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Introduction générale

1. Cadre général de la these

La mémoire, cette étonnante capacité cognitive nous permettant de retenir de l'information et
de T'utiliser pour mieux nous adapter a notre environnement, a fait 1'objet de nombreuses
études ces dernieres décennies. Comment se construit la mémoire de nos enfants, comment
fonctionne notre mémoire a 1'age adulte, de quelle maniere intervient le sommeil, ou encore
comment le vieillissement affecte-t-il notre mémoire, sont quelques exemples de questions
auxquelles les neurologues, neuropsychologues et neurobiologistes tentent d'apporter de
nouveaux éclairages. Si les études sur la mémoire sont abondantes, c'est bien parce que cette
fonction cognitive est impliquée dans de nombreux aspects de notre vie. C'est probablement
lorsque la mémoire nous fait défaut que nous nous apercevons a quel point elle est nécessaire.
Ne plus se souvenir de I'emplacement de sa voiture, éprouver des difficultés a apprendre ses
lecons, avoir 1'impression d'oublier quelque chose en partant de chez soi, oublier un rendez-
vous, tous ces petits tracas du quotidien montrent a quel point la mémoire est indispensable.
Mais cela n'est rien en comparaison de I’influence qu’ont les souvenirs de notre passé sur
notre identité et nos comportements. En effet, nos souvenirs personnels (appelés également
souvenirs épisodiques ou autobiographiques) constituent notre identité. Ils nous permettent
non seulement de faire face aux situations présentes, mais aussi d'imaginer ce que pourra &tre
notre avenir. Ces souvenirs, propres a chaque individu, lui permettent de voyager
mentalement dans le temps et font partie du systeme de la mémoire déclarative (aussi appelée
mémoire explicite), dont la caractéristique principale est que la récupération des informations
se fait consciemment. Au contraire, le systtme de mémoire non-déclaratif (aussi appelé
mémoire implicite) permet, par exemple, d’apprendre des procédures (écrire a 1’aide d’un
clavier) sans que le rappel des informations ne fasse 1’objet d’un rappel conscient. L'étude
neuropsychologique des patients amnésiques a permis de faire progresser considérablement
nos connaissances sur les différents systemes de mémoire et ainsi d'élaborer plusieurs théories
sur leurs fonctionnements ou leurs localisations dans le cerveau. Grace aux progres
technologiques, et en particulier a ’'imagerie cérébrale, 1'étude de sujets sains a également
permis d'améliorer nos savoirs concernant 1'organisation neuroanatomique de la mémoire.
Néanmoins, c'est aux modeles animaux que 1'on doit la plupart de nos connaissances actuelles

sur les mécanismes cellulaires et subcellulaires sous-jacents aux processus mnésiques. En
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effet, la complexité du cerveau humain, constitué d'environ 100 milliards de neurones formant
un réseau complexe de connexions synaptiques, rend son étude extrémement difficile. De
plus, nous ne pouvons pas facilement analyser et intervenir directement sur le cerveau
humain, sauf a l’aide de méthodes non-invasives telles que 1Tmagerie par Résonance
Magnétique (IRM), ou sur la base de dissection post-mortem. Ainsi, les neurobiologistes ont
cherché, dans le régne animal (notamment chez les rongeurs, les oiseaux, la drosophile ou
encore l'aplysie), des modeles permettant 1’étude des mécanismes neuronaux sous-tendant
certains processus mnésiques. En effet, la mémoire étant nécessaire a la survie des especes,

ses mécanismes fondamentaux peuvent étre étudiés dans I'ensemble du réegne animal.

On sait que I'hippocampe (HPC) est une structure importante en ce qui concerne
I'apprentissage et la mémoire, en particulier de type déclaratif. Cependant, un doute persiste
concernant son role dans le maintien et la récupération de souvenirs anciens; en effet,
I’observation de certains patients amnésiques présentant une lésion des lobes temporaux
médians (comprenant ’HPC) a mené a 1’'idée d’une réorganisation spatio-temporelle de la
trace mnésique, appelée consolidation systémique, c'est-a-dire une consolidation au niveau
des structures cérébrales. Ainsi, certains auteurs pensent que I’HPC ne jouerait qu'un role
transitoire dans la formation et le maintien des souvenirs et qu’il passerait progressivement le
relais au néocortex (théorie standard de la consolidation ; Squire et Alvarez, 1995). A
I’inverse, d’autres auteurs pensent que I’HPC reste toujours nécessaire au maintien et a la
récupération de certains types de souvenirs, notamment ceux riches en détails contextuels,
comme c’est le cas de la mémoire spatiale (théorie des traces multiples ; Nadel et Moscovitch,
1997). Par ailleurs, ces deux théories sont en accord sur le fait que les processus sous-tendant
la consolidation systémique nécessitent une communication entre I’HPC et des structures
néocorticales comme le cortex préfrontal médian (mPFC). Lorsque j’ai commencé mes
travaux de recherche doctoraux, il existait un débat concernant I’implication différentielle des
sous-régions hippocampiques dans les processus mnésiques. En effet, si la partie dorsale de
I’HPC du Rat (ou postérieure chez I’Homme) était bien connue pour son implication dans les
processus mnésiques, notamment spatiaux, la partie ventrale de ’'HPC (ou antérieure chez
I’Homme) était décrite pour son rdle nettement plus marqué dans les processus émotionnels,
en particulier via ses connexions avec l’amygdale et I’hypothalamus. Néanmoins, les
caractéristiques anatomiques intrinseques et extrinseques de I'HPC (en particulier la
connexion monosynaptique et unidirectionnelle partant de 'HPC ventral vers le mPFC)
suggéraient que I’HPC ventral pouvait avoir un rdle dans 1’acquisition, la consolidation et/ou

2
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le rappel d’une information, et que ce réle pourrait dépendre de 1’ancienneté du souvenir.

De plus, si les amnésies faisant suite a une 1ésion des lobes temporaux médians ont été
particulierement bien étudiées dans le contexte de la formation de nos souvenirs, les 1ésions
du diencéphale, comme celles observées dans le syndrome de Korsakoff, ou les accidents
vasculaires cérébraux (AVC) affectant le thalamus, sont une autre cause de perturbation de la
mémoire, dont certaines caractéristiques sont communes avec les amnésies liées a I’atteinte du
lobe temporal médian. La compréhension des structures neuroanatomiques sous-tendant les
amnésies diencéphaliques est compliquée par le nombre important de noyaux thalamiques,
voire extra-thalamiques qui peuvent étre atteints dans le syndrome de Korsakoff ou apres un
AVC. Les modeles animaux, permettant d’effectuer des 1ésions sélectives de certains noyaux
ou groupes de noyaux thalamiques, ont permis de mettre en évidence que les noyaux
intralaminaires et antérieurs du thalamus pourraient étre les principaux noyaux impliqués dans
les amnésies diencéphaliques. Cependant, parmi les noyaux thalamiques pouvant également
influencer les processus mnésiques, les noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus,
constitués du noyau reuniens (Re) et du noyau rhomboide (Rh), sont particulicrement bien
positionnés pour contribuer a la consolidation et/ou au rappel des souvenirs. En effet, ces
noyaux sont connectés anatomiquement a la fois au mPFC et a I’'HPC, deux structures-clés
impliquées dans la réorganisation de la mémoire au cours du temps. Des données
électrophysiologiques, ayant notamment montré que le Re est la source excitatrice principale
d’origine thalamique de I'HPC, sont venues appuyer I’hypothese du role que pourrait jouer les
noyaux Re et Rh dans le rappel de souvenirs récents et/ou anciens. Mon travail de theése a été
essentiellement focalisé sur ces structures cérébrales potentiellement impliquées dans la
consolidation et le rappel d’un souvenir spatial chez le Rat, et pour lesquelles il n’existait

étonnamment que peu de données comportementales dans la littérature.

2. Objectifs de la these

Mes premiers travaux de these avaient pour objectif d’étudier 1'implication des deux sous-
régions hippocampiques (HPC dorsal vs. HPC ventral) dans l'acquisition et le rappel d'une
mémoire spatiale récemment consolidée. En effet, si le role de I'HPC dorsal n'était plus a

démontrer, il n'en allait pas de méme de I'HPC ventral. En mettant en ceuvre une technique
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d'inactivation fonctionnelle réversible par injection intracérébrale d’une substance bloquant
les canaux sodiques (la lidocaine), nous avons testé chez le Rat, le role de 'HPC ventral et
dorsal dans l'acquisition d'une part, et le rappel d'autre part, de la localisation d'une plate-
forme dans un protocole de mémoire de référence en piscine de Morris. Les performances de
rappel ont été évaluées a deux délais post-acquisition (1 jour vs 5 jours apres l'apprentissage)
afin de vérifier si 'engagement de 'HPC ventral pouvait dépendre de la récence du souvenir.
Les résultats de cette étude sont détaillés dans la Publication 1 (Loureiro et coll., Brain

Structure and Function 217 : 93-106, 2012).

