment la comorbidité douleur-dépression. Le groupe

contréle « Sham » et le groupe test « Cuff » comptent tous deux 14 animaux.

2.1.1. Evaluation comportementale de la comorbidité douleur-dépression

2.1.1.1. Evaluation de I'évolution du seuil de sensibilité mécanique

Le suivi du seuil de sensibilit¢ mécanique des animaux par le test des filaments de von Frey
(Fig.17 A) montre une diminution significative de ce seuil pour la patte ipsilatérale a la chirurgie chez
les animaux du groupe « Cuff» (7,75 + 0,09 g) par rapport aux animaux du groupe « Sham »
(2,85 + 0,10 g) (ANOVA a mesures répétées, interaction patte x chirurgie F 46 = 37,19, p < 1°7,
post-hoc test de Duncan < 0,05 pour la patte droite de la semaine 1 a 8). Cette diminution indique
la présence d’une allodynie mécanique chronique, ipsilatérale a la pause du manchon chez les
animaux du groupe « Cuff ». Aucune différence n’est observée concernant les pattes controlatérales
a la chirurgie (Cuff: 2,83+ 0,10 g ; Sham : 2,88 + 0,10 g).

2.1.1.2. Evaluation des comportements de types dépressifs
Sept semaines aprés la chirurgie du cuff, nous évaluons la présence d’'un phénotype de type
dépressif chez les animaux grace au test de pulvérisation d’eau sucrée (Splash) et a celui de nage
forcée. Les animaux du groupe « Cuff » ont un temps de toilettage (67 + 5,52 sec) moindre que ceux
du groupe « Sham » (93,64 + 7,69 sec, mwu : 46,5, p = 0,019) (Fig.17 B) dans le test de Splash, et
un temps d'immobilité plus élevé dans celui de nage forcée (Sham : 76,07 + 12,09 sec; Cuff:
135,43 + 9,75 sec; mwu :171, p = 0,0008) (Fig.17 C).

2.1.2. Mesure de la concentration de dopamine et de ses métabolites
2.1.2.1. Concentrations dans la VTA

La concentration en dopamine dans la VTA a été mesurée par deux méthodes : la dansylation
(dns) et 'AccQTag (gtaq) (Fig.18 A.1). Dans les 2 cas, les concentrations de dopamine mesurées

sont similaires entre les animaux des groupes « Sham » (dns : 45,79 + 5,92 pmol/mg protéines ;
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Evaluation du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriére
par le test de von Frey
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Figure 17. Evaluation comportementale des animaux des procédures de mesure de la concentration
de dopamine et de ses métabolites.

A) Représentation graphique du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriere des animaux des groupes « Sham »
et « Cuff », évalué par le test des filaments de von Frey. Une diminution du seuil de sensibilité mécanique est observée
de la 167 & la 8°™® semaine post-chirurgie chez les animaux du groupe « Cuff » pour la patte ipsilatérale & la chirurgie.
B) Histogramme du temps de toilettage observé lors du test de pulvérisation d’eau sucrée 7 semaines apres la chirurgie
chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». Une diminution significative du temps de toilettage illustre un
phénotype de type dépressif chez les animaux du groupe « Cuff ». C) Histogramme du temps d’immobilité lors du test
de la nage forcée 7 semaines apres la chirurgie chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». Une augmentation
significative du temps d’immobilité illustre un phénotype de type dépressif chez les animaux du groupe Cuff. (*)
p<005; () p<0,01;(*™)p<0,001.
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qtaq : 54,30 + 4,92 pmol/mg protéines) et « Cuff » (dns : 55,30 + 7,66 pmol/mg protéines ; qtaq :
62,91 £ 9,06 pmol/mg protéines).

Nous avons ensuite mesuré les concentrations de deux métabolites de la dopamine par la
méthode de dansylation (dns): aucune différence significative n’a été observée pour la concentration
de DOPAC (Fig.18 A.2) dans la VTA entre les animaux des groupes « Cuff » (56,37 + 7,01 pmol/mg
protéines) et « Sham » (54,77 + 5,14 pmol/mg protéines), ou pour la concentration en HVA (Fig.18
A.3) entre les animaux des groupes « Cuff» (92,76 + 12,80 pmol/mg protéines) et « Sham »
(89,62 £ 10,98 pmol/mg protéines).

Ainsi I'expression de la comorbidité douleur-dépression, 8 semaines aprés l'implantation du
manchon, ne change pas les concentrations globales de dopamine et de ses métabolites dans la
VTA.

2.1.2.2. Concentrations dans le NAc

Le NAc étant I'un des sites de projection principale des neurones DA de la VTA, nous avons aussi
dosé la quantité de dopamine dans le NAc a I'aide des méthodes dns et gtaq (Fig.18 B.1). Comme
pour la VTA, aucune différence n’est présente entre les animaux des groupes « Cuff » (dns:
425,69 + 36,80 pmol/mg protéines ; qtaq : 462,97 £ 39,28 pmol/mg protéines) et « Sham » (dns :
454,35 + 64,15 pmol/mg protéines; qtaq: 512,85+ 72,33 pmol/mg protéines) concernant les
concentrations globales en dopamine. Comme attendu, ces concentrations sont largement
supérieures a celles dans la VTA, d’un facteur 10 environ, et les méthodes de détection dns et qtaq

donnent des résultats comparables.

Nous avons ensuite dosé les métabolites de la dopamine par la méthode dns. Les concentrations
en DOPAC dans le NAc sont semblables entre les animaux des groupes « Cuff » (323,49 + 42,59
pmol/mg protéines) et « Sham » (334,46 + 40,34 pmol/mg protéines) et il en est de méme pour I'HVA
(Cuff: 141,96 + 9,62 pmol/mg protéines ; Sham : 168,80 + 17,59 pmol/mg protéines).

Ainsi I'expression de la comorbidité douleur-dépression, 8 semaines apres la chirurgie du cuff, ne

change pas non plus les concentrations globales de dopamine ou de ses métabolites dans le NAc.

Les résultats des mesures de la concentration de sérotonine, de I'acide 5-hydroxyindolacétique
(5-HIAA), de noradrénaline, du GABA et du glutamate ainsi que les ratios entre les différents
métabolites sont disponibles en suppléments (Supplément Table.1). Les concentrations de ces
neurotransmetteurs ne présentent pas de différence entre les animaux des groupes « Sham » et

« Cuff », que ce soit dans la VTA ou le NAc.
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Figure 18. Evaluation de la concentration de dopamine et de ses métabolites.

A) Mesure des concentrations dans la VTA. A.1) Histogramme de la concentration de dopamine mesurée par
dansylation (dns) ou AccQtag (qtaq) chez les animaux des groupe « Sham » et « Cuff ». A.2) Histogramme de la
concentration de I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ».
A.3) Histogramme de la concentration de I'acide homovanillique (HVA) chez les animaux des groupes « Sham » et
« Cuff ».

B) Mesure des concentrations dans le NAc. B.1) Histogramme de la concentration de dopamine mesurée par
dansylation (dns) ou AccQtag (qtaq) chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». B.2) Histogramme de la
concentration de I'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC) chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ».
B.3) Histogramme de la concentration de I'acide homovanillique (HVA) chez les animaux des groupes « Sham » et
« Cuff ».

Aucune différence n’est présente entre les animaux des groupes « Sham » et « Cuff » pour ces parametres.
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3. Expérience 3 : Evaluation de la dynamique de dopamine dans le NAc en
réponse a des stimulations de la VTA.

Aprés avoir étudié les niveaux de base de dopamine dans le NAc, nous nous sommes intéressés
a la dynamique de libération en réponse a des stimulations optogénétiques de la VTA. Pour cela,
nous avons enregistré par photométrie de fibre les variations de la dynamique du senseur de la
dopamine DLight dans le NAc en réponse a des stimulations optogénétiques des neurones DA de
la VTA a des fréquences croissantes (10, 20, 30, 40, 50, 60 Hz). Pour suivre I'apparition et le
développement de la douleur chronique et de ses conséquences émotionnelles, les enregistrements
ont cette fois été réalisés chez la souris éveillée libre de ses mouvements, en débutant une semaine
avant la chirurgie du cuff puis en effectuant un enregistrement toutes les 2 semaines pendant 12

semaines. Le groupe contréle « Sham » comporte 7 animaux et le groupe « Cuff » 6 animaux.

3.1.1. Evaluation comportementale de la comorbidité douleur-dépression

3.1.1.1. Evaluation de I'évolution du seuil de sensibilité mécanique

Pour suivre I'évolution du seuil de sensibilité nociceptive des animaux, un test des filaments de
von Frey a été effectué dans la semaine précédant la chirurgie du cuff (baseline), puis une fois par
semaine tout au long de I'expérience (12 semaines) (Fig.19 A). Nous observons, sur les neuf
premiéres semaines post-chirurgie, un seuil de sensibilité mécanique de la patte ipsilatérale a la
chirurgie des animaux du groupe « Cuff » (7,90 + 0,13 g) plus bas que chez les animaux du groupe
« Sham » (3,40 £ 0,10 g) (ANOVA a mesures répétées, interaction temps x chirurgie F 22 382 = 5,23,
p < 1%°, post-hoc test de Duncan < 0,05). Cette diminution indique la présence d’une allodynie
mécanique chronique, ipsilatérale & la pose du manchon chez les animaux du groupe « Cuff ». A
partir de la dixieme semaine post-chirurgie, la patte douloureuse des animaux du groupe « Cuff »
montre une récupération spontanée conforme aux données classiques du modéle (Yalcin et al.,
2011) et aucune différence n’est plus observée a 12 semaines entre les pattes controlatérales a la

chirurgie entre les animaux des groupes « Cuff » (2,83 £ 0,70 g) et « Sham » (2,88 £ 0,10 g).

3.1.1.2. Evaluation des comportements de types dépressifs
Sept semaines aprés la chirurgie du cuff, nous avons évalué la présence d’'un phénotype de type
dépressif a I'aide du test de pulvérisation d’eau sucrée (Splash). Nous observons une diminution du
temps de toilettage des animaux du groupe « Cuff » (84,67 + 10,23 sec) par rapport a ceux du
groupe « Sham » (113,29 £ 3,5 sec, mwu : 6, p = 0,035) (Fig.19 B).
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Evaluation du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriére
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Figure 19. Evaluation comportementale des animaux des procédures de mesure de la dynamique
de libération de la dopamine dans le NAc en réponse a des stimulations optogénétiques de la VTA.
A) Représentation graphique du seuil de sensibilité mécanique des pattes arriere des animaux des groupes « Sham »
et « Cuff » réalisé par le test des filaments de Von Frey. Une diminution significative du seuil de sensibilité mécanique
est observée, de la 1€ a la 9° semaine post chirurgie, chez les animaux du groupe « Cuff » au niveau des pattes
ipsilatérales a la chirurgie par apport aux pattes controlatérales et par rapport aux deux pattes arriére chez les animaux
du groupe « Sham ». A partir de la 10° semaine, le seuil de sensibilité des patte ipsilatérale des animaux du groupe
« Cuff » ne présente plus de différence significative avec leurs pattes controlatérale ainsi que les pattes arriere des
animaux du groupe « Sham » B) Histogramme du temps de toilettage observé lors du test de pulvérisation d’eau
sucrée 7 semaines apres la chirurgie chez les animaux des groupes « Sham » et « Cuff ». Une diminution significative
du temps de toilettage illustre un phénotype de type dépressif chez les animaux du groupe « Cuff ». (*) p<0,05 ; (**)
p<0,01; (***) p<0,001
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3.2. Analyse de la dynamique de libération de dopamine dans le NAc en réponse aux

stimulations optogénétiques de la VTA

Les données concernant la libération de dopamine dans le NAc en réponse aux stimulations
toniques de la VTA sont acquises mais leurs analyses sont encore en cours de réalisation. Elles ne
sont donc pas présentées ici, mais la section qui suit détaille les résultats obtenus et analysés qui

concernent les stimulations phasiques.

3.2.1. Effet des différentes fréquences de stimulation de la VTA sur la dynamique de

libération de DA dans le NAc aprés la chirurgie du Cuff

Un contréle histologique de la localisation de I'expression virale du DLight dans le NAc (Fig.20
A) et de la Chrimson dans la VTA (Fig.20 B), ainsi que de la position des canules, est effectué pour
chaque animal et seuls ceux avec des placements corrects ont été conservés pour les analyses.
Pour chaque souris, nous avons réalisé 10 trains de 10 pulses de stimulation optogénétique a
différentes fréquences (10, 20, 30, 40, 50, 60 Hz). Dans la majorité des cas, ces trains de stimulation
provoquent un pic transitoire dans la dynamique de fluorescence du DLight, correspondant a une
augmentation de la libération de dopamine (taux de réponse : entre 60 et 100% selon les fréquences
et animaux, sauf a la semaine 12 qui présente un taux de réponse de 40 a 50%). Pour caractériser
la cinétique et I'amplitude de ces pics transitoires, plusieurs paramétres ont été définis. Sur
'ensemble des paramétres mesurés (détails dans le paragraphe relatif aux méthodes d’analyses),
nous avons concentré nos analyses sur 5 d’entre eux : la valeur maximum du pic (Max, en Z-score),
le temps nécessaire pour atteindre ce pic (Temps pic, en sec), celui nécessaire pour atteindre la fin
du pic (Fin, en sec), la durée totale du pic (durée entre le Début et la Fin, en sec) et finalement l'aire
sous la courbe du pic (AUC). Les point Début et Fin sont définis comme les points temporels pour
lesquels le signal va respectivement passer au-dessus et en dessous du seuil de réponse (Fig.20
C). Pour chaque semaine et chaque fréquence, nous conservons les 8 premiers trains répondant

de chaque animal et les considérons comme des événements indépendants.

(De maniére générale, chez les souris « Sham » et « Cuff » et a chaque semaine, nous observons
un effet de type « dose-réponse » avec I'accroissement des fréquences de stimulation. Les réponses
sont plus rapides, plus longues et leur amplitude (Max) s’accroit avec 'augmentation des fréquences
de stimulation (résultats non illustrés). En outre, les réponses obtenues lors de la premiére séance
de stimulation (Baseline, avant la chirurgie du cuff) ont présenté des pics plus rapides, plus longs et
plus importants (Max) que lors des stimulations des semaines suivantes, ce qui sans doute a relier
a la réponse DA a la nouveauté classiquement retrouvée dans la littérature (Garris et al., 1999)

(résultats non illustrés).

144



Z-score

12

10

Stimulation

Enregistrement g 400pm

@: 400pum

AUCrep

Temps (sec)

Temps Début

) 10 15 20
Durée

Temps Fin

Figure 20. Confirmation de la localisation des enregistrements photométriques et des stimulations
optogénétiques.

A) lllustration de I'expression virale du DLight dans le NAc. B) lllustration de I'expression de la ChRimson dans la VTA.
C) lllustration des paramétres descriptifs d’une réponse. Début et Fin : points temporels de croisement du seuil de
réponse ; Durée : temps entre le début et la fin ; Max : valeur de ZScore maximum de la réponse ; Temps pic : temps
pour atteindre le Max ; AUCrep : aire sous la courbe sur la durée de la réponse.
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Moyenne de la réponse aux stimulations optogéntique
de la VTA a 40Hz lors de la semaine 6
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Figure 21. Analyse de la dynamique de libération du DLight a 6 semaines post-chirurgie.

Temps (sec)

Z-score

5 10

B.2
Fin
5.0 -
4.5 1
4.0 A
3.5 1
3.0 -f
2.5
2019 N
1.5
w4
10 20 30 40 50 60
Fréquence (Hz)

B.5
Max
16
14 4
12 4
10 - K
81 —= ‘
6-/—\/

10 20 30 40 50 60
Fréquence (Hz)

15

20
Temps (sec)

B.3

Temps (sec)

Durée

10 20 30 40 50 60

Fréquence (Hz)

Semaine 6
Sham

Cuff

A) Représentation graphique de la moyenne = sem des signaux des groupes « Cuff » et « Sham » analysés
en réponse a une stimulation a 40 Hz. On observe que le signal du groupe « Cuff » présente un maximum
de pic plus élevé ainsi qu’un temps de fin plus court que celui du groupe « Sham ». B) Représentation
graphique des paramétres descriptifs des réponses en fonction des fréquences des stimulations. B.1) Le
temps du pic maximum est plus bas chez les animaux du groupe « Cuff » que chez ceux du groupe « Sham.
B.2 et B.3) Le temps de fin de réponse ainsi que la durée de réponse sont plus bas chez les animaux du
groupe « Cuff » que chez ceux du groupe « Sham » a 40, 50 et 60 Hz. B.4) L’aire sous la courbe (AUC) de
la réponse est plus basse chez les animaux du groupe « Cuff » que chez ceux du groupe « Sham ». B.5)
Une augmentation significative du maximum du pic est observable chez les animaux du groupe « Cuff » a
40 Hz. () p<0,05; (**) p < 0,01 ; (***) p < 0,001.
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Les principales différences entre les animaux des groupes « Sham » et « Cuff » sont observées
a 6 semaines post-chirurgie et pour les stimulations supérieures ou égales a 40 Hz. A ce point
temporel, une diminution de la durée pour atteindre le maximum du pic (Temp pic) est observée a
40 Hz chez les animaux du groupe « Cuff » (0,48 + 0,05 sec, 40 reps / 5 animaux) par rapport a
ceux du groupe « Sham » (0,71 + 0,06 sec, 32 reps / 4 animaux, tes23 = -2,75, p = 0,007) (Fig.21
B.1). Le temps de fin de réponse (Fin) est également plus court chez les animaux du groupe « Cuff »,
a 40, 50 et 60 Hz (40 Hz : Sham : 3,15 + 0,28 sec,32 reps / 4 animaux ; Cuff : 2,09 + 0,25 sec, 40
reps / &5 animaux ; tis788 = -2,75, p = 0,007. 50Hz : Sham : 3,66 t 0,34 sec, 40 reps / 5 animaux ;
Cuff: 2,27 £ 0,25 sec, 48 reps / 6 animaux ; tgs21)= -3,08, p = 0,003. 60 Hz : Sham : 3,18 + 0,36
sec, 48 reps / 6 animaux ; Cuff: 2,25 + 0,29 sec, 40 reps / 5 animaux ; ti7s7= -2,05, p = 0,04)
(Fig.21 B.2). La durée de la réponse (Durée), qui est directement liée au temps de Fin, est donc
aussi réduite chez les animaux du groupe « Cuff » a 40 et 50 Hz (40 Hz : Sham : 2,99 + 0,29 sec,
32 reps / 4 animaux ; Cuff: 1,98 £ 0,26 sec, 40 reps / 5 animaux ; ti7,19 = -2,56, p = 0,013. 50 Hz :
Sham : 3,46 £ 0,35 sec, 40 reps / 5 animaux ; Cuff: 2,15 £ 0,25 sec, 48 reps / 6 animaux ; tss 06 = -
3,11, p = 0,002) (Fig.21 B.3). LAUC de la réponse diminue également, mais uniquement a 50 Hz,
chez les animaux du groupe « Cuff » (8,70 + 0,95, 48 reps / 6 animaux) comparés a ceux du groupe
« Sham » (13,58 + 1,64, 40 reps / 5 animaux, ty214 = -2,85, p = 0,005) (Fig.21 B.4). Finalement, de
fagon surprenante, une augmentation du maximum de la réponse est observée a 40 Hz chez les
animaux du groupe « Cuff » (8,32 + 0,59, 48 reps / 6 animaux) par rapport a ceux du groupe
« Sham » (6,04 + 0,31, 32 reps / 4 animaux, ts325 = 3,15, p = 0,002) (Fig.21 B.5). Pour résumer, a
40 Hz, la réponse apparait plus tot et est plus courte mais plus importante (Max) chez les animaux
« Cuff » a 6 semaines, et cela sans présenter de changement dans la proportion globale de
dopamine libérée (AUC identique). Ceci est clairement visible sur la moyenne des courbes de

réponse de dynamique du DLight aprés stimulation de la VTA a 40 Hz (Fig.21 A).

3.2.2. Effet du développement temporel de la comorbidité douleur-dépression sur la

dynamique de libération de DA dans le NAc en réponse a la stimulation de la VTA a 40 Hz

Les effets majeurs du modéle cuff sur la dynamique de transmission DA débutent a 6 semaines,
c’est-a-dire avec I'’émergence des conséquences émotionnelles de la douleur neuropathique, et sont
plus particulierement détectables avec les stimulations a 40 Hz de la VTA. En effet, a cette
fréquence, une augmentation significative du maximum du pic (Max) est observée a 6, 8 et 10
semaines chez les animaux du groupe « Cuff » (Sem.6 : Sham : 6,04 + 0,31, 32 reps / 4 animaux ;
Cuff : 8,32 £ 0,59, 48 reps / 6 animaux ; tzs07= 3,15, p = 0,002. Sem.8 : Sham : 8,84 + 0,59, 48 reps
/ 6 animaux ; Cuff: 11,47 £ 0,87, 40 reps / 5 animaux ; tua= 2,56, p = 0,012. Sem.10: Sham :
7,30 + 0,51, 40 reps / 6 animaux ; Cuff: 9,27 £ 0,75, 48 reps / 6 animaux ; t;s2149 = 2,02, p = 0,05)

(Fig.22). Le temps pour atteindre le pic (Temps pic) et la durée de la réponse (Durée) sont également
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plus courts chez les animaux du groupe « Cuff » lors de stimulation de la VTA a 40 Hz, 6 semaines

aprés la pose du manchon (cf. paragraphe précédent pour moyennes et statistique) (Fig.22 A-B).

Ainsi, les animaux du groupe "Cuff" présentent une réactivité accrue de la dynamique de
libération de la dopamine qui coincide temporellement avec la mise en place des conséquences
émotionnelles de la douleur neuropathique et disparait avec la récupération spontanée de

I'hypersensibilité mécanique.

Max

Z-score

Figure 22. Evolution du maximum du pic a 40 Hz au cours des semaines post-chirurgie.
Histogramme du maximum (en Zscore) observé. Une augmentation du pic est présente chez les animaux
du groupe « Cuff » a 6, 8 et 10 semaines post-chirurgie. (*) p < 0,05; (**) p < 0,01 ; (***) p < 0,001.
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Figure 23. Evolution du temps de fin et de la durée de la réponse a 40 Hz au cours des semaines

post-chirurgie.