La consolidation systémique implique une réorganisation fonctionnelle au sein de 1'HPC et
des aires corticales, particuliecrement le mPFC, nécessaire a la stabilisation et la persistance
des souvenirs. Ceci sous-entend un échange d'informations au sein notamment d’un circuit
hippocampo-préfrontal, deux régions cérébrales étant connues par ailleurs pour leur role-clé
dans certains processus mnésiques tels que la mémoire de travail pour le mPFC ou la mémoire
spatiale pour I’HPC. Alors qu'il existe une connexion monosynaptique partant de 1'HPC
ventral vers le mPFC, aucune connexion directe en retour du mPFC vers I'HPC n'est décrite
dans la littérature. Les noyaux Re et Rh (partie ventrale de la ligne médiane du thalamus) sont
idéalement situés d'un point de vue anatomique pour jouer le réle de relais de I'information
entre le mPFC et 'HPC et/ou coordonner 1'activité de ces deux régions. Par des approches en
imagerie révélant 1'expression d'un gene précoce (c-fos), des 1ésions excitotoxiques et des
inactivations fonctionnelles réversibles, nous avons montré la contribution des noyaux
ventraux de la ligne médiane du thalamus dans la consolidation a long terme d'une mémoire
spatiale chez le Rat, mettant ainsi en avant I’implication d’un circuit hippocampo-préfronto-
thalamique dans le maintien d’un souvenir spatial (Publication 2 : Loureiro et coll., Journal of

Neuroscience 32, 9947-9959, 2012).

Enfin, certains auteurs ont démontré I'implication des noyaux Re et Rh dans d’autres taches
comportementales qui requierent un engagement a la fois du mPFC et de I'HPC et non dans
des taches dépendant uniquement de I’engagement d’une seule de ces deux régions cérébrales.
Afin de vérifier ces hypotheéses dans une tiche comportementale testant d’une part, la
mémoire spatiale dépendante de I’HPC et d’autre part, la capacité des animaux a changer de
stratégie lors du rappel, capacité dépendante du mPFC, nous avons testé les effets d'une
inactivation réversible soit du mPFC, soit de 'HPC, soit des noyaux Re et Rh avant un test de

rétention effectué dans un labyrinthe aquatique récemment mis au point au laboratoire, le test
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du Double-H. Les résultats obtenus dans ce test ont confirmé I’implication des noyaux Re et
Rh dans une tiche dépendante de 1I’engagement a la fois du mPFC et de 'HPC. Ces données
sont discutées et comparées a celles obtenues apres une inactivation de ces trois structures
dans un test évaluant la mémoire spatiale et dont le rappel a court terme dépend de I’HPC et
non du mPFC (mémoire spatiale de référence en piscine de Morris) dans la Publication 3

(Loureiro et coll., manuscrit en cours de rédaction).

3. Structure de la these

Dans une premiere partie, intitulée « Contexte Scientifique », j'aborderai les généralités
concernant la mémoire, les théories de la consolidation systémique et les structures cérébrales
sur lesquelles mes travaux de these se sont focalisés. Le premier chapitre sera dédié a la
présentation des différents systemes de mémoire chez I'Homme. Dans le second chapitre, je
présenterai la mémoire spatiale ainsi que l'une des structures-clés qui sous-tend ce type de
mémoire, soit 'HPC. La troisieme partie sera consacrée aux différentes théories de la
consolidation systémique et abordera également le mPFC, son anatomie, ainsi que son role
dans les processus mnésiques. Enfin, la quatrieme partie concernera les noyaux ventraux de la
ligne médiane du thalamus, c’est a dire les noyaux Re et Rh, dont j'ai étudié l'implication a la
fois dans la formation d'une mémoire spatiale récente et ancienne, mais également dans le test
du double-H selon un protocole mettant en jeu a la fois I'HPC et le mPFC. Avant de présenter
les résultats de mes travaux, les méthodes principales mises en ceuvre dans mes expériences
seront exposées dans la partie « Matériel et Méthodes », le détail de chaque protocole étant
également inclus dans les publications auxquelles mes expériences ont donné lieu. La
troisieme partie de cette these (Contributions Expérimentales) sera consacrée a la présentation
de mes résultats sous forme d'articles publiés ou en préparation. Enfin, la derniere partie,
intitulée « Discussion Générale et Perspectives », consistera en une synthese des résultats
principaux, analysés dans le contexte de nos connaissances actuelles sur la mémoire et son
organisation au niveau des structures cérébrales, suivie par les conclusions et les perspectives

ouvertes par ce travail de these.
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Chapitre 1 : La mémoire multi-systémes

1. Définition générale de la mémoire

N

La mémoire est définie de facon générale par I’aptitude a conserver et restituer des
informations rencontrées par le passé. Ces deux activités mentales sont 1’aboutissement de
plusieurs processus que sont I’encodage, la consolidation et le rappel des informations.
L’encodage est le processus initial d’acquisition et de transformation de 1’information en
représentation mentale (ou trace mnésique). Cette information, une fois transformée, va faire
I’objet d’une consolidation permettant ainsi le stockage des informations acquises. Enfin, les

représentations mnésiques stockées peuvent étre rappelées a tout moment.

Si elle peut étre définie par ses processus principaux (encodage, consolidation et rappel), la
mémoire n’est pourtant pas a considérer comme un systeéme unitaire. En effet, dans la
littérature, les auteurs parlent plutét de plusieurs systetmes de mémoire, un systeéme étant
défini comme un réseau de neurones, anatomiquement et fonctionnellement distinct et intégré,
spécialisé dans le traitement d’un type spécifique d’information (Tulving, 1972). Ces
systemes de mémoire peuvent se classer selon le registre sensoriel (visuel, auditif), le décours
temporel (court terme, long terme), le format des représentations mnésiques (déclaratif, non-

déclaratif), ou encore le mode de récupération de la trace mnésique (explicite, implicite).

Parmi ces classifications, celle du décours temporel avec la Mémoire a Court terme (MCT) et
la Mémoire a Long terme (MLT) a été décrite a la fin du 19°™ sizcle. En effet William James,
des 1890, proposa une distinction entre la mémoire primaire (aujourd’hui appelée MCT), qui
comprenait les événements conscients proches du présent, et la mémoire secondaire (MLT),
qui comprenait les souvenirs. La MCT a une capacité limitée et permet de maintenir les
informations percues de facon temporaire (quelques secondes). C’est le cas d’un numéro de
téléphone que I’on retient le temps de le composer ; il est ensuite oublié. Si I’'information est
manipulée mentalement lors d’une opération cognitive, on parle alors de la Mémoire de
Travail. C’est par exemple le cas lorsque 1’on demande a un sujet de retenir une suite de
chiffres puis de la restituer a I’envers. Si I’'information n’est pas répétée régulierement, elle
sera oubliée, comme pour la MCT. Dans les deux cas, si I’information est pertinente et/ou
répétée, elle peut alors étre consolidée pour étre maintenue dans le systeme de MLT de facon

plus permanente.
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2. Lien entre la mémoire a court terme et la mémoire a long terme : le
modele modal d’Atkinson et Shiffrin

A la fin des années 60, de nombreux chercheurs acceptent la nécessité de distinguer MCT et
MLT. Atkinson et Shiffrin proposent en 1968 un modele général de I’organisation de la
mémoire connu sous le nom de modele modal (Figure 1). Ce modele distingue trois modules
de stockage de I'information : la mémoire sensorielle, la MCT et la MLT. Dans un premier
temps, I’organisme traite en parallele les informations en provenance du monde extérieur
grace aux différents registres sensoriels. Ces informations sont maintenues dans ces registres
pendant un temps tres bref, de I’ordre de la milliseconde. Ces registres sensoriels fournissent
ainsi des informations a la seconde composante du modele, la MCT. Selon ce modele, la
capacité de la MCT est limitée, I’'information est codée sous forme phonologique et le
stockage est de courte durée, pas plus d’'une minute. L’information stockée en MCT peut étre
transférée en MLT, ce transfert dépendrait de la durée de stockage en MCT et de la durée de
révision ou de la répétition mentale des informations. D’apres Atkinson et Shiffrin (1968), la
MLT n’a pas de limite en termes de temps ou de capacité et le codage de 1’'information se

ferait sous forme sémantique.