A) Histogramme du temps de fin de réponse observée. B) Histogramme de la durée de réponse observée.
Une diminution du temps et de la durée du pic est présente chez les animaux du groupe « Cuff » a 6
semaines post-chirurgie par rapport aux animaux du groupe « Sham ». (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***

p < 0,001
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Discussion

1. Résumé des résultats

Afin de mieux comprendre les grandes pathologies de ce siécle, tel que la douleur chronique ou
les troubles de 'humeur et d’en proposer des traitements plus efficaces de nombreuses équipes de
recherche se sont penchées sur ces leurs mécanismes physiopathologiques. L'implication de la
dopamine dans les troubles de 'humeur reste encore aujourd’hui un champ de recherche largement
étudié. En revanche, I'implication des voies cérébrales dopaminergiques dans les mécanismes de
mise en place et de maintien des douleurs neuropathiques est un axe de recherche qui s’est

développé que plus récemment.

Malgré tout, il subsiste encore aujourd’hui une absence de consensus sur les altérations
associées a ces pathologies, et ce, notamment, lors de la présence de la comorbidité douleur-
dépression. Nous avons émis I'’hypothése que la VTA pourrait étre I'un des substrats anatomiques
impliqués dans l'expression de cette comorbidité. En effet, par son hétérogénéité neuronale et
fonctionnelle, cette région traite a la fois des informations sensorielles et émotionnelles au travers

de ses projections vers le NAc ce qui lui permet d’orienter le comportement d’un individu.

Dans ce contexte, ce projet de thése a pour objectif dévaluer les altérations
électrophysiologiques des neurones DA de la VTA, la mesure des concentrations en
neurotransmetteurs dans la VTA et le NAc, et finalement la dynamique de libération de la dopamine

dans le NAc lors de 'expression de la comorbidité douleur-dépression.

Pour cela, nous utilisons un modéle de douleur neuropathique, dit du cuff. Ce modéle consiste
en limplantation d’'un manchon autour de la branche principale du nerf sciatique. Les souris
subissant cette chirurgie sont définies comme appartenant au groupe « Cuff » et le groupe contréle
« Sham » est composé d’animaux subissant une pseudo-opération sans la pose du manchon. Les
animaux du groupe « Cuff » montrent une allodynie mécanique, observée par une diminution du
seuil de sensibilité mécanique au niveau de la patte arriére ipsilatérale a la chirurgie dans le test de
von Frey, immédiatement aprés la chirurgie et qui perdure jusqu’a 10 semaines post-chirurgie. De
plus, a partir de 7 semaines post-chirurgie, les animaux du groupe « Cuff » vont exprimer des
comportements de type dépressif, observés par une diminution du temps de toilettage dans le test
de pulvérisation d’eau sucrée (Splash test) et une augmentation de I'immobilité dans le test de nage
forcée (FST). Ces données sont en accord avec les observations de la littérature (Sellmeijer et al.,
2018 ; Yalcin et al., 2011). En effet, les souris sont des animaux qui prennent naturellement soin de
leur pelage. La pulvérisation d’'une solution collante d’eau sucrée sur leur dos va alors déclencher
un comportement de toilettage. La diminution de ce temps de toilettage chez les animaux du groupe
« Cuff » peut ainsi étre assimilée a une baisse de la motivation d’'un animal a prendre soin de lui.

Cela pourrait étre assimilable a une forme d’apathie, c’est-a-dire un déficit persistant de la
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motivation, observable chez certains patients atteints d’EDC qui présentent, eux aussi, une
diminution de leur hygiéne corporelle. De maniére similaire, 'augmentation de 'immobilité dans le
test de nage forcée refléte une tendance plus élevée des animaux du groupe « Cuff » a se résigner
lorsqu’ils sont exposés a un stress inévitable. Ce comportement peut étre mis en paralléle avec des
sentiments de désespoir exprimés par les patients dépressifs. Ces deux comportements, associés
a l'allodynie mécanique observée dans le test de von Frey, permettent de confirmer I'expression de
symptomes douloureux, de type dépressif et donc de la comorbidité douleur-dépression dans le

groupe d’animaux « Cuff ».

A Tlaide d’enregistrements électrophysiologiques de neurones unitaires chez la souris
anesthésiée, nous avons évalué l'activité tonique et phasique des neurones DA de la VTA 8
semaines apres la chirurgie du cuff. L'analyse globale des paramétres d’activité tonique et phasique
des neurones DA de la VTA ne montre pas d’altérations. Notre analyse en fonction de la localisation
anatomique montre une baisse de la fréquence des PA et de la régularité de ces fréquences dans
les neurones antérieurs de la VTA des animaux du groupe « Cuff ». L'analyse par régression
combinée a une analyse en composante principale (PCA) nous permet de mettre en évidence 4
sous-populations de neurones aussi appelées cluster. Deux sous-populations sont présentes a la
fois chez les animaux du groupe « Sham » et « Cuff » : une population de neurones a faible activité
peu réguliere (cluster C) et une autre population plus active et plus réguliére (cluster D). Nous
observons une population de neurones presque totalement composée de neurones du groupe «
Sham » (cluster A). Ce cluster A présente une activité similaire au cluster D (activité élevée) et une
régularité similaire au cluster C (régularité faible). Ce cluster A n’est pas observé chez les animaux
du groupe « Cuff ». En revanche, une autre population de neurones (cluster B) est identifiable chez
les animaux du groupe « Cuff ». Ce cluster B présente une fréquence de décharge intermédiaire

entre la fréquence du cluster D et C, ainsi qu’une régularité similaire au cluster C.

La diminution de la fréquence des PA des neurones DA de la VTA des animaux du groupe « Cuff
» pourrait aboutir a une diminution de la concentration de dopamine au niveau des sites de
projection. Afin de répondre a cette question, nous avons mesuré la concentration de dopamine et
de ses métabolites dans la VTA et le NAc par spectrométrie de masse couplée a la chromatographie
liquide haute pression. Aucune modification de la concentration basale de dopamine n’est observée,

que ce soit dans la VTA ou le NAc, 8 semaines aprés I'induction des symptémes douloureux.

Les modifications phasiques et toniques des concentrations de dopamine au niveau des sites de
projections des neurones DA encodent des informations différentes (Schultz, 1998). Nous avons
supposeé que des altérations dans la dynamique de libération de la dopamine dans le NAc pourraient
aussi étre induites lors du développement et de I'expression de la comorbidité douleur-dépression.
A l'aide d’enregistrements en photométrie de fibre, nous avons mesuré la libération relative de

dopamine dans le NAc en réponse a des stimulations optogénetiques de la VTA. On n’observe

151



aucune différence dans la quantité relative de dopamine libérée entre les animaux des groupes «
Sham » et « Cuff », a 6 semaines post-chirurgie, a part lors de stimulations a 50Hz chez les animaux
du groupe « Cuff » présentant une diminution de la quantité relative de dopamine libérée. Lors de
stimulations a 40 Hz a 6 semaines post-chirurgie, nous observons un pic de libération de dopamine
plus rapide et plus important (magnitude du pic plus élevée) chez les animaux du groupe « Cuff ».
L'apparition plus précoce de ce pic indique une modification de la synchronisation de la voie VTA-
NAc. L'augmentation de la magnitude du pic chez les animaux du groupe « Cuff » est aussi observée

a 8 et 10 semaines post-chirurgie.
2. Considérations Méthodologiques

L'hétérogénéité des résultats observés a l'aide de différentes approches (comportementale,
physiologique et moléculaire) est a mettre en regard des d'avantages et limites de ses approches,

avant d’interprété la signification biologique des résultats.
2.1. Considérations relatives aux animaux

Dans ce projet, nous avons étudié la présence de comportements anxio-dépressifs chez des
souris males DAT-IRES-CRE. L'utilisation de ces souris transgéniques permet I'expression de
protéines de maniére spécifique dans les neurones DA. Le choix de l'utilisation de souris males
uniquement fut décidé en raison de I'absence d’observation de I'expression de comportements de
type dépressif chez les souris femelles DAT-IRES-CRE. En effet, lors de [l'initiation du projet, 20
souris femelles ont subi la chirurgie du cuff suivie d’'une batterie de tests comportementaux (von
Frey, test de pulvérisation d'eau sucrée, test de nage forcée, test de clair-obscur, test
d’hyponéophagie et test d’enfouissement des billes). Bien que ces souris aient développé une forte
hypersensibilité mécanique observable par le test de von Frey, aucun des tests comportementaux
réalisés n’a permis de mettre en évidence la présence de comportements de type anxieux ou de
type dépressif dans la souche de souris DAT-IRES-CRE (données non montrées). Compte tenu de
la prévalence supérieure de 'EDC chez la femme (Lawson et al., 2016 ; Morris et al., 1999), cela
est surprenant. De plus, aprés I'exposition a un modéle de stress lIéger pendant uniquement 6 jours
(sous-chronique), I'activité des neurones DA de la VTA présente une baisse de la fréquence des PA
uniquement chez les femelles (Bouarab et al., 2023). Cette différence s’explique par une altération
différente de la balance GABAergique-glutamatergique exercée sur les neurones DA de la VTA. Une
augmentation uniquement du tonus GABAergiques est observé chez les femelles alors qu'une
augmentation des tonus GABAergiques et glutamatergiques est observée chez les méles. Chez les
males, la combinaison de ces altérations va normaliser I'activité électrophysiologique des neurones
DA de la VTA (Bouarab et al., 2023). Les mécanismes a l'origine de I'expression de comportements
de type dépressif semblent présenter un dimorphisme sexuel. L'étude des conséquences

émotionnelles de la douleur neuropathique chez les femelles est donc un enjeu crucial et pourrait

152



apporter de nouvelles clefs de compréhension de I'hétérogénéité de I'expression des symptémes

dépressifs chez les patients.

L'absence d’expression de comportements de type anxio-dépressif chez les souris femelles DAT-
IRES-CRE pourrait s’expliquer par la tendance a des niveaux basaux d’anxiété plus élevés, que ce
soit en condition normale ou pathologique, chez les souris DAT-IRES-CRE en comparaison des
souris C57/BL6J. Nos données suggérent que la souche de souris DAT-IRE-CRE présenterait une
sensibilité au stress plus importante et ceci indépendamment de leur sexe. Cela est important a
prendre en compte, la présence de stress va modifier la réponse comportementale des animaux
dans les différents tests. Une étude compléte de la comparaison de la sensibilité au stress ainsi que
sur les effets du cuff entre ces souches est nécessaire pour conclure de maniere certaine. Dans le
test de pulvérisation d’eau sucrée, les animaux « stressés » vont montrer une diminution de leur
temps de toilettage (Domingues et al., 2022). Cette diminution pourrait étre la conséquence de
'augmentation de la locomotion ainsi que des comportements d’enfouissement en réponse au stress
par exemple. De plus, la sensibilité accrue au stress pourrait transformer des conditions
d’hébergement normal en condition d’hébergement stressante, et donc représenter une forme de
modéle (involontaire) de stress chronique non prédictible. Ces points ne sont pas des défauts en
soi, mais nécessitent donc de contrdler étroitement I'environnement des animaux afin de limiter les
variations de stress entre les expériences et ne pas masquer les conséquences émotionnelles de la

douleur chronique.
2.2. Considérations relatives a I'évaluation comportementales des animaux

Dans ce projet de thése, nous avons réalisé I'évaluation comportementale des animaux a l'aide

de trois tests : le test de von Frey, le test de pulvérisation d’eau sucrée et le test de nage forcée.