Informations = Mémoire & Mémoire a
long terme

court

terme
Quelques minutes
Quelques secondes atoute une vie

sensorielles

Rappel/ Oubli

Figure 1: Modele modal d’Atkinson et Shiffrin. Le modele modal divise la mémoire en trois sous-systemes
principaux. Le registre sensoriel qui peut retenir une grande quantité d'informations sous forme sensorielle
pendant un temps extrémement court (quelques millisecondes). La MCT, elle, contient un nombre limité
d'éléments, stockés sous forme verbale pendant quelques secondes. La MLT correspond a notre vision intuitive
de la mémoire. Les informations en MLT sont de nature sémantique. La MLT ne connait pas de limites de
capacité ou de durée de mémorisation.

Dans les années 70-80, certaines données de la littérature mettent en évidence que si le codage
verbal semble privilégié dans la MCT (Conrad, 1964), certaines situations conduisent a
exploiter un code visuel, qui possede également des propriétés spatiales (Brooks, 1968). De
plus, alors que le modele d’ Atkison et Shiffrin ne tient pas compte de 1’influence de la MLT

sur les propriétés de traitement de l'information en MCT, Watkins (1975) démontre au
7
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contraire que nos connaissances en MLT peuvent améliorer nos performances en MCT. En
effet, lorsque les items a retenir sont fréquemment employés, les performances d’empan
mnésique (nombre d’items pouvant étre stockés en MCT) sont améliorées (Watkins, 1975).
Enfin, dans ce modele, pour arriver dans le module de la MLT les informations doivent
impérativement passer par la MCT. Cependant, I’évaluation de la mémoire du patient K.F., au
contraire, démontre que la MLT peut étre préservée alors que la MCT est déficiente (Shallice
et Warrington, 1970). Le modele modal apparait ainsi trop simple, car il suppose que les
opérations de traitement s’y déroulent toujours de la méme manicere (de facon sérielle) et que

les connaissances sont représentées sous un méme format (phonologique). Ces données ont

donc favorisé I’émergence d’une nouvelle conception de la MCT, la mémoire de travail.

Baddeley et Hitch proposent, en 1974, le systtme de mémoire de travail a trois composantes :
I’administrateur central (un systtme de controle et de coordination des opérations de
traitement), la boucle-phonologique (spécialisée dans le traitement du systeme linguistique) et
le calepin visuo-spatial (spécialisé dans le maintien et la manipulation temporaire
d’informations visuo-spatiales) (Figure 2). En 2000, Baddeley complete son modele en
ajoutant un module supplémentaire, le buffer épisodique. Ce module est une interface entre les
deux autres sous-systemes (boucle phonologique et calepin visuo-spatial) et la MLT. Il est
qualifié d’épisodique car ce module permet de stocker temporairement des informations
intégrées dans un contexte spatio-temporel. L’ajout de cette interface complete ainsi le
systtme de mémoire de travail proposé initialement par Baddeley et Hitch en tenant compte
de l’influence des connaissances stockées en MLT sur les traitements a court terme de

I’information.

Administrateur
central

1\

Boucle Buffer Callepin
phonologique épisodigque visuo-spatial

ry A A v
v v v

ISonane Mémoire a long terme Information visuo-
939 épisodique spatiale

Figure 2 : La mémoire de travail de Baddeley et Hitch (1974, 2000). Ce systeme de mémoire permet le maintien
temporaire d’informations, mais aussi la manipulation de celles-ci lors d’activités cognitives diverses. La
mémoire de travail est un systeme dynamique & composantes multiples, en rupture avec la MCT qui, elle, est un
systéme de stockage transitoire passif.
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Les conceptions actuelles sur la mémoire sont donc assez €éloignées du modele d’ Atkinson et
Shiffrin, méme si nous pouvons toujours en retrouver 1’essence. Le modele modal a été
néanmoins le point de départ de treés nombreux travaux dans le domaine de la mémoire et plus
particulierement en psychologie cognitive. Parce que le theme central de ma these est la MLT,
je ne rentrerai pas plus dans les détails en ce qui concerne la MCT, pour me focaliser sur la

MLT.

3. La mémoire a long terme

3.1. Contributions de la neuropsychologie

Ce sont les études neuropsychologiques de patients amnésiques qui ont contribué
significativement a 1’élaboration de plusieurs modeles d’organisation des différents systémes
de mémoire. Parmi ces études, c’est sans aucun doute I’examen neuropsychologique du
patient Henry Molaison (Scoville et Milner, 1957), mieux connu sous les initiales H.M., qui a
le plus influencé la modélisation des systemes de MLT. Afin de remédier a des crises
d’épilepsie tres séveres, H.M. a subi une résection bilatérale des lobes temporaux médians
(Figure 3). Suite a cette intervention chirurgicale, H.M. a développé une amnésie rétrograde,
cette forme d'amnésie étant caractérisée par le fait que le patient ne se souvient plus des
événements qui précedent la 1ésion ayant causé 1’amnésie, une amnésie qui peut remonter a
quelques jours, quelques mois ou plusieurs années. Par ailleurs, H.M. souffrait également
d’une amnésie antérograde, c’est-a-dire d’une incapacité a former de nouveaux souvenirs. Il
était ainsi incapable de se souvenir des personnes qu’il venait de rencontrer ou d’une tache
qu’il venait d’accomplir, par exemple manger son repas. Néanmoins, sa capacité a retenir de
I’information a trés court terme était intacte, indiquant que le lobe temporal médian n’est pas

nécessaire pour cette forme de mémoire.
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Hippocampe

Cerveaud'Henry Cerveaunormal
Molaison (H.M)

Figure 3 : A) Photo de H.M. (www.economist.com) B) Représentation du cerveau de H.M. et de I’extraction des
lobes temporaux médians (zone rouge). C) Le lobe temporal médian chez I’Homme est composé de 1I’amygdale,
de I’hippocampe, du cortex entorhinal, du cortex périrhinal, du subiculum, du présubiculum et du parasubiculum
(Brewer et Moghedar, 2002). Image adaptée de www.delapsychologie.com.

Ces observations sont donc venues confirmer la dissociation entre le systtme de MCT et le
systtme de MLT (voir Milner et coll., 1998, et Squire, 2009, pour revues). Par ailleurs, les
capacités perceptives et intellectuelles de H.M. étaient préservées, suggérant d'une part que
ces fonctions cérébrales sont dissociables des fonctions mnésiques, et d’autre part, que les
fonctions cognitives préservées sont sous-tendues par d’autres régions cérébrales. Afin
d’établir précisément le degré d’amnésie de H.M., la neuropsychologue Brenda Milner, qui a
suivi ce patient pendant plus de 20 ans, lui a fait passer une batterie de tests
neuropsychologiques, dont le test du dessin au miroir en 1962. Cette tache, mettant en jeu des
habiletés perceptivo-motrices, consiste a tracer les contours d’une étoile tout en regardant sa
main et I’étoile dans un miroir. Non seulement H.M. améliorait ses performances au cours
d’une méme journée, mais il s’améliorait également d’un jour a 1’autre alors qu’il n’avait
aucun souvenir d’avoir effectué cette tiche auparavant (Corkin, 2002 ; Squire, 2009). C’était
la premiere démonstration de 1’existence de plusieurs systemes de MLT dans le cerveau
(mémoire déclarative et mémoire non-déclarative), chacun de ces systemes dépendant de

structures cérébrales différentes.
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.

{20 Y { 4

Figure 4 : La tiche du dessin en miroir. Le sujet a pour objectif de dessiner les contours d’une étoile en
regardant sa main et 1’étoile dans un miroir. La performance s’améliore de jour en jour, y compris apres atteinte
des lobes temporaux médians. Image de lecerveau.mcgill.ca.

Il est apparu par la suite que la préservation de certains types de souvenirs chez H.M.
s’étendait de facon générale aux habiletés motrices et cognitives, d’ou la différentiation entre
la mémoire déclarative ou explicite, atteinte chez H.M., et la mémoire non-déclarative ou
implicite. Au fil des années et d’études d’autres patients amnésiques présentant des 1ésions

similaires, une classification des sous-systemes de la MLT a été établie.