L'utilisation du test de von Frey présente une forte fiabilité, une facilit¢ de mise en place et
d’exécution, ainsi qu’une répétabilité le plagant comme un trés bon indicateur de la présence des
symptomes des douleurs neuropathiques. Ce test ne va néanmoins permettre d’évaluer qu’un seul
symptdbme de la douleur neuropathique : [lallodynie mécanique. L’'ajout d’autres tests
comportementaux pour évaluer les autres composantes de la douleur ne présenterait cependant
que peu d’intérét dans le contexte de ce projet. Notre objectif étant I'étude de la comorbidité douleur-
dépression, nous n’‘avons pas besoin d'évaluer les différentes modalités de la douleur
neuropathique, mais sa présence uniquement. De plus, I'ajout de tests nociceptifs supplémentaires
augmenterait le stress subi par les animaux, ce qui pourrait de plus perturber I'évaluation des
symptomes de type dépressif. Ainsi I'ajout de tests comportementaux présenterait un avantage

uniquement pour I'évaluation des comportements de type dépressif.

En effet, I'utilisation d’'uniquement deux tests a un seul point temporel ne parait pas suffisant pour

réaliser une évaluation comportementale précise. Le test de pulvérisation d’eau sucrée et le test de
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nage forcée vont respectivement évaluer la présence de comportement similaire a I'apathie et au
désespoir. Chez I'étre humain, la présence de la dépression est caractérisée par une combinaison
de plusieurs symptdbmes et tous ne sont pas nécessairement présents. Ainsi certains animaux,
peuvent présenter des comportements de type dépressif qui ne sont pas mis en évidence par ces
tests. Afin de mimer ce type d’évaluation, Lammel et collaborateurs ont mis en place une méthode
de score de dépression (Cerniauskas et al., 2019) en combinant l'utilisation de trois tests pour
évaluer les comportements de type dépressif et d’analyse par régression logistique pour calculer un
score allant de 0 a 3 pour chaque souris. Chaque incrément correspond a la présence d’un
comportement de type dépressif dans I'un des tests. De maniére attendue, aprés I'exposition au
modéle de stress Iéger chronique, la distribution des scores présente un décalage vers des valeurs
élevées (score de 2 ou 3) alors que les animaux contréles présente des scores entre 0 et 1. Cette
méthode montre une puissance descriptive importante, mais nécessite un nombre important
d’animaux et de tests comportementaux pour étre réalisée. De maniére plus simple, si plus de deux
tests d’évaluation des comportements de type anxio-dépressif sont réalisés, un score
d’émotionnalité pour chaque animal peut alors étre réalisé. Ce score correspond a la somme de la
valeur en ZScore pour chaque test et va représenter I'état émotionnel général de I'animal, une valeur

négative représentant une baisse de 'lhumeur (Guilloux et al., 2011).

2.3. Considérations relatives aux enregistrements électrophysiologiques in vivo

2.3.1. Acquisitions des données

La combinaison de I'utilisation d’enregistrements électrophysiologiques de neurones unitaires et
de la discrimination optogénetique de neurones DA de la VTA permet de certifier la nature
dopaminergique des neurones enregistrés sans nécessiter de vérification immunohistochimique.
Cette technique ne permet néanmoins d’enregistrer qu’un seul neurone (et rarement deux) a la fois.
Ce point est la fois I'un des points forts de cette technique en permettant de caractériser finement
l'activité électrophysiologique des neurones et 'un des points faibles en rendant I'acquisition de

donnée relativement lente. Ces points sont notamment importants pour deux raisons :

Bien que nous ayons enregistré plus d’'une centaine de neurones, les techniques d’identification
de sous populations, notamment I'identification de population par régression, les méthodes de
réduction de dimensions et I'algorithme de k-means sont des méthodes d’analyse nécessitant un
trés grand volume de données pour réveler leur plein potentiel. Une partie de ce volume de donnée
est obtenue gréce au grand nombre de paramétres électrophysiologiques mesurable par cette

technique, mais le nombre de neurones reste toujours le critere limitant.

De plus, environ 20 a 30% des animaux douloureux chroniques n‘ont pas développé de
symptdmes de types dépressif que ce soit dans le test de pulvérisation d’eau sucrée ou de nage

forcée. Ces animaux ont été exclus de I'étude, car trop peu nombreux pour définir un groupe
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expérimental suffisamment important. Essayer d’enregistrer les neurones DA de la VTA aurait
drastiquement augmenté le nombre total d’animaux nécessaire pour espérer collecter suffisamment
d’'informations. Il parait alors extrémement fastidieux, et difficilement justifiable éthiquement, de
caractériser des sous populations de neurones dans ce groupe d’animaux résilients en utilisant ce

type de méthodes d’enregistrement lorsque d’autres techniques sont disponibles.

En effet, I'étude de la présence d'altérations de l'activité des neurones DA de la VTA, et plus
particulierement de sous-populations de ces neurones spécifiquement chez les animaux résilients,
est une étape importante, voire nécessaire, pour comprendre le réle des neurones DA de la VTA
dans I'expression de la comorbidité douleur-dépression. Cela pourrait étre réalisé grace d’autres
techniques d’enregistrement de [Iactivité électrophysiologique des neurones. L'utilisation
d’approches multi-unitaires, telle que les tétrodes, permettrait alors I'enregistrement de plusieurs
dizaines a centaine de neurones lors d’une seule séance. La contrepartie majeure est la perte de la
résolution spatiale offerte par les techniques d’enregistrement unitaire. Les techniques unitaires
permettent notamment la localisation anatomique exacte du neurone, lorsque couplée a un
marquage juxta cellulaire du neurone enregistré ou a une approximation de la localisation

anatomique (~100um) par la technique du point bleue dans notre cas.
2.3.2. Méthodes de détections de I'activité phasique

Classiquement, la discrimination des périodes d’activité phasique des neurones DA de la VTA
repose sur deux seuils empiriques définis chez le rat par Grace et Bunney. Cette méthode présente
'avantage d’étre relativement simple a implémenter. Néanmoins, elle ne permet pas d’identifier de
facon fiable les périodes d’'activité phasique dans le neurone présentant une fréquence d’activité
élevée. Pour s’affranchir de ce probléme, nous avons pris le parti d’utiliser l'analyse de
I'histogramme du logISI afin de définir un seuil adapté a la fréquence de décharge basale du
neurone. Cette méthode relativement simple nous permet d’identifier de maniére fiable les neurones

burstant et non burstant dans notre jeu de données, mais elle présente plusieurs limites :

Tout d’abord, la fiabilité de la détection des pics dans I'histogramme du logarithme des intervalles
entre les PA (ISl) peut-étre impactés si le neurone présente une activité faible ou si la distribution de
ces PA suit une distribution normale biaisée. Dans le premier cas, 'estimation de la distribution a
'aide d’un histogramme ne permettra pas d’évaluer de maniére fiable la présence de pics dans
'histogramme. Dans le cas de la présence d’'une distribution biaisée, le neurone présente une
activité phasique visible par le grand nombre d’ISI a haute fréquence, mais pas de second pic dans
sa distribution. Ce type de neurones sera alors détecté comme non-burstant selon cette méthode
d’analyse. D’autres techniques de détection de 'activité phasique dérivée de la méthode de Poisson-
Surprise Surprise (Cotterill & Eglen, 2019) vont étre capables d’identifier I'activité en burst de ces

neurones en identifiant les périodes d’IS| dont I'apparition de maniére consécutive est peu probable
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statistiquement (notion de « surprise » de I'observation de I'occurrence d’un événement). De plus,
l'activité des neurones DA de la VTA n’est pas juste composée de l'activité pacemaker et des
périodes d’activité phasique, mais aussi de périodes de pause. Ces périodes sont importantes dans
les processus d’évaluation de la récompense. (Schultz, 2016) et sont notamment initiées par la
synchronisation des afférences GABAergiques sur les neurones DA de la VTA (Paladini & Roeper,
2014). La caractérisation de ces périodes peut étre réalisée au travers de la méthode de Robust
Gaussian Surprise (Ko et al.,, 2012). Néanmoins, comme pour toute méthode dérivée des
algorithmes de poisson-surprise, un taux élevé de faux positifs va étre détecté dans les neurones

présentant une faible activité phasique ou une activité tonique uniquement.

L'analyse des paramétres de burst indique que la majorité des neurones burstant enregistrés
présentent une taille des burst de deux PA. Cette valeur est surprenante par rapport aux valeurs
présentent dans la littérature, les burst présentant une taille aux alentours de trois a quatre PA
(Kaufling et al., 2017b ; Naneix et al., 2017). Cela indique qu'il existe un biais dans notre algorithme
de détection de burst. En revanche, la fréquence d’occurrence des burst identifiés par notre méthode
de détection est similaire a celles retrouvées dans la littérature. (Kaufling et al., 2017b ; Naneix et
al., 2017).

Cela suggeére que notre algorithme détecte de maniére fiable I'entrée en burst des neurones, y
compris ceux a haute fréquence, mais posséde un biais dans la détection du seuil de sorties des
burst. L'utilisation d’'une combinaison par I'analyse de I'histogramme du loglSI pour la détection de
I'entrée en burst, associée a une méthode telle que la Rank-surprise (Cotterill & Eglen, 2019) pour
définir la sortie, pourraient étre un bon compromis afin de profiter au mieux des forces de ces deux

analyses.
2.3.3. Apports des méthodes d’analyses multidimensionnelles

Aux vues de la difficulté d’acquisition des données biologiques et notamment la combinaison de
'acquisition de données comportementales associées a des données d’activité neuronale, il est
important d’extraire un maximum d’informations de celle-ci.

Le développement au cours des derniéres décennies de la science des données a permis de
nouvelles fagons d’approcher a la fois la manipulation de données complexes, leurs visualisations
ainsi que leurs compréhensions. Par exemple, les paramétres d’activités électrophysiologiques
évalués sur les neurones ne sont pas des données uni-dimensionnelles : chaque neurone posséde
de nombreuses caractéristiques a la fois électrophysiologiques (fréquence des PA, tailles des ISI,
présence de patron d’activité spécifique...), mais aussi anatomiques (localisation anatomique,
entrée, et projection), immunohistochimiques et parfois associées a des variables

comportementales (par ex : temps d'immobilité dans le FST). Il est donc important de relier ces
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différentes données entre elles afin d'en extraire linformation importante et pertinente
biologiquement.

L'un des défis majeurs de ces jeux de données multidimensionnelles provient de l'incapacité de
notre esprit a visualiser et comprendre des phénoménes lorsque ceux-ci comportent plus de trois
dimensions. C’est ici tout I'intérét de I'utilisation des approches de réduction de dimension ainsi que
des méthodes d’apprentissage supervisées ou non, pour rendre ces données interprétables en
prenant I'ensemble des propriétés en compte. Ces méthodes permettant de transformer ces
données en une information compréhensible pour notre esprit. Dans ce projet de thése, nous avons
utilisé plusieurs techniques de réduction de dimension qui nous ont permis d’identifier plusieurs sous
populations de neurones. Deux de ces populations de neurones sont altérées lors de I'expression
de la comorbidité douleur-dépression et n’étaient pas identifiables en utilisant des approches
classiques.

Néanmoins bien que ces approches dérivées des statistiques et des sciences de I'information
permettent d’identifier des différences et des informations nouvelles dans les jeux de données, elles
ne possédent pas de sens commun et peuvent alors donner des informations contradictoires ou qui
ne possédent pas de sens physique réel. Par exemple, sans contraindre les modéles de régression,
des populations de neurones ayant une fréquence négative peuvent étre détectées, ce qui n'est
physiquement et biologiquement pas possible. Il est donc nécessaire de toujours remettre en
perspective les résultats obtenus avec le contexte biologique, les données de la littérature et la
question scientifique adressée afin de ne pas se perdre dans le flux d’informations fournies par ces

approches.
3. Considérations Scientifiques

Lors de ce projet, nous avons combiné des approches physiologiques et moléculaires afin
d’identifier le role des neurones DA de la voie VTA, ainsi que la voie VTA-NAc, dans I'expression de
la comorbidité douleur-dépression. Les résultats obtenus montrent des altérations complexes et, a

premiére vue, presque contradictoires si ceux-ci ne sont pas remis dans un contexte plus large.
3.1. Evaluation de l'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA

Les résultats obtenus a la suite de nos enregistrements de neurones unitaires montrent que les
altérations de 'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA chez les animaux du groupe

Cuff sont localisées dans différentes sous-populations anatomiquement distinctes.

En premier lieu, la présence d’altérations dans les neurones antérieurs de la VTA pourrait indiquer
des modifications dans le traitement de I'information au niveau de voie spécifique lors de I'expression
de la comorbidité douleur-dépression. Sur la base de la littérature, il a été mis en évidence que la
VTA antérieure (aVTA) et postérieure (pVTA) sont fonctionnellement différentes (Sanchez-Catalan

et al., 2014) et vont projeter dans différents noyaux du NAc. Ainsi, les neurones DA de la aVTA
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projettent de maniére préférentielle au cceur et a la coquille latérale du NAc alors que les neurones
DA de la pVTA vont principalement cibler la coquille médiale du NAc ainsi que le tubercule olfactif
(Beckstead et al., 1979 ; Brog et al., 1993 ; Fallon & Moore, 1978 ; Hasue & Shammah-Lagnado,
2002 ; Nauta et al., 1978b ; Phillipson & Griffiths, 1985).

Les stimulations cérébrales profondes (Deep brain stimulation -DBS) du NAc chez des patients
atteints d’EDC vont produire une grande variété d’effets secondaires, allant d’'une élévation de
'humeur a I'expression d’anxiété, en fonction du placement des électrodes de stimulation (Machado
et al., 2009). Cela montre que le NAc, tout comme la VTA, n’est pas une région homogene et
souligne I'importance des différences fonctionnelles de sous-régions du NAc. En condition normale,
la majorité des neurones du NAc montre une baisse son d’activité lors de [‘obtention d’une
récompense (Krause et al., 2010 ; Roitman et al., 2010). Dans le cas ou I'obtention de la récompense
va étre associée a la présence d’un stimulus aversif (par exemple : un choc aux pattes lors de la
consommation d’une bille de sucre), la majorité de ces neurones inhibés par I'obtention d’une
récompense vont changer de réponse. Ces neurones présentent alors une augmentation de leur
activité (Roitman et al., 2010). Ainsi la réponse des neurones du NAc a un méme stimulus va étre

modifiée en fonction des contextes connus et environnants.

Au niveau comportemental, le NAc présente des fonctions différentes entre le cceur et la coquille
lors 'apprentissage. La lésion de la coquille du NAc va perturber 'acquisition de préférence de place
alors que la Iésion du cceur va induire une diminution de I'acquisition de conditionnement aux
signaux (Ito et al., 2008b)

La dopamine ne va pas induire d’activation ou d’inhibition de I'activité des neurones épineux
moyens (MSN) dans le NAc mais moduler la réponse des MSN aux entrées glutamatergiques et
GABAergiques qu’ils recoivent. Par exemple, la libération de dopamine dans la coquille du NAc va
provoquer une augmentation des comportements d’approche vers les stimuli non conditionnés
récompensant et une augmentation des comportements d’échappement au danger (Di Chiara et al.,
2004 ; Ikemoto, 2007; Ikemoto & Panksepp, 1999 ; Nestler & Carlezon, 2006 ; Pijnenburg & van
Rossum, 1973).

Cette action modulatrice de la dopamine est importante lorsqu’elle est remise en contexte avec
I'hétérogénéité des réponses obtenues aprés infusion de différents composés, en fonction de la
localisation anatomique. En effet, plusieurs études chez le rongeur montrent que l'inhibition des
neurones de la coquille du NAc par des agonistes des récepteurs GABAa ou des antagonistes des
récepteurs NMDA-AMPA va induire des comportements alimentaires ou des protubérances
rythmiques de la langue lors de I'obtention d’eau sucrée (Faure et al., 2010 ; Reynolds & Berridge,
2008 ; Stratford & Kelley, 1999). Ce type de réponse comportementale est associable a des stimuli

non conditionnés appétitifs.
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De maniére opposée, I'inhibition des récepteurs GABAa de la partie rostrale de la coquille du NAc
par le muscimol induit des comportements appétitifs tels que des comportements alimentaires
(Stratford & Kelley, 1999).

En revanche, I'inhibition de la portion caudale de la coquille du NAc par le muscimol va induire
des comportements défensifs, tels qu’'un enfouissement ou un redressement sur les pattes arriére
(Reynolds & Berridge, 2008). Ces comportements sont associables a une forme de réponse
négative motivée par la présence d’'une menace. Les projections de la VTA vers le cceur et la coquille
du NAc pourraient alors moduler de maniére différente les réponses aux stimulations des afférences

glutamatergiques et GABAergiques dans le NAc.

Par exemple chez le rat aprés I'apprentissage a s’auto-administré de I'’héroine, la réinstauration
de la recherche d’héroine induite par I'exposition au contexte va étre atténuée par linfusion
d’antagonistes des récepteurs D1 dans la coquille du NAc mais resteras sans effets dans le coeur
du NAc (Bossert et al., 2007).

Le niveau de dopamine dans la coquille module ainsi la réponse comportementale en fonction du
contexte, notamment lorsque la valeur prédictive des stimuli conditionnés est importante. Cela
permet I'apprentissage de ces stimuli en tant que contexte prédictif d’'un résultat (Bossert et al.,
2007, 2012 ; Chaudhri et al., 2010 ; M. S. D’Souza et al., 2011; Ito et al., 2008b ; Riedel et al., 1997).
Le cceur du NAc va quant a lui étre impliqué lorsque la valeur prédictive des stimuli conditionnés est
faible, notamment lorsqu’il représente un signal lié au contexte. Cela permet alors de sélectionner
une réponse comportementale adaptée en fonction des associations déja connues (Bossert et al.,
2007, 2012 ; Chaudhri et al., 2010 ; M. S. D’'Souza et al., 2011 ; Ito et al., 2008b ; Riedel et al., 1997).
Ainsi, les libérations de dopamine au travers des voies pVTA-coquille du NAc moduleraient
'association entre un stimulus et ses conséquences alors que la voie aVTA-coeur du NAc
sélectionnerait le comportement a réaliser en fonction des associations déja acquises. Une
hypothése est que cette sélection de réponses comportementales pourrait étre altérée dans des
pathologies telles que I'addiction ou 'EDC, l'individu sélectionnant des réponses comportementales

inappropriées par rapport au contexte.

L'un des symptémes caractéristiques de la dépression est 'absence de motivation qui se retrouve
aussi chez le rongeur (Yoshida et al., 2021). Cette diminution de la motivation pourrait étre associée
a la baisse de I'activité des neurones DA de la aVTA lors de I'expression de la comorbidité douleur-
dépression. Cette hypothese indiquerait une diminution de la motivation pour réaliser une ou des
actions sans altérer les processus d’association entre un contexte et les résultats obtenus. Selon ce
point de vue, un individu pourrait alors ne pas trouver la motivation a réaliser une action bien qu’il
sache qu'elle lui est bénéfique ou agréable, ce type de comportement rappelant certains symptémes

de la dépression.
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Lidentification de cluster de neurones spécifiques aux groupes d’animaux « Cuff » et « Sham »
présente une autre vision des altérations des neurones DA de la VTA, mais soutiennent-elles aussi

cette idée de distinction des voies VTA-cceur et VTA-coquille du NAc.

Tous d’abord, les neurones du cluster spécifique aux animaux du groupe « Cuff » (cluster B)
présentent une diminution d’activité par rapport aux neurones du cluster spécifique aux animaux «
Sham » (cluster A). Bien qu’a premiére vue paradoxale, ces données sont cohérentes avec la
diminution d’activité observée lors de I'analyse en fonction de I'axe antéro-postérieur. En effet, le
cluster A contient la quasi-totalité des neurones DA antérieurs de la VTA enregistrée chez les
animaux du groupe « Sham » (10 neurones sur les 12 neurones antérieurs) et le cluster de neurone
B comportent plus de la moitié des neurones DA antérieurs de la VTA enregistrée chez les animaux
du groupe « Cuff » (9 neurones sur les 18 neurones antérieurs). Néanmoins, ces neurones
antérieurs ne représentent pas plus d’un tiers de la composition en neurones des clusters A et B,
avec respectivement 23,80% (10 neurones antérieurs sur 42 neurones du cluster A) et 28,12% (9
neurones antérieurs sur 32 neurones du cluster B) de neurones antérieurs. Ces informations
supplémentaires suggérent que les altérations de l'activité électrophysiologique des neurones DA
de la VTA ne sont pas uniquement localisées dans les neurones antérieurs, mais touchent une

population de neurones plus diffuse dans la VTA.

Lorsque nous regardons la distribution anatomique de ces clusters, nous observons que les
neurones du cluster A sont plutdt localisés dans la portion médiale et latéro-ventrale de la VTA alors
que le cluster B est plutét localisé dans la portion dorso-médiale. La technique d’enregistrement
unitaire de neurones in vivo permettant d’enregistrer uniquement les neurones spontanément actifs,
nous pouvons alors émettre I'hypothése que les neurones de la portion médiale et latéro-ventrale
présentent une baisse de leur activité spontanée au profit des neurones dorso-médial lors de
I'expression de la comorbidité douleur-dépression. Les neurones médiaux de la VTA vont projeter
principalement au mPFC et a la coquille médiale du NAc alors que les neurones latéraux projettent
principalement a la coquille latérale du NAc (Derdeyn et al., 2022 ; Lammel et al., 2012). Il est
probable que l'expression de la comorbidité douleur-dépression induise un changement du
traitement de l'information dans la VTA vers la voie mésolimbique plutét que mésocorticale. Ces
changements pourraient découler des conséquences de 'hyperactivité de 'habénula latérale (LHb)
lors de I'expression de comportement de type dépressif (Caldecott-Hazard et al., 1988), celle-ci
projetant de maniére différentielle aux neurones médiaux et latéraux de la VTA (Lammel et al., 2012).
Néanmoins, lors des séances d’enregistrements électrophysiologiques in vivo, il est difficile de cibler
des sous régions spécifiques de la VTA afin d’équilibrer le nombre de neurones enregistrés par
cadran anatomique. Cette distribution particuliere pourrait provenir d'un biais lors de
I'échantillonnage de nos neurones. Ainsi des expériences complémentaires sont a réaliser afin de

confirmer limplication de la voie habénulo-tegmentale, ainsi que le décalage de l'activité des
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neurones DA de la VTA de la voie mésocorticale vers la voie mésolimbique. Une partie de ces
expériences sont en cours d’analyse et sont détaillées dans la section spécifique a I'étude de la voie

habénulo-tegmentale.
3.2. Evaluation de la concentration de la dopamine et de ces métabolites dans la VTA et le NAc

L'absence de modification de la concentration de dopamine dans le NAc ou la VTA pourrait
sembler contradictoire avec la baisse de la fréquence des PA des neurones DA de la VTA.
Néanmoins, il est important de prendre en compte que nous avons mesuré la concentration dans
'ensemble de la VTA ou du NAc, et n'avons pas ciblé les différentes sous-régions discutées
précédemment (aVTA vs pVTA et coquille vs coeur du NAc). Cette diminution pourrait alors étre
présente, mais masquée. Pour vérifier cette hypothése, la microdissection des sous-régions de la
VTA et du NAc serait possible, mais elle se heurte a la quantité de tissu nécessaire pour obtenir une

détection fiable des neurotransmetteurs par spectrométrie de masse.