3.2. Mémoire déclarative et mémoire non-déclarative

La mémoire telle que nous 1’évoquons dans notre quotidien, c'est-a-dire cette faculté mentale
nous permettant de nous souvenir des événements de notre vie, mais également des
connaissances générales sur le monde qui nous entoure, est appelée mémoire déclarative. La
caractéristique principale de ce systtme mnésique est que l’individu a conscience des
informations rappelées, il peut ainsi les communiquer verbalement. La mémoire déclarative
est composée de deux sous-systemes que sont la mémoire sémantique et la mémoire
épisodique (Figure 5). La mémoire épisodique est définie comme la mémoire des événements
personnels, événements que I’on peut restituer temporellement et contextuellement. Ainsi, les
informations stockées dans ce sous-systeme de la mémoire déclarative sont associées a un
rappel conscient des expériences passées, soit I’événement a proprement parler, mais aussi ou
et quand ces expériences ont eu lieu. La mémoire épisodique nous permet ainsi de voyager
mentalement dans le temps en nous remémorant les expériences personnellement vécues et en
les utilisant pour imaginer ce que seront nos expériences a venir. La mémoire sémantique
concerne les connaissances générales a la fois sur le monde et sur les concepts abstraits (par
exemple, des regles de grammaire ou des opérations mathématiques) que nous retenons et qui

ne sont pas associés lors de leur rappel a un contexte ou une période particuliere de notre vie.
11
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Alors que le rappel d’informations du systeme de mémoire déclarative fait référence a un
rappel conscient et communicable, le mémoire non-déclarative, aussi appelée mémoire
implicite, fait référence a un rappel non-conscient des informations. C’est ce systeme de
mémoire qui nous permet d’apprendre des habiletés motrices, comme la conduite automobile
ou le vélo. Ainsi, le rappel des séquences motrices permettant de conduire une voiture ou de

rouler a vélo n'a pas besoin d’étre conscient lors de I’exécution de la tache.
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Figure 5 : Systeme de MLT et ses différents sous-systemes (basé sur Squire et Zola-Morgan, 1991).

3.3. Modeles d’organisation des systemes de mémoire

Différents auteurs ont proposé des modeles théoriques, qui sont pour la plupart des modeles
structuro-fonctionnels, définissant plusieurs systemes et leurs relations. Ainsi, selon Tulving,
la mémoire s’organise en cinq principaux systtmes : la mémoire de travail, et parmi les
mémoires a long terme, la mémoire procédurale, la mémoire perceptive, la mémoire
sémantique et la mémoire épisodique, c’est le modele SPI pour « Serial Parallel Independent »
(Tulving, 1995, 2001). Le modele SPI a pour originalité de préciser 1’organisation et les
relations entre les différents systeémes de mémoire. Cependant, parmi les limites de ce modele,
les liens avec la mémoire de travail ne sont pas précisés, ni ceux avec la mémoire procédurale.
Le modele SPI est plutdt centré sur les relations entre mémoire perceptive, mémoire
sémantique et mémoire épisodique. Plus récemment, le modele MNESIS (Memory
NEoStructural Inter-Systemic model, Eustache et Desgranges, 2008) propose une synthese
des orientations théoriques actuellement pertinentes en neuropsychologie de la mémoire. La
figure 6 représente un schéma des relations entres les différents systemes de mémoire a court
et a long terme proposé par Eustache et Desgranges en 2008. Sur la gauche de ce schéma,
trois systemes de représentations de la MLT (mémoire perceptive, mémoire sémantique et

mémoire épisodique) sont intégrés de facon hiérarchique comme dans le modele SPI élaboré
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par Tulving (1995, 2001). Selon le modele SPI, I'information serait d’abord encodée dans le
systtme de représentation perceptive permettant ensuite la formation d’une mémoire
sémantique. Enfin, ’encodage d’un souvenir de type épisodique serait permis par les
représentations en mémoire sémantique. Dans ce modele hiérarchisé, le stockage et le rappel
des informations pour chaque systeme se feraient indépendamment les uns des autres. Sur le
schéma représentant le modele MNESIS (figure 6), la fleche rétroactive allant de la mémoire
épisodique vers la mémoire sémantique indique que les souvenirs épisodiques peuvent subir
un processus de sémantisation au fil du temps (certaines caractéristiques du temps et de
I’espace s’affaiblissant). Ce processus ne concerne pas nécessairement tous les souvenirs. En
effet, il existe de véritables souvenirs épisodiques (c'est-a-dire riches en détails contextuels et
temporels) méme pour un passé lointain (Piolino et coll., 2006). La seconde fleche rétroactive
allant de la mémoire épisodique vers la mémoire perceptive représente I’une des formes de re-
consolidation qui a lieu lorsque le rappel d’un souvenir épisodique active les représentations
perceptives qui étaient associées a ce souvenir. La mémoire de travail occupe une position

stratégique a I’interface entre les systemes de MLT et la mémoire procédurale.
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Figure 6 : MNESIS ou le Modele NEoStructural InterSystémique décrit une synthese des orientations théoriques
les plus pertinentes en neuropsychologie de la mémoire. Ce modele, qui comprend 5 systemes de mémoire,
integre les concepts développés par Tulving (1995, 2001) et Baddeley (2000) et met I’accent sur les relations
entre les différents systemes afin de tenir compte de la nature dynamique et reconstructive de la mémoire
humaine. Adapté du Schéma d’Eustache et Desgranges (2008).

Ainsi, d’une part, la mémoire de travail, via le buffer épisodique, aurait acces a des souvenirs
de types épisodiques ou sémantiques et d’autre part, a des souvenirs procéduraux tels que des
apprentissages perceptivo-cognitifs, perceptivo-verbaux ou perceptivo-moteurs. En rupture

avec les modeles hiérarchisés et unidirectionnels des différents systemes de mémoires (par

exemple, le modele SPI), le modele MNESIS de par l'organisation des systemes de
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représentation a long terme, ainsi que leurs interactions, souligne au contraire le caractere
dynamique et reconstructif de la mémoire, I’'influence qu’un systeme de mémoire peut avoir
sur un autre (par exemple I’influence de nos souvenirs sur notre perception), ou encore les

liens entre la mémoire de travail et la MLT.
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Chapitre 2 : Mémoire spatiale et hippocampe

O, quand et comment sont stockés nos souvenirs ? Voila maintenant plusieurs décennies que
les neuroscientifiques cherchent a répondre a ces questions. S’il reste encore beaucoup a
découvrir et a comprendre, les études de patients amnésiques ainsi que celles de modeles
animaux d’amnésie humaine ont permis de mieux comprendre et d’identifier les composants
anatomiques cérébraux sous-tendant la mémoire déclarative au sein du lobe temporal
médian. Ce systeme cérébral comprend I’hippocampe (HPC) et ses structures adjacentes
incluant le cortex entorhinal, le cortex périrhinal et la région parahippocampique. Ces
structures sont apparues comme essentielles pour 1’établissement d’une MLT des faits et des
événements personnels (mémoire déclarative). L’HPC est également une structure fortement
impliquée dans la mémoire spatiale qui, pour certaines au moins de ses caractéristiques,
s’apparente a une mémoire épisodique (de type déclaratif). En effet, la mémoire épisodique
comprend trois criteres essentiels : le ‘ou’, le ‘quoi’ et le ‘quand’ d’une expérience. Comme
nous allons le voir dans ce chapitre, la mémoire spatiale chez I’animal permet de tester deux
de ces trois criteres : le ‘ou’ et le ‘quoi’. De plus, la mémoire spatiale allocentrique nécessite
de créer des liens entre les divers indices d’un environnement (Aggleton et Pearce, 2001),
processus similaire dans la mémoire épisodique. Etant donnée 1’'impossibilité de pouvoir
tester, chez I’animal, I’aspect conscient de la mémoire épisodique, la mémoire spatiale est
appelée mémoire de type épisodique ou ‘épisodic-like’. Au cours de ma these, la majeure
partie de mon travail était focalisé sur la mémoire spatiale et les structures qui sous-tendent

I’acquisition, la consolidation et le rappel de ce type d’informations chez le Rat.

1. La mémoire spatiale

1.1. Définition

Qu’est ce que la mémoire spatiale ? C’est la mémoire des lieux, des espaces, des parcours que
I’on apprend pour aller de notre maison a notre lieu de travail et que nous pouvons réaliser de
facon presque automatique. C’est la mémoire spatiale qui nous permet de nous rappeler ou
nous avons laissé nos clés, ou plus formellement, de localiser un objectif a atteindre en tenant
compte de la disposition relative d’autres objets par rapport a cet objectif. La mémoire
spatiale est indispensable a un tres grand nombre d’especes animales. Retrouver sa tanicre,

son garde-manger, pouvoir se mettre rapidement a 1’abri d’un prédateur sont autant de
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circonstances ou 1’animal fait appel a ce type de mémoire. De plus, au regard des données
expérimentales et cliniques provenant d’études menées chez ’Homme, le Primate et le
Rongeur, les processus de traitement des informations relatives a 1’espace, l'acquisition
d’informations spatiales permettant ainsi la navigation et 1’orientation dans un environnement,

pourraient étre similaires chez I’Homme et I’animal.

1.2. Nature des informations spatiales

En 1978, O'Keefe et Nadel proposent que la navigation du Rat dans son environnement est
sous-tendue par deux systemes de navigation spatiale : un systeme de «routes » (taxon
system), basé sur les informations relatives au corps de 1'animal ou égocentriques, et un
systeme de « cartes » (local system), basé sur les informations allocentriques relatives aux
relations entre les éléments visuels distaux et ceux du but a atteindre. Ces deux systemes de
représentations, égocentrique et allocentrique, existent en parallele et leur utilisation permet a
I'animal d'adapter ses déplacements de facon optimale pour atteindre un objectif dans son

environnement (Burgess, 2000).