De plus, cela pourrait provenir également du choix du point temporel de la mesure. En effet, une
étude sur le modéle du cuff montre une diminution de la concentration de DA a 2 semaines post-
chirurgie (Taylor et al., 2014), et les études portant sur les altérations de la libération de dopamine
dans d’autres modéles de douleur chronique ciblent aussi les premiéres semaines (Asaoka et al.,
2018 ; Kato et al.,, 2016). Ces études ciblent donc les phases ou la douleur peut encore étre
considérée comme aigie et les symptdmes anxieux et/ou dépressifs ne sont pas encore présents
(Kremer et al., 2021 ; Yalcin et al., 2011b). Dans notre cas, nous avons réalisé nos observations,
plus tardivement, lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression. L'on pourrait alors
supposer que des changements de concentration basale seraient présents lors des phases

précoces et pourraient disparaitre au fil du temps.

L'analyse a venir de la libération de dopamine en réponse aux stimulations optogénetiques
toniques de la VTA nous permettra notamment d’éclaircir ce point, bien que n’évaluant pas la
concentration absolue de dopamine. L'intérét principal de I'approche par photométrie de fibre est
'évaluation de l'ensemble des points temporels a l'aide d’une seule cohorte d’animaux (les
enregistrements pouvant étre répétés dans le temps sans impacter le comportement de I'animal).
Au vu des premiers résultats, les stimulations toniques de la VTA induisent une augmentation dose-
dépendante des niveaux relatifs de dopamine dans le NAc en fonction des fréquences de
stimulations. Cette augmentation de dopamine semble stable tout au long de la stimulation en
présentant un plateau pendant la stimulation. En comparant les aires sous la courbe entre nos
animaux du groupe « Sham » et « Cuff » aux différents points temporels, nous pourrons voir le
moment ou la libération de dopamine basale est altérée lors de I'expression de la comorbidité
douleur dépression. Cette approche va ainsi permettre d’évaluer non pas la concentration exacte de

dopamine, mais la différence de dopamine libérée par rapport a la concentration basale, une
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augmentation de I'aire sous la courbe pouvant signifier une libération relative de dopamine en
réponse aux stimulations plus importante ou une libération absolue de dopamine identique, mais

une concentration basale de dopamine plus basse.

La présence de modifications présynaptiques dans le NAc pourrait étre une autre explication de
'absence de modifications de la concentration de dopamine malgré la baisse d’activité
électrophysiologique des neurones DA de la VTA. La dopamine est libérée dans le NAc en
conséquence de la propagation des PA des neurones DA de la VTA et est modulée par différents
récepteurs (Guilloux et al., 2011 ; Mohebi et al., 2023).

Par exemple, dans le modéle du stress chronique léger, une baisse de I'expression des
récepteurs D2 associée a une baisse des niveaux de dopamine est observée dans le NAc (Qiao et
al., 2020). Cela parait légerement contradictoire, les récepteurs D2 participant au mécanisme
présynaptique d’auto-inhibition de la libération de dopamine. Néanmoins, les mesures ont été
réalisées a peine 1 mois aprés l'application du premier stress et moins d’'une semaine aprés le
dernier. Il se pourrait donc que les altérations observées soient des adaptations en cours de la mise
en place de la comorbidité. Dans la méme étude, I'inhibition de ces récepteurs va induire une
diminution des symptdmes de type dépressif en augmentant la concentration de dopamine dans le
NAc (Qiao et al., 2020). Ainsi, la baisse de dopamine semble directement liée a I'expression des
symptdmes de type dépressif. On pourrait ainsi supposer que la baisse de I'expression des
récepteurs D2 serait une adaptation a I'exposition au stress. Cette adaptation compenserait, ou du
moins en partie, la diminution de la perte d’activité des neurones DA de la VTA observée dans le

modéle du cuff.

Les récepteurs sérotoninergiques modulent aussi la libération de dopamine au niveau du NAc.
Par exemple, la stimulation des récepteurs 5HT2C va induire une inhibition tonique de la libération
de dopamine alors que les récepteurs 5HT3 permettent de faciliter la libération phasique de
dopamine en réponse aux drogues (Dremencov et al., 2006 ; Alex & Pehek, 2007). Il se pourrait que
des modifications de la concentration de 5-HT ou de la fonction des récepteurs sérotoninergiques
dans le NAc compensent la baisse d’activité des neurones DA de la VTA observée dans le modéle
du cuff. La premiére hypothése semble peu probable. En effet nous n’observons pas d’altération de
la sérotonine (5-HT) a 8 semaines dans le modéle du cuff (voir supplément Table.1), méme si des
altérations de la 5-HT sont observables dans d’autres modéles de dépression (Cao & Li, 2017 ;
Muneoka et al., 2020).

3.3. Evaluation de la libération de dopamine dans le NAc en réponse a des stimulations

optogénétique de la VTA

De maniére générale, les résultats obtenus au travers des procédures d’électrophysiologie et de

spectrométrie de masse indiquent une absence d’altérations globales de l'activité tonique et
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phasique ainsi que de la concentration de dopamine a I'état basal. Cependant, elles ne permettent
pas d’étudier les propriétés phasiques de ce systéme. Ces aspects phasiques de la libération de
dopamine sont cruciaux dans les processus d’évaluation de la réponse comportementale d’'un
animal a un stimulus. En effet, une fois I'association établie entre un signal prédictif (visuel ou auditif)
et I'obtention d’une récompense, 'augmentation transitoire de dopamine va indiquer la valeur
prédictive de ce signal ou le meilleur comportement a réaliser lors de la présence de plusieurs
signaux (Owesson-White et al., 2008 ; Day et al., 2010 ; Saddoris et al., 2015). Nos résultats de
photométrie de fibre indiquent une augmentation de la magnitude de la libération de dopamine dans
le NAc en réponse aux stimulations a 40Hz de la VTA. Cette augmentation est présente lors de la
semaine précédant I'apparition des symptédmes dépressifs (semaine 6) et persiste a 8 et 10
semaines post-chirurgie. La stimulation des neurones DA de la VTA étant récompensantes (Pascoli
et al., 2015), on pourrait alors supposer que 'augmentation de la magnitude de la réponse observée
en photométrie de fibre serait associée a une augmentation de la valeur attribuée a un stimulus

récompensant.

Ces résultats semblent paradoxaux avec la baisse d’activité observée dans certaines sous-
populations de la VTA. Cette différence pourrait étre due au fait que, lors des procédures de
photométrie de fibre, nous observons la dynamique de la libération de dopamine au niveau global
du NAc. Ce point est important, car la coquille et le coeur du NAc présentent des variations de
dopamine différentes tant d’'un point de vue temporel que fonctionnel (Saddoris et al., 2015).
L'utilisation de technique de voltamétrie cyclique a balayage rapide (FScV) permettrait de mesurer
ces variations locales de dopamine, celle-ci possédant une meilleure résolution spatiale en
contrepartie d’'une résolution temporelle diminuée (FScV = 100ms ; Photométrie de fibre : < 1ms)
(Saddoris et al., 2015 ; Cosme et al., 2018 ; Puthongkham & Venton, 2020). De plus, la photométrie
de fibre mesure uniquement des variations relatives de dopamine par rapport au niveau basal. Il est
donc important de le prendre en considération lors de linterprétation des résultats. En effet,
'augmentation de la magnitude de réponse pourrait étre due a une concentration basale de
dopamine plus faible chez les animaux du groupe « Cuff », mais a une concentration de dopamine
identique lors du pic. Cette hypothése semble néanmoins peu probable puisque la concentration
basale de dopamine mesurée par spectrométrie de masse a 8 semaines est identique dans nos
deux groupes d’animaux. Une mesure a 6 semaines de la concentration de dopamine, par
spectrométrie de masse, permettrait de confirmer cette hypothése. De plus, I'aire sous la courbe
étant identique entre nos animaux du groupe « Sham » et « Cuff », la concentration relative de
dopamine libérée en réponse aux stimulations a 40 Hz I'est également. Ces deux points pris en
compte, la présence de douleur chronique semble donc modifier la maniére dont I'information est

traitée dans le NAc. Néanmoins la caractérisation exacte de la forme de ces altérations au cours du
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temps est difficile pour le moment et nécessite 'inclusion de plus d’animaux au cours des prochains

mois.
3.4. Perspectives de recherches

L'implication de voie dopaminergique spécifique, telle que la voie VTA-NAc, semble donc étre 'un
des éléments clés dans la mise en place et I'expression de la comorbidité. Lors de cette thése, nous
avons utilisé des approches complémentaires afin d’évaluer les altérations des sous populations de

neurones DA de la VTA ainsi que dans la voie VTA-NAc.

Des études complémentaires étudiant spécifiquement les altérations au niveau des différents
sites de projections de la VTA sont néanmoins nécessaires afin d’éclaircir plusieurs points. En
particulier, réussir a caractériser les entrées et les sorties sur les neurones des différents clusters
ainsi que la présence de marqueurs immunohistochimiques confirmerait I'hypothése des
implications des voies mésocorticale et mésolimbique ainsi qu’ouvrirais plusieurs possibilités de
recherche. Tout d’abord, cela permettrait de confirmer I'hypothése de la différenciation des voies
meésolimbique et mésocorticale lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression suggérée
par la localisation anatomique des différents clusters de neurones identifiés. Bien que techniquement
compliqué a réaliser, il serait alors possible de mettre en évidence un déplacement du traitement de
linformation de la voie mésocorticale vers la voie mésolimbique lors de I'expression de la
comorbidité douleur-dépression. En effet, pour identifier les sites de projection de ces différents
clusters, deux choix s’offrent actuellement. Tout d’abord I'enregistrement unitaire de neurone
combiné a leur marquage juxta cellulaire. Cette technique trés complexe est peu compatible avec le
nombre important de neurones nécessaires pour la réalisation des techniques de réduction de
dimension par PCA et/ou d’identification des clusters de neurones. La seconde option serait
I'utilisation de traceur rétrograde dans différents sites de projection de ces neurones puis d’évaluer
leurs propriétés électrophysiologiques ex vivo. Bien que plus simple a réaliser, on ne peut néanmoins
pas certifier que les caractéristiques électrophysiologiques des neurones DA de la VTA ex vivo
permettent d’identifier les mémes sous-populations de neurones. La question de la pertinence et
des rdles fonctionnels de ces clusters reste donc encore en suspens. Les sous-populations de
neurones identifiés présentant une baisse d’activité chez les animaux exprimant la comorbidité
douleur-dépression, la question des effets de I'inhibition ou I'activation spécifique de ces différentes
sous populations de neurones DA de la VTA respectivement chez des animaux sains ou exprimant
la comorbidité douleur-dépression permettraient de complémenter les observations réalisées. Cibler
ces clusters de neurones identifiés par nos techniques de PCA ne parait pas néanmoins possible
pour le moment sans identifier un marqueur génétique ou immunohistochimique spécifique de ces
neurones. En revanche, moduler spécifiquement les neurones antérieurs et postérieurs de la VTA
pourrait étre possible, bien que techniquement complexe, grace au placement judicieux de fine fibre

optique combiné a des injections de vecteurs viraux de maniéres extrémement localisées. Ces
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procédures pourraient mettre en évidence un lien causal entre l'activité des neurones DA et

I'expression de différents comportements douloureux et de type dépressif.
3.5. Implication de la voie habénulo-tegmentale

Enfin, une derniére question se pose: existe-t-il des altérations spécifiques de la VTA en fonction
non pas des propriétés électrophysiologiques ou des sorties, mais en fonction des entrées sur les
neurones DA ? En effet, les altérations observées dans l'activité des neurones DA pourraient étre
une conséquence directe de la modification de la balance glutamatergique-GABAergique régulant

I’'activité de ces neurones.

Dans ce contexte, 'Habénula latérale (LHb) semble étre un candidat idéal pour altérer cette
balance glutamatergique-GABAergique. La LHb correspond a la portion latérale de 'Habénula, une
structure épithalamique localisée a la surface dorso-médiale du thalamus caudal (Aizawa et al., 2012
; Stephenson-Jones et al., 2012 ; Zahm & Root, 2017).

Cette région est impliquée dans de nombreuses fonctions telles que les processus de
récompense et d’aversion, les cycles circadiens et le sommeil, la navigation spatiale, la cognition et
les comportements maternels (Hu et al., 2020). En particulier, la LHb est connue pour réagir aux
stimuli aversifs (tels que des chocs aux pattes ou a la queue) et aux stimuli émotionnellement
négatifs (tels que la contention, privation maternelle, le stress de défaite sociale...) (Benabid &
Jeaugey, 1989 ; Carr et al., 1998 ; Chastrette et al., 1991 ; Wirtshafter et al., 1994)

Elle est majoritairement composée de neurones glutamatergiques exprimant VMAT 2 (Aizawa et
al., 2012 ; Wagner et al., 2014) ainsi que d’une petite proportion de neurones GABAergiques
exprimant GAD2 et Slc6a1(Aizawa et al., 2012 ; Brinschwitz et al., 2010). De plus, plusieurs
neuropeptides, tels que la vasopressine, la substance P, la somatostatine et la mélatonine, sont

exprimés par ces neurones (Salaberry & Mendoza, 2015 ; Zahm & Root, 2017).

Au niveau électrophysiologique, les stimuli aversifs vont activer les neurones glutamatergiques.
De maniére similaire, le méme effet va apparaitre lors de 'omission d’'une récompense prédite, alors
que la présence de stimuli récompensant va inhiber I'activité des neurones glutamatergiques de la
LHb (Matsumoto & Hikosaka, 2007). Les projections principales de ces neurones sont les régions
monoaminergiques, dont les neurones DA de la VTA ainsi que les neurones sérotoninergiques des
noyaux du Raphé (Herkenham & Nauta, 1979 ; Zahm & Root, 2017). Notamment, la VTA et la LHB
sont connectées par deux voies distinctes : la premiére directe excitatrice, mais minoritaire, va cibler
les neurones médiaux de la VTA alors que la seconde voie indirecte inhibitrice est majoritaire et va
utiliser la tVTA comme un relai GABAergique (Lammel 2012). Ces projections permettent alors a la
LHb de contréler de maniere fine la libération de dopamine pendant I'obtention ou 'omission d’'une

récompense (Hikosaka, 2010), mais aussi d’encoder la valeur d’un stimulus au travers de son
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contréle sur les neurones 5-HT du raphé (Hu et al., 2020). Cela place cette région comme le centre

parfait pour contréler la prise de décision basée sur la récompense (Hu et al., 2020)

Limplication de la LHb dans la dépression fut mise en évidence par l'observation d'une
hyperactivité de 'habénula chez les patients (Morris et al., 1999; Lawson et al., 2016) ainsi que
I'efficacité des traitements par DBS de la LHb chez des patients résistants aux thérapies classiques
(Sartorius et al., 2010 ; Sartorius and Henn, 2007). Cet effet antidépresseur des traitements par DBS
de la LHb fut également reproduit chez le rat (Meng et al., 2011) Une hyperactivité de la LHb a aussi
mis en en évidence différents modéles de dépression (Caldecott-Hazard et al., 1988). Cette
augmentation d’activité semble liée a I'augmentation de la proportion de neurones de la LHb
présentant une activité phasique (Han et al., 2015; Seo et al., 2018 ; Yang et al., 2018). Plusieurs
études montrent notamment que l'activation des neurones de la LHb induit I'apparition de
comportements de type dépressif chez les animaux naifs alors que leur inhibition induit un effet
antidépresseur (Cui et al., 2018 ; Lecca et al., 2016; Li et al., 2013, Yang et al 2018). Cette
hyperactivité des neurones pourrait étre la conséquence de la dérégulation de la balance GABA-
Glutamate exercée par le noyau entopédonculaire sur la LHb en faveur du glutamate (Shabel et al
2014).

Lors de douleurs chroniques, plusieurs études par imagerie montrent une augmentation de
I'activité de I'habénula chez le rat (Paulson et al., 2007 ; Paulson et al., 2005) ainsi que chez ’homme
(Roiser et al., 2009; Ullsperger & von Cramon, 2003). Des effets spécifiquement sur 'habénula
latérale ne peuvent néanmoins étre observés, celle-ci possédant une taille inférieure a la résolution
spatiale des techniques de fMRI. Chez la souris, dans le modéle de Iésion par constriction chronique
(CCI), une augmentation de I'activité des neurones de la LHb et de I'expression de CamKII-beta est
observée (Li et al., 2017). La lésion de la LHb dans ce modéle va alors induire une diminution de
I'hypersensibilité mécanique ainsi que des comportements de type dépressif exprimés par les
animaux (Li et al., 2017). De plus, dans un modéle de névralgie trigéminale, 'augmentation de
I'excitabilité des neurones de la LHb est corrélée avec I'expression des comportements dépressifs
chez la souris (Cui et al., 2020; W.-W. Zhang et al., 2023; Zhuang et al., 2022). Linhibition des
neurones glutamatergiques dans ce modéle provoque une diminution des comportements anxieux
ainsi que de I'hypersensibilit¢ mécanique (Cui et al., 2020). En revanche, I'activation de ces
neurones glutamatergiques chez I'animal naif va induire une hypersensibilité mécanique ainsi que
des comportements de type dépressif similaires a ceux observés dans le modéle de névralgie

trigéminale.

L'ensemble des données publiées ainsi que celles que nous avons obtenues lors de cette thése
nous conduisent a émettre I'hnypothése suivante : 'hyperactivité des neurones de la LHb induirait

une diminution de I'activité tonique des neurones DA au niveau global de la VTA.
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Plus spécifiquement, nous supposons que l'activation de la voie indirecte connectant la LHb a la
VTA induit l'inhibition d’'une sous-population de neurones DA de la VTA, possiblement localisée dans
la portion médiale de la VTA, au travers d’'une augmentation du tonus GABAergiques exercé par les
neurones GABA de la tVTA. La LHb induirait en paralléle I'activation d’une seconde sous population
de neurones DA de la VTA, localisé dans la portion latérale, au travers de I'activation de sa voie
directe mineure. Cela pourrait alors expliquer nous observons une diminution de [activité
électrophysiologique des neurones DA de la VTA, mais pas ou peu de changement de la
concentration de dopamine ainsi que de sa libération dans le NAc. En effet, les changements induits
par I'activation de la voie indirecte de la voie LHb-VTA cible majoritairement les neurones projetant

au mPFC. Une illustration de ce mécanisme est disponible en Figure.1
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Figure 1. lllustration des effets potentiels de [I’hyperactivité de la LHb sur les voies
dopaminergiques mésocorticale et mésolimbique.

Abréviation : VTA : aire tegmentale ventrale, tVTA : queue de la VTA, LHb : Habénula latérale, PFC : cortex
préfrontal, IL : cortex infralimbique, PL : cortex prélimbique, NAc : Noyaux Accumbens, IShell : coquille
latérale du NAc, mShell : coquille médiale du NAc, Core : cceur du NAc.
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Afin d’explorer cette hypothése, nous avons réalisé des stimulations électriques de la LHb lors
de nos séances d’enregistrement de I'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA. Bien
que nous ayons pu enregistrer plusieurs réponses confirmant la présence d’'une voie directe
excitatrice et d’une voie indirecte inhibitrice sur les neurones DA de la VTA, la difficulté de réalisation
de ces enregistrements ne nous a pas permis de collecter assez de données pour réaliser une
comparaison fiable entre les neurones des animaux du groupe « Cuff » et « Sham ». Afin de pallier
ce probléme, et évaluer les altérations dans la voie habénulo-tegmentale lors de I'expression de la
comorbidité douleur-dépression, nous avons réalisé une premiére série d’enregistrements par
photométrie de fibre de la réponse calcique des neurones DA de la VTA (a I'aide du biosenseur
calcigue GCamP) ou de la libération de dopamine dans le NAc (a I'aide du biosenseur de la
dopamine DLight) en réponse a des stimulations optogénetiques de la LHb. Ces enregistrements
ont été réalisés chez l'animal anesthésié afin de s'approcher au plus prés des conditions
d'enregistrement de l'activité électrophysiologique des neurones DA de la VTA. Cette configuration
particuliere nous permet d’enregistrer la réponse aux stimulations de la LHb ainsi qu’aux stimulations
des projections de la LHb dans la tVTA chez un méme animal. Nous espérons ainsi pouvoir séparer
les effets de 'activation de la voie directe et indirecte de la LHb sur les neurones DA de la VTA, ainsi
que sur la libération de dopamine dans le NAc. L'ensemble des enregistrements sont en cours
d’analyse. Les résultats préliminaires montrent que la stimulation de la LHb ainsi que de la projection
LHb-tVTA induit une inhibition massive et soutenue de I'activité calcique des neurones DA de la VTA
ainsi qu’une diminution de la libération de dopamine dans le NAc. Le détail du protocole expérimental

ainsi que les résultats préliminaires sont disponibles sur la Figure.2.
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Figure 2. Enregistrement de la dynamique de réponse calcique des neurones DA la VTA ou de la
libération de dopamine dans le NAc la suite de stimulation optogénetique de la voie habénulo-
tegmentale.

A) Décours temporel des expériences B) Enregistrement de la dynamique calcique des neurones DA de
la VTA en réponse a des stimulations optogénetiques de la LHb. B.1) Schéma de I'expérience. B.2)
Exemple de la dynamique calcique moyenne des neurones DA de la VTA en réponse a une stimulation a
50Hz de la LHb. B.3) Carte de densité des réponses calcique des neurones DA de la VTA, chaque ligne
représente un essai. C) Enregistrement de la dynamique calcique des neurones DA de la VTA en réponse
a des stimulations optogénetiques de la voie LHb-tVTA. C.1) Schéma de I'expérience. C.2) Exemple de la
dynamique calcique des neurones DA de la VTA en réponse a une stimulation a 50Hz de voie LHb-tVTA.
C.3) Carte de densité des réponses calciques des neurones DA de la VTA, chaque ligne représente un
essai D) Schéma des expériences de mesure de la libération de dopamine dans le NAc en réponse aux
stimulations de la LHb et de la voie LHb-tVTA.