Les informations égocentriques

Les informations égocentriques proviennent de la perception que l'animal a de son corps,
c'est-a-dire les informations vestibulaires et kinesthésiques relatives a la position du corps et a
ses déplacements dans l'environnement. Les informations égocentriques permettent ainsi
d'atteindre un but en suivant une succession de mouvements du corps. Par analogie avec
I'Homme, ceci reviendrait a suivre les indications d'un GPS lors d'une promenade : par
exemple, marcher 10 metres puis tourner a gauche a la premiere intersection, marcher 40
metres et tourner a droite etc. Si l'utilisation des informations égocentriques permet ainsi
d'atteindre un but en suivant la méme route a chaque fois, ce type de représentation est
toutefois peu flexible. En effet, le simple changement de point de départ ou la confrontation

avec une route barrée rend la stratégie caduque, I'individu ou I'animal serait alors perdu.

Les informations allocentriques

Les informations allocentriques concernent la configuration de reperes perceptibles extra-
corporels et de leurs liens spatiaux avec le but a atteindre. L'utilisation de ces informations
allocentriques permet ainsi de créer des relations spatiales entre divers indices pour former
une représentation mentale de 1'environnement qui ne dépend pas de la position du corps. Ce
type de représentation correspond a la « carte cognitive » décrite par O'Keefe et Nadel (1978),

dont une partie des contributions théoriques s'appuie fortement sur les recherches menées
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initialement par Tolman (1948). La théorie de la carte cognitive propose que I'HPC du Rat,
ainsi que celui d'autres especes, soit le substrat anatomique sous-tendant la représentation de
I’environnement, de son contenu et des différentes localisations au sein de celui-ci. Les
représentations de nature allocentrique sont caractérisées par une tres grande flexibilité :
plusieurs routes peuvent étre générées pour accéder au but final. Ainsi, un étudiant de
I’Université de Strasbourg pouvant avoir recours a une stratégie d'utilisation d'informations
allocentriques, est capable de rejoindre le Palais Universitaire de la fagon la plus directe

possible quel que soit le point de départ sur le Campus de 1I’Esplanade.

1.3. Traitements des informations spatiales

En 1979, Olton et ses collaborateurs ont mis en évidence I’existence, chez le Rat, de différents
types d’opérations pouvant étre effectuées a partir d’informations spatiales. Ces auteurs font
la distinction entre la mémoire de référence faisant partie du systtme de MLT et la mémoire

spatiale de travail.

N

La mémoire de référence concerne les regles générales propres a une situation. Les
informations restent constantes dans le temps et leur utilisation devient ainsi pertinente pour

une méme situation toutes les fois que celle-ci est rencontrée.

La mémoire spatiale de travail concerne le stockage d’informations spécifiques a une situation

donnée et qui ne sont pertinentes que sur une durée de temps limitée.

2. Base anatomique des représentations spatiales

Trouver son chemin dans un environnement et se souvenir des événements qui s’y sont
produits sont des fonctions cognitives cruciales qui ont été attribuées au lobe temporal médian

et plus particulierement a I’HPC.

2.1. L’hippocampe

Description anatomique

L"HPC est une structure bilatérale, logée dans chaque hémisphere cérébral sous les portions
temporales et postérieures du néocortex. Chez le Rat, I'HPC, qui s’étale sur une longueur de
10 mm, une largeur de 3,5 mm et une épaisseur de 1,5 a 2 mm est formé de deux structures en
forme de U inversés, le gyrus denté et la corne d'Ammon. Sur la base de différences

morphologiques et de ses connexions synaptiques, la corne d'’Ammon (CA) est encore
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subdivisée en trois parties : CA3, CA2 et CAl.

On peut distinguer deux axes pour le définir : un axe antéro-postérieur, appelé également axe

septo-temporal et un axe médio-latéral (figure 7).

La dénomination de 1’axe septo-temporal laisse deviner la forme incurvée de I"'HPC
semblable a une corne, d’ou son autre nom : la corne d’Ammon. En effet, I’extrémité
antérieure de cette corne (le pdle septal) se détache de sa position dorso-médiane, ou elle est
en contact avec son homologue controlatéral, pour se diriger vers 1’arriere. Tout en s’éloignant
de I’axe médian, I’HPC se recourbe pour atteindre sa position ventro-latérale (pdle temporal).
Cette forme particuliere permet de distinguer un HPC dit dorsal, d’un HPC dit ventral. Plus
récemment a été introduit le terme d’HPC intermédiaire pour désigner la partie de ’'HPC se
trouvant entre I’HPC dorsal et ’HPC ventral. Ce découpage anatomique de I’HPC en trois
sous-régions - dorsale, intermédiaire et ventrale - est sous-tendu par une cartographie de
I’expression génétique qui montre que chacune de ces sous-parties hippocampiques possede
des domaines moléculaires qui permettent de les distinguer les unes des autres (Fanselow et

Dong, 2010).

L"HPC dorsal est bordé antérieurement par le septum, postérieurement par la partie la plus
dorsale du cortex entorhinal, ventralement par le thalamus, dorsalement et dorsolatéralement
par le cortex pariétal et une partie du cortex occipital. Les HPC droit et gauche sont reliés par

le corps calleux.

L’HPC ventral est bordé antérieurement par la corne postérieure du ventricule latéral,
postérieurement et latéralement par les parties temporale, occipitale et pariétale du cortex. 1l

se termine au contact de I’amygdale a proximité du cortex piriforme.
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Figure 7 : Le dessin de gauche représente le cerveau d’un rat au sein duquel I’HPC est mis en avant. A droite,
I’image du cerveau d’un rat obtenue par résonances magnétiques (IRM). Sur ces images, 'HPC est en noir avec
une vue du cerveau en orientation oblique (A), une vue dorsale (B), frontale (C), et latérale (D) (Photographies
extraites de The Hippocampus Book, édition 2007).

Description morphologique de I’hippocampe

L"HPC est composé de trois couches principales. Dans les cornes d’Ammon, la couche la plus
profonde, stratum oriens, est polymorphe et comprend des fibres afférentes et efférentes ainsi
que des interneurones. Dans le gyrus denté, cette couche polymorphe est nommée le hile.
Vient ensuite la couche principale, stratum pyramidale, constituée de larges neurones
pyramidaux dans les cornes d’Ammon, et appelée couche granulaire (stratum granulosum)
dans le gyrus denté. Enfin, la couche superficielle est appelée couche moléculaire (stratum

moleculare) a la fois dans les cornes d’Ammon et le gyrus denté. Elle est formée par les

dendrites apicales des cellules granulaires et pyramidales ainsi que leurs afférences.

Connexions de I’hippocampe

Les principales afférences et efférences, de méme que les connexions intrinseques de I’HPC
sont schématisées sur la figure 8. La principale source d’afférences a 'HPC est le cortex
entorhinal, avec ce que ’on appelle la boucle trisynaptique. Via la voie perforante, les
neurones du cortex entorhinal envoient des informations sur 1’environnement en provenance
des aires corticales sensorielles et associatives vers les cellules granulaires du gyrus denté et
pyramidales de CA3. Les cellules granulaires du gyrus denté projettent ensuite vers CA3 via
les fibres moussues. A leur tour, les cellules pyramidales de CA3 projettent vers CA1l via les
collatérales de Schaffer. La région CA1 peut également recevoir des informations directement
du cortex entorhinal via la voie perforante (voie monosynaptique). En retour, les cellules
pyramidales de CA1 projettent directement vers le cortex entorhinal et le subiculum

(Andersen et coll., 2007 ; van Strien et coll., 2009).
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Figure 8 : Ce schéma, extrait de la revue publiée en 2009 par van Strien et ses collaborateurs, représente les
principales connexions intrinseques et extrinseques de I’HPC et de la région parahippocampique. Les neurones
du néocortex projettent vers le cortex parahippocampique (PHR) qui projette & son tour vers la formation
hippocampique (HF). Au sein du PHR deux projections en paralleles sont distinguées : le cortex périrhinal (PER)
qui projette vers le cortex entorhinal latéral (LEA) et le cortex postrhinal (POR) qui projette vers le cortex
entorhinal médian (MEA). Les connexions entre le cortex entorhinal (EC) et les cortex PER et POR sont
réciproques. De plus, ’EC recoit des afférences du présubiculum (PrS). L’EC est a ’origine de la voie
perforante qui projette vers toutes les sous-régions hippocampiques. La couche II du EC projette vers le gyrus
denté (DG) et CA3 tandis que la couche III du EC projette vers CAl et le subiculum (Sub). La voie poly-
synaptique, traditionnellement appelée la boucle tri-synaptique, décrit des connexions qui relient
séquentiellement chaque sous-région hippocampique. En résumé, les cellules granulaires du DG donnent
naissance aux fibres moussues qui projettent vers CA3 qui via les collatérales de Schaffer projettent vers CAl et
enfin, les cellules pyramidales de CAl projettent vers le Sub. Les efférences d’HF ont pour origine CA1 et Sub
et sont dirigées vers le PHR, en particulier vers les couches profondes du cortex entorhinal. Les chiffres romains
indiquent les couches corticales.

2.2. Hippocampe et mémoire spatiale

L’HPC occupe une place centrale dans bon nombre d’études neurobiologiques sur la mémoire
depuis la description par Scoville et Milner, en 1957, d’'une amnésie sévere suite a 1’ablation
bilatérale des lobes temporaux médians. Les déficits de mémoire spatiale et épisodique sont
souvent les premiers symptomes que manifestent des patients ayant des atteintes des lobes
temporaux médians dues a des pathologies telles que la maladie d’Alzheimer (Kolb et
Whishaw, 1996). L’avis de I’ensemble de la communauté scientifique est maintenant unanime
concernant I’implication de I’HPC dans la mémoire épisodique (Eichenbaum et Cohen, 2001 ;
Kinsbourne et Wood, 1975 ; O’Keefe et Nadel, 1978 ; Squire et Zola-Morgan, 1991 ; Vargha-
Khadem et coll., 1997), c'est-a-dire la mémoire des expériences personnelles associées a un
contexte spatio-temporel (Tulving, 1983). De la méme maniere, les auteurs s’accordent sur
I’'implication de I’HPC des espeéces non-primates dans la mémoire spatiale (Eichenbaum et

Cohen, 2001 ; Morris et coll., 1982 ; O’Keefe and Nadel, 1978), et ce role dans le traitement
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des informations spatiales semblerait étre similaire a celui qui est a I’ceuvre chez I’Homme
(Abrahams et coll., 1999 ; Maguire et coll., 1996, 1998, 1999 ; Spiers et coll., 2001 ; Vargha-
Khadem et coll., 1997). Parmi les différentes études mettant en évidence 1’implication de
I’HPC dans la mémoire spatiale chez I’Homme, celle de Maguire et coll. en 2000, est I’'une
des plus célebres. Ces auteurs, grice a 1’Imagerie par Résonance Magnétique (IRM), ont
étudié I’anatomie cérébrale des chauffeurs de taxi Londoniens ayant plus ou moins
d’expérience professionnelle. Les résultats de cette étude ont montré que le volume de ’'HPC
postérieur des chauffeurs de taxi (I’équivalent de I'HPC dorsal chez le Rat) était
significativement supérieur a celui des témoins exercant une autre profession. A I'inverse, le
volume de ’HPC antérieur des chauffeurs de taxi était plus petit que celui des témoins. Par
ailleurs, les auteurs ont mis en évidence une corrélation entre le nombre d’années
d’expérience professionnelle et le volume de I'HPC droit, renforcant 1’idée du rdle
prépondérant de cette structure dans la navigation et la mémoire spatiale. De nombreuses
études en imagerie chez I’Homme sain ont également été effectuées dans des environnements
virtuels et ont permis de mettre en évidence une activation de ’'HPC soit au cours de la
navigation spatiale (Maguire et coll., 1997 ; Mayes et coll., 2004 ; Parslow et coll., 2004), soit
dans des protocoles distinguant les stratégies allocentriques des réponses de type
droite/gauche (Bohbot et coll.,, 2004), soit encore apres I’apprentissage dans un

environnement réel (Mellet et coll., 2000).

En 1971, John O’Keefe et John Dostrovsky ont fait une découverte qui a constitué 1’'un des
arguments majeurs quant a I’implication de ’'HPC dans la mémoire spatiale. Ces auteurs ont
enregistré 1’activité neuronale unitaire dans ’HPC de rats et se sont alors rendu compte qu’un
certain nombre de neurones, silencieux la plupart du temps, présentaient des bouffées de

N

décharges électriques soudaines, appelées potentiel d’action, lorsque I’animal se trouvait

o

certains emplacements de 1’environnement. Cette découverte amena par la suite O’Keefe a
utiliser la terminologie de « cellule de lieu ». Les cellules de lieu sont présentes a la fois dans
les régions CA1 et CA3 de I’'HPC dorsal et ventral (O’Keefe et Dotrovsky, 1971 ; Poucet et
coll., 1994) et représentent environ 50 % du million de neurones pyramidaux qui constituent
la principale classe de cellules dans I’'HPC. Si les décharges enregistrées dans les cellules de
lieu sont fortement modulées par les informations visuelles, elles le sont également par les
informations olfactives, proprioceptives, vestibulaires, idiothétiques au sens large. Leur
champ d’activité, soit la zone de I’environnement dans laquelle leur décharge est intense, peut

étre de forme et de taille variable, couvrant 10 a 50 % de I’environnement exploré. Ces
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champs d’activité sont formés en quelques minutes et restent stables dans le temps pendant
des semaines, formant ainsi un substrat cellulaire a la mémoire spatiale. L’activité des cellules
de lieu est flexible ; en effet, lorsqu’on replace 1’animal dans un environnement différent,
I’activité des cellules se réadapte en variant la forme ou I’intensité de leur champ d’activité.

Ce phénomene est appelé remapping (Muller et Kubie, 1987 ; Wilson et McNaughton, 1993).

2.3. Ségrégation anatomique des fonctions hippocampiques

En 1998, Moser et Moser suggerent que les différentes sous-régions hippocampiques (partie
dorsale ou septale vs. partie ventrale ou temporale) ne seraient pas impliquées de maniere
équivalente dans les processus sous-tendant la mémoire spatiale. Leur hypothese est fondée

sur trois arguments.

Le premier argument est basé sur des études anatomiques qui suggerent que les connexions
afférentes et efférentes de ’HPC dorsal et ventral sont distinctes (Amaral et Witter, 1989 ;
Fanselow et Dong, 2010 ; Petrovich et coll., 2001 ; Risold et Swanson, 1996 ; Swanson et
Cowan, 1977 ; Witter et Amaral, 2004). En effet, I’existence d’un gradient anatomique
concernant la précision de I’encodage d’informations visuo-spatiales, le long de ’axe
longitudinal ou septo-temporal de ’'HPC, est directement li€ée a ces différences anatomiques.
Les connexions principales de I’HPC, notamment avec le cortex entorhinal, sont organisées
selon un gradient topographique allant du pole septal au pdle temporal. Sur la base de ce
gradient peuvent étre distinguées trois sous-régions hippocampiques possédant des
connexions distinctes : une partie dorsale, ventrale et une partie intermédiaire qui partage
certaines caractéristiques avec ses deux sous-régions voisines. En ce qui concerne la précision
du codage visuo-spatial, il est important de noter que I'HPC, de sa partie dorsale a
intermédiaire, possede de fortes connexions avec la région dorso-latérale du cortex entorhinal,
région qui regoit de facon privilégiée des informations visuo-spatiales en provenance du
cortex et qui possede des neurones, appelées cellule de la grille (voir paragraphe suivant :
Autres structures impliquées dans la mémoire spatiale), qui représentent les informations
visuo-spatiales avec une trés bonne précision en comparaison avec les cellules de la grille
présentes dans la région ventro-médiane du cortex entorhinal, région connectée avec la partie
ventrale de ’HPC (Brun et coll., 2008 ; Dolorgo et Amaral, 1998 ; Fyhn et coll., 2004 ;
McNaughton et coll., 2006). De plus, les cellules de lieux présentes dans la partie dorsale de
I’HPC possedent des champs d’activités plus précis par rapport aux champs d’activités des
cellules de lieux des neurones de la partie ventrale de I'HPC (Colombo et coll., 1998 ;

Deadwyler et Hampson, 1999 ; Jung et coll., 1994 ; Kjelstrup et coll., 2008 ; Moser et Moser,
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1998 ; Poucet et coll., 1994).

Le second des arguments annoncés est fondé en partie sur les résultats obtenus par Moser et
Moser (1995) concernant les effets de 1ésions partielles de ’'HPC dans un test évaluant la
mémoire spatiale chez le Rat. Dans cette expérience, des rats étaient évalués dans le test de la
piscine de Morris. Dans ce test, I’objectif pour I’animal est de retrouver une plate-forme
immergée dans de 1’eau opacifiée en s’aidant des indices visuels présents dans la piece. Des
rats ayant subi des lésions de I’HPC dorsal montrent une incapacité a acquérir cette tache
alors qu’une lésion de I’HPC ventral n’a pas perturbé les performances des rats (Moser et

Moser, 1995).

Troisiemement, et c’est le dernier argument, les 1ésions de I"'HPC ventral, et non de I"'HPC
dorsal, alterent les réponses comportementales émotionnelles. Par exemple, Henke (1990) a
observé que des lésions de I’HPC ventral provoquaient une augmentation des ulceres lors
d’un protocole de stress induit par une contention de I’animal. De plus, Kjelstrup et ses
collaborateurs (2002) ont montré chez le Rat que des 1ésions de la partie ventrale de I’'HPC
augmentaient le nombre de visites des branches ouvertes (sans paroi ou non protégées) dans
un labyrinthe en croix sur-élevé et diminuait le nombre de leurs défécations dans un
environnement bien éclairé. Ces données expérimentales sont a mettre en relation avec les
connexions de I’'HPC ventral avec I’amygdale, I’hypothalamus et 1’axe hypothalamo-

hypophyso-cortico-surrénalien (Jay et coll., 1989).

Toutefois, ’'HPC ventral pourrait également contribuer au rappel d’une information spatiale.
En effet, certains travaux expérimentaux ont montré que I’HPC ventral seul peut permettre
I’apprentissage d’une tiche de mémoire spatiale en piscine de Morris, a condition que le
protocole classique soit quelque peu adapté (De Hoz et coll., 2003). D’autre part, en ce qui
concerne le role de I’HPC ventral dans la MLT, Gusev et al. (2005) montrent chez le Rat que
dans un test de mémoire spatiale en piscine de Morris, ’HPC ventral serait engagé dans le
rappel d’un souvenir récent, mais non dans celui d’un souvenir ancien. Pour ce faire, les
auteurs ont utilisé I’imagerie cellulaire du gene précoce Arc/Arg 3.1. Enfin, la 1ésion de I"'HPC
ventral chez le Rat affecte le rappel aussi bien a court qu’a long terme, mais dans un test de
peur conditionnée au contexte (Sutherland et coll., 2008), et donc un test a forte connotation

émotionnelle.
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2.4. Autres structures impliquées dans la mémoire spatiale

Si I’HPC joue un role prédominant dans la mémoire spatiale, il est important de noter que
d’autres régions participent au processus mnésique sous-tendant ce type de mémoire. Ainsi,
les données de la littérature, les évaluations neuropsychologiques, de méme que les études en
imagerie suggerent 1’implication du cortex parahippocampique dans 1’acquisition de la
mémoire spatiale (Barrash et coll., 2000 ; Habib et Sirigu, 1987). Chez le rongeur, une 1ésion
complete du cortex rétrosplénial aboutit a une altération des capacités de navigation sur la
base de reperes allocentriques (Vann et Aggleton, 2002, 2004). La découverte de la présence
de cellules de direction de la téte chez I’animal dans le cortex rétrosplénial est un argument
supplémentaire en faveur de I’implication de cette région dans la mémoire spatiale. En effet,
ces cellules constituent une autre classe de cellules présentant une activité spatiale.
Initialement découvertes dans le présubiculum dorsal (Ranck, 1984), elles sont également
présentes au sein de I’HPC et dans d’autres structures connectées au présubiculum comme,
par exemple, les noyaux thalamiques antérieurs (Taube, 1998). Ces cellules ont la particularité
de décharger quand I’animal oriente sa téte dans une direction spécifique, indépendamment de
sa position et de son comportement, fournissant ainsi une sorte de « boussole » a la carte
cognitive. Le cortex pariétal semble également constituer 1’'une des structures importantes
dans la navigation spatiale (pour revue voir : Save et Poucet, 2000 ; 2009). Des études de cas
cliniques décrivent depuis plusieurs décennies une altération de I’apprentissage spatial et une
désorientation dans les lieux familiers suite a une lésion du cortex pariétal droit ou bilatéral
(De Renzi, 1962 ; Kase et coll., 1977). Le cortex pariétal serait le support des informations
spatiales égocentriques (Aguirre et D’Esposito, 1999 ; Levine et coll, 1985) plutdt
qu’allocentriques (Teng et Squire, 1999). De plus, chez le rongeur, des 1ésions du striatum
dorso-latéral perturbent les capacités cognitives des animaux lorsqu’ils sont soumis a des
tests d’évaluation de la mémoire spatiale. Cette structure extra-hippocampique semblerait
également impliquée dans 1’intégration des informations spatiales égocentriques (McDonald
et White, 1994 ; Packard et McGaugh, 1992 ; Packard et McGaugh, 1996). Enfin, la
découverte récente des ‘grid cells’ et des ‘goal-directed cells’ fournit de nouveaux éléments
pour la compréhension de la navigation spatiale. Découvertes en 2004 par un groupe de
chercheurs norvégiens (Fyhn et coll., 2004 ; Hafting et coll., 2005), les ‘grid cells’ ou cellules
de la grille sont des neurones mis en évidence au sein du cortex entorhinal et qui ont pour
principale caractéristique de générer des potentiels d’actions pour plusieurs points de I’espace,
répartis régulierement dans I’environnement que I’animal est en train d’explorer. Cette

activité particuliere forme une sorte de grille hexagonale, d’ou leur appellation de cellule de la
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grille. Ces cellules pourraient fournir a 1’animal un cadre de référence métrique lui permettant
de s’orienter dans son environnement, un espace euclidien, en somme. Au méme moment, un
groupe de chercheurs frangais (Hok et coll., 2005) découvre au sein du cortex préfrontal
médian du Rat des cellules qui s’activent a 1’endroit précis de la localisation d’un objectif a
atteindre dans 1’environnement qu’explore le rat. Ces cellules sont appelées ‘goal-directed

cells’ ou les cellules dirigées vers un objectif.

Ainsi, la navigation spatiale met en jeu un réseau distribué au sein de plusieurs régions
cérébrales, possédant chacune des neurones ayant des propriétés différentes, et qui en
communiquant les unes avec les autres, permettent a 1’animal de naviguer dans un

environnement et de pouvoir s’y repérer pour atteindre un ou plusieurs objectifs.

3. Evaluation de la mémoire spatiale chez le Rat

La mémoire spatiale des rongeurs, et en particulier celle du Rat, peut étre évaluée a I’aide de
nombreux tests. L'un des plus utilisés dans la littérature est celui de la piscine de Morris, et
c’est celui que j’ai utilisé dans la majeure partie de mes expériences de these. J’ai également
utilis€ un second test, le labyrinthe du Double-H, récemment mis au point au sein du
laboratoire (Cassel et coll., 2012 ; Pol Bodetto et coll., 2011), et qui permet d’étudier, chez le
rongeur, les capacités d’utilisation d’une stratégie égocentrique et allocentrique, ainsi que le

passage de 1’une a I’autre stratégie au sein d’'une méme session de rappel.

3.1. Le test de la piscine de Morris

Le test de la piscine de Morris, développé par Richard Morris en 1981, est fondé sur la
tendance naturelle du Rat a s’échapper de 1’eau (qui a un caractere aversif pour lui lorsque la
température de 1’eau est fraiche) et sur ses excellentes capacités natatoires. Le dispositif du
test consiste en un bassin rempli d’eau froide (21°C) opacifiée par I’ajout de lait en poudre.
Une plate-forme immergée juste sous la surface de 1’eau est placée dans un endroit de la
piscine. L’objectif pour le rat sera de nager le plus rapidement possible vers la plate-forme
afin de s’extraire de 1’eau froide. Pendant la phase d’apprentissage de la tache, le rat sera
placé plusieurs fois dans la piscine pour qu’il apprenne, au fur et a mesure des essais et des
jours, I’emplacement de la plate-forme. Un apprentissage se caractérise par une diminution
progressive conjointe de la latence d’arrivée a la plate-forme et de la distance parcourue
jusqu’a celle-ci au fil des jours. Pour évaluer le souvenir de la localisation de la plate-forme,

un test de rétention d’une durée de 60 secondes est réalisé. Lors de ce test, la plate-forme est

25



Contexte Scientifique Chapitre 2 : Mémoire spatiale et hippocampe

retirée du dispositif. La surface de la piscine est alors divisée en 4 quadrants virtuels et le
temps pass€ dans chaque quadrant est mesuré. Un rat qui n’aurait pas mémorisé ou qui ne
pourrait pas se rappeler la localisation de la plate-forme passera autant de temps dans les
quatre quadrants, soit 25 % du temps total dans le quadrant cible (celui ou se situait la plate-
forme lors de I’apprentissage). En revanche, lorsque 1’animal se souvient de I’emplacement de
celle-ci, il nagera préférentiellement dans le quadrant cible et passera plus de 25 % du temps
total dans ce quadrant. Une autre variable couramment mesurée est le nombre de passages
effectués dans une zone virtuelle centrée sur la plate-forme et €élargie d’un anneau de 10 cm.
Cette analyse permet de se faire une idée du degré de précision du rappel. Afin de vérifier
certains parametres non-mnésiques pouvant influencer les performances du rat dans la
piscine, il est également possible d’effectuer un test avec une plate-forme visible. Cela
permettra de vérifier certains facteurs tels que la motivation a rejoindre la plate-forme, de

méme que les capacités visuelles et sensori-motrices de I’animal (D’Hooge et coll., 2001).

Deux protocoles différents sont classiquement utilisés dans ce test, I’un permettant d’évaluer
la mémoire de travail et 1’autre la mémoire spatiale de référence. Lors de la mise en ceuvre
d’un protocole évaluant la mémoire de travail, les informations acquises ne sont valables que
pour une partie de 1’expérience. Concretement, la localisation de la plate-forme change d’un
jour sur I'autre. Le rat doit donc utiliser les informations acquises lors du premier essai de
chaque jour pour retrouver la plate-forme. Lorsque 1’on évalue la mémoire de travail dans ce
type de tache, il est important que le point de départ change d’un essai a I'autre afin de
favoriser l’utilisation d’une stratégie allocentrique. Dans le protocole de mémoire de
référence, la plate-forme immergée reste a la méme place pendant toute la durée de
I’apprentissage (d’essai en essai et de jour en jour). Ainsi les informations acquises lors du
premier jour restent valables les jours suivants. Ce type de protocole est utilisé pour étudier la
MLT et c’est celui que j’ai mis en ceuvre lors de mes expériences. De méme que dans le cas
du protocole de mémoire de travail, pour favoriser la stratégie allocentrique, les rats devront
étre lachés de points de départ différents a chaque essai. Ce protocole de mémoire de
référence favorise ainsi I’intégration des relations entre les éléments distaux situés a
I’extérieur de la piscine (géométrie de la salle, objets de la piece comme les fenétres, des
posters sur les murs...) et la position de la plate-forme. L’apprentissage de la tache peut étre
décomposé en une composante spatiale et une composante procédurale (Baldi et coll., 2003 ;
Hodges, 1996). En effet, le rat apprend d’une part la localisation de la plate-forme (ou

chercher) et d’autre part la stratégie la plus efficace pour la retrouver (comment chercher).
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L’un des indices comportementaux permettant d’évaluer I’amélioration de la stratégie utilisée
par le rat est ce que I’on appelle la thigmotaxie, c'est-a-dire le comportement qui consiste a
nager le long des parois du dispositif. Au fur et a mesure des essais, I’animal passera moins de
temps a longer les parois de la piscine pour chercher plus au centre et donc optimiser ses

chances de la retrouver.

Figure 9 : Photographies des dispositifs de la piscine de Morris (a) et du labyrinthe en Double-H (b).

3.3. Labyrinthe du double-H

Le labyrinthe du double-H a été créé au sein du laboratoire par Jean-Christophe Cassel. Son
objectif était d’élaborer un test permettant d’étre suffisamment « simple » pour que
I’acquisition d’'une mémoire spatiale se fasse en peu de sessions, permettre de forcer un
apprentissage basé sur des informations de nature allocentrique ou sur des informations
égocentriques, et d’établir une mémoire dont le déclin est minimal au cours du temps en vue
d’étudier les processus de consolidation a long terme d’une mémoire spatiale ou procédurale
(Cassel et coll., 2012 ; Pol-Bodetto et coll., 2011 ; Schumacher, 2011). Ainsi, le dispositif du
double-H consiste en un labyrinthe aquatique propre a évaluer la mise en place d’une
mémoire spatiale et/ou procédurale chez le rongeur dans une situation aversive. Le dispositif
consiste en une allée horizontale reliant trois allées verticales (tels 2 H contigus vus du
dessus). Tout comme dans la piscine de Morris, la tiche pour I’animal consiste a apprendre la
localisation d’une plate-forme immergée en utilisant les indices visuels externes au dispositif
(stratégie allocentrique) ou en répétant tous les jours le méme trajet (stratégie égocentrique).
Le principal avantage de ce dispositif est la possibilité pour 1I’expérimentateur de favoriser
I’engagement d’une stratégie allocentrique ou égocentrique, en fonction du protocole
d’apprentissage utilisé et ceci en un minimum de temps (2 a 4 sessions). Ainsi, si I’animal est
introduit dans le dispositif a différents endroits, mais que la plate-forme reste toujours a la

méme place, la stratégie la plus efficace pour I’animal est une stratégie allocentrique. A
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I’inverse, lorsque 1’animal est systématiquement introduit a partir de la méme branche et que
la plate-forme ne change pas de place, la répétition de la tiche favorise I'utilisation d’une
stratégie égocentrique. Apres la phase d’acquisition, un test de rétention est réalisé. Lors de
ce test, la plate-forme est retirée du dispositif et le comportement du rat est analysé pendant
une durée de 60 sec. Les variables principales mesurées dans ce test sont le parcours du rat, la
premiere et la seconde branche choisies par les rats ainsi que le temps passé dans chacune des
branches. Le rat est 1aché d’une branche différente de celles utilisées lors de 1’acquisition dans
I’optique de mettre en évidence soit I’utilisation d’une stratégie égocentrique, soit celle d’une
stratégie allocentrique, voire le passage d’une stratégie a I’autre apres la premiere erreur. Si le
rat utilise une stratégie égocentrique, le point de départ lors du test étant différent, son premier
parcours le menera vers une branche différente de celle ou était localisée la plate-forme lors
de I’acquisition (appelé branche cible). En revanche, si le rat utilise préférentiellement une
stratégie de type allocentrique, la premiere branche choisie sera la branche cible, le rat passera
ainsi significativement plus de temps dans cette branche. Si le rat passe d’une stratégie
égocentrique a une stratégie allocentrique, son premier parcours le menera vers une branche
différente de la branche cible, puis il se dirigera vers la branche cible dans laquelle il passera
significativement plus de temps que dans les autres branches pour (plus de détails, voir la
section ‘Matériels et Méthodes’). Les particularités de ce protocole nous ont permis de mettre
en évidence I’'implication des noyaux Re et Rh du thalamus dans les changements de stratégie

et dans la flexibilité comportementale (Publication 3).
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Chapitre 3 : La consolidation systémique

Les souvenirs des personnes qui nous sont familieres, des lieux que nous connaissons, des
événements que nous vivons définissent qui nous sommes. Ils construisent littéralement
I’identité de chaque individu. Ces souvenirs ne sont cependant pas formés instantanément. Ils
vont progressivement passer d’un état initial instable (susceptibles d’étre perturbés, oubliés) a
un état permanent, stable. Dans le domaine des théories et des recherches sur la mémoire, ce
processus progressif de stabilisation de la MLT et qui débute juste apres 1’acquisition d’un
événement est appelé la consolidation (Dudai, 2004). Le terme ‘consolidation’ est attribué a
Muller et Pilzecker, qui, en effectuant I’analyse d’une série d’études réalisées a Gottingen
entre 1892 et 1900, mettent en évidence le fait que la stabilisation de la mémoire dans le
temps n’est pas un phénomene instantané (Muller et Pilzecker, 1900). Cette évidence est
fondée sur la recherche systématique des lois qui gouvernent 1’acquisition et le rappel de
matériel verbal, comme 1’avait commencé Ebbinghaus (1885). Muller et Pilzecker ont montré
dans leur étude que si le rappel correct des items verbaux s’améliorait apres les premieres
minutes d’acquisition, lorsque de nouveaux items étaient présentés juste apres le premier
apprentissage, le rappel correct des premiers items encodés était moins bon (un phénomene
qu’il nomme une « rétroaction inhibitrice »). Ils ont suggéré que ce phénomene reflete une
période post-acquisition durant laquelle les nouvelles informations sont en cours de
consolidation, la perturbation de cette phase par I’apprentissage de nouveaux items entrainant

une fixation moins bonne des premiers items présentés (Miiller et Pilzecker, 1900).

Peu de temps avant que Miiller et Pilzecker introduisent le terme de consolidation, ce
phénomene avait également été proposé sur la base de données cliniques. Dans les amnésies
globales d’origine organique, la mémoire des événements récemment acquis est généralement
beaucoup plus atteinte que la mémoire d’événements plus anciens ; cette observation est
résumée dans ce que 1’on appelle la loi (ou gradient) de Ribot, ou encore loi de régression :
la détérioration de la mémoire allant toujours des souvenirs les plus instables (souvenirs
d’acquisition récente) aux souvenirs les plus stables (souvenirs d’acquisition plus ancienne)

(Ribot, 1882).

Le terme de ‘consolidation’ dans la littérature en neurosciences fait référence a deux types ou