Conclusion

Pris dans son intégralité, ce projet met en évidence la complexité des altérations de la voie
meésolimbique lors de I'expression de la comorbidité douleur-dépression. Il est donc nécessaire de
poursuivre I'étude de ce systéme lors de la mise en place et du maintien des douleurs chroniques,
des symptdbmes de type dépressif ainsi que lors de la présence de la comorbidité douleur-
dépression. A 'aide d’enregistrement par photométrie, nous pourrons alors identifier les altérations
de la voie LHb-VTA-NAc, ce qui permettrait de confirmer le réle de la VTA comme un des hubs a
I'origine des dérégulations émotionnelles induites par les douleurs chroniques. L'identification de la
forme précise des altérations de la voie habénulo-tegmentale pourrait alors ouvrir de nouvelle piste

de recherche dans le traitement des conséquences émotionnelles de la douleur.
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Annexes

Supplément : Analyses des paramétres électrophysiologiques des clusters identifiés par la
PCA1
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Supplément 1. Activité totale et tonique réelle des clusters de neurones DA de la VTA
(PCA1).

A) Activité totale des clusters de neurones. A.1) La fréquence des PA des neurones du cluster y est plus
basse que celles des neurones des deux autres clusters. A.2) Les neurones du cluster 8 sont moins
réguliers (CV2 plus élevé) que les neurones des deux autres clusters. B) Activité tonique réelle des clusters
de neurones. B.1) Les résultats statistiques concernant la fréquence des PA sont similaires a ceux de
l'activité totale. La fréquence des PA des neurones du cluster y est plus basse que celles des neurones
des deux autres clusters. B.2) Les neurones du cluster 3 sont moins réguliers (CV2 plus élevé) que ceux
du cluster y. (***) p<0,05 ; (**) p<0,01 ; (***) p<0,001.
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Supplément 2. Paramétres de I’activité phasique des clusters de neurones DA de la VTA

(PCA1).

Le cluster a ne comprend pas de neurones en burst. A, B, C) Aucune différence significative n’est observée
entre les clusters 3 et y concernant la fréquence des burst (A), le pourcentage de PA en burst (B) et la taille
des burst (C). D, E, F) Les neurones du cluster 8 ont une durée de burst plus courte que celle des neurones
du cluster y et une fréquence intra-Burst (E) et instantanée des burst (F) supérieures a celles des neurones
du cluster v. (***) p<0.001.

208



Activité totale et tonique réelle des sous-populations de neurones DA de la VTA en fonction des clusters
de la PCA1

L’analyse PCA des parameétres électrophysiologiques révéle la présence de 3 clusters de
neurones. La fréquence des PA de l'activité totale est significativement différente entre ces clusters
(F2130= 8,01, p = 5,22°%) (Fig.1supp A.1). Les neurones du cluster y ont une fréquence de PA
moyenne (5,08 + 0,28 Hz) significativement plus basse que ceux des clusters a (6,15 + 0,36 Hz,
post-hoc < 0,05) et B (7,49 + 0,5 Hz, post-hoc < 0,001). Les clusters présentent également des
différences de régularité d’activité totale, quantifiée grdce au CV2 (Fp 130= 6,9, p = 1,31%%)
(Fig.1supp A.2) pour lequel les neurones du cluster B (0,68 + 0,05) ont une valeur de CV2 plus
élevée que ceux des cluster a (0,59 + 0,03, post-hoc < 0,05) et y (0,49 + 0,02, post-hoc < 0,01). De
maniere attendue, ces différences se retrouvent dans I'activité tonique réelle des neurones, que ce
soit pour la fréquence des PA (F2, 130 = 6,93, p = 1,387%%) (Fig.1supp B.1) ou le CV2 (F(, 130 = 3,55,
p =3,17°%) (Fig.1supp B.2). Les neurones du cluster y (4,93 + 0,026 Hz) présentent une fréquence
de décharge plus basse que ceux des cluster a (6,15 + 0,36 Hz, post hoc < 0,05) et B (7,18 + 0,5
Hz, post hoc < 0,001). La valeur de CV2 réelle des neurones du cluster 3 (0,6 + 0,04) est plus élevée
que celle du cluster y (0,47 + 0,02, post hoc < 0,05), mais ne présente pas de différence avec le
cluster a (0,54 +0,03). Ces trois clusters de neurones présentent donc des propriétés
électrophysiologiques de lactivité tonique différentes, et les neurones burstant de la VTA ne
constituent pas un ensemble unique de neurones mais au moins deux populations distinctes autant

par leur activité que par leur régularité.

Activité phasique des sous-populations de neurones DA de la VTA en fonction des clusters de la PCA1

Nous avons ensuite caractérisé les propriétés de l'activité phasique des neurones des clusters f3
et y (le cluster a ne possédant pas de neurones « burstant ») (Fig.2supp). Les neurones du cluster
B présentent une fréquence des burst (0,3 + 0,06 Hz) sans différence significative avec ceux du
cluster y (0,09 + 0,01 Hz) bien qu'une tendance soit observable (Fig.2supp A). De fagon similaire,
les neurones du cluster B présentent une tendance non significative a un pourcentage de PA en
burst (10,58 + 2,9%) plus élevé que ceux du cluster y (3,57 + 0,05%) (Fig.2supp B). La taille des
burst est identique entre les deux clusters de neurones (B: 2,11 + 0,06 PA; y: 2,11 + 0,03 PA)
(Fig.1supp C). De maniére surprenante, la durée des burst est quant a elle plus faible pour les
neurones du cluster B (15,950 + 1,014 ms) que pour ceux du cluster y (61,08 + 3,79 ms, mwu =
1128, p = 5,82°") (Fig.2supp D). La fréquence intraburst est significativement plus élevée pour les
neurones du cluster 8 (78,84 + 5,25 Hz) que pour ceux du clustery (27,18 + 2,16 Hz, mwu = 31, p
=4,58°") (Fig.2supp E), de méme que la fréquence instantanée des burst (cluster 3 : 143,75 + 8,67
Hz, cluster y: 47,83 + 2,64 Hz, mwu = 0, p = 3.29°") (Fig.2supp F). Les deux populations de
neurones burstant présentent donc des caractéristiques de leur activité phasique distinctes, sous-

tendant la présence de patrons d’activité spécifiques dans ces sous-populations.
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Supplément 3. Caractérisation des proportions de neurones burstant et non burstant par cluster.
Pour chaque cluster la proportion de neurones burstant chez les animaux du groupes « Sham » et « Cuff »
a été estimée. Aucune différence significative entre les proportions de neurones n’est observable dans
chacun des clusters.
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Supplément Table.1 : Résultats des dosages des neurotransmetteurs par spectrométrie de
masse

VTA
» ceur Méthode de d Moyenne + SEM (pmol/gr de protéine) n Cuff 1 Sham Statistique
Cuff Sham test Valeur du test pval
DOPAC dns 56,31+7,01 54,72+5,14 14 14 t-test -0,183 0,856
Dopamine dns 55,31+7,66 45,79+5,92 14 13 t-test -0,972 0,340
Dopamine g-tag 62,9149,06 54,3+4,92 14 14 t-test -0,835 0,412
HVA dns 92,76+12,8 89,62+10,98 14 14 Mann-Whitney 101 0,909
Ratio DOPAC/Dopamine dns 1,09+0,11 1,320,1 14 13 t-test -1,553 0,133
Ratio HVA/Dopamine dns 2,01+0,36 2,1740,37 14 13 Man-Whitney 80 0,610
Ratio DOPAC/HVA dns 0,6610,08 0,71+0,09 14 14 t-test -0,414 0,682
Ratio (DOPAC + HVA)/Dopamine dns 3,1+0,41 3,49+0,41 14 13 Man Whitney 69 0,297
Gaba g-tag 1,11E+03+0,07E+03 1,13E+03+0,06E+03 14 14 t-test 0,127 0,900
Glutamate g-taq 1,09E+03+0,06E+03 0,98E+03+0,05E+03 14 14 t-test -1,427 0,165
Noradrénaline g-taq 66,3616,07 58,04+3 14 14 t-test -1,229 0,230
SHT g-tag 41,56+4,11 36,2613,5 14 14 Mann-Whitney 76 0,323
SHIAA g-taq 202,11+11,99 201,39+13,56 14 14 t-test -0,040 0,969
Ratio SHIAA/5HT g-taq 5,51+0,59 6,07+0,6 14 14 t-test -0,667 0,510
Nac
— Méthode de d Moyenne +SEM (pmol/grde protéine) | o o [ oo Statlstlque
Cuff Sham test Valeur du test pval
Dopamine dns 425,69+36,8 454,35+64,15 14 14 Mann-Whitney 96 0,945
Dopamine g-taq 462,97439,28 512,85+72,33 14 14 Mann-Whitney 98 1,000
HVA dns 141,9619,62 158,8+17,59 14 14 t-test 0,840 0,409
Ratio DOPAC/Dopamine dns 0,76+0,07 0,79+0,07 14 14 t-test -0,358 0,723
Ratio HVA/Dopamine dns 0,4+0,08 0,38+0,03 14 14 Man-Whitney 85 0,566
Ratio DOPAC/HVA dns 2,39+0,3 2,21+0,18 14 14 t-test 0,504 0,618
Ratio (DOPAC + HVA)/Dopamine dns 1,1610,1 1,17+0,09 14 14 Man Whitney 97 0,982
Gaba g-taq 1,11E+03+0,10E+03 1,08E+03+0,08E+03 14 14 Mann-Whitney 105 0,765
Glutamate g-taq 0,99E+03+0,05E+03 1,04E+03+0,09E+03 14 14 t-test 0,568 0,575
Noradrénaline g-taq 107,55+19,88 92,75+15,35 14 14 t-test -0,589 0,561
SHT g-tag 41,99+3,63 34,3243,49 14 14 t-test -1,522 0,140
SHIAA g-taq 107,4116,58 108,93+8,04 14 14 t-test 0,146 0,885
Ratio SHIAA/SHT g-tag 2,78+0,25 3,37+0,25 14 14 t-test -1,672 0,107
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dopaminergique mésolimbique dans un modeéle murin de

dépression induite par la douleur chronique

Résumé

La douleur neuropathique augmente considérablement le risque de développer un épisode dépressif
caractérisé et de nombreuses études suggérent l'implication du systéme dopaminergique (DA)
meésolimbique, et en particulier de l'aire tegmentale ventrale (VTA), dans l'expression de cette
comorbidité douleur-dépression. Cette thése combine des approches comportementales,
physiologiques et moléculaires afin d’étudier les altérations de ce systéme dans un modeéle de souris
exprimant la comorbidité douleur-dépression. Nous mettons notamment en évidence une sous-
population de neurones DA de la VTA antérieure dont I'activité électrophysiologique est diminuée dans
le modéle. L’étude de la dynamique de libération de la dopamine dans le noyau accumbens révele
des altérations lors de la mise en place des comportements de type dépressif. Dans 'ensemble ces
données révelent la complexité des altérations lors de la mise en place et de I'expression de la
comorbidité douleur-dépression.

Mot-clés : aire tegmentale ventrale, noyau accumbens, douleur, dépression

Résumé en anglais

Neuropathic pain significantly increases the risk of developing a major depressive disorder, and
several studies suggest the implication of the mesolimbic dopaminergic (DA) system and in particular
the ventral tegmental area (VTA) in the expression of this pain-depression comorbidity. This thesis
combines behavioral, physiological and molecular approaches to study alterations in this system in a
mouse model of chronic pain induces depression. In particular, we highlight a decrease in the
electrophysiological activity of a subpopulation of DA neurons in the anterior VTA. Moreover, the study
of dopamine release dynamics in the nucleus accumbens reveals alterations during the onset of
depressive-type behaviours. Taken together, these data reflect the complexity of alterations in the
development and expression of pain-depression comorbidity.

Key word : ventral tegmentale area, nucleus accumbens, pain, depression
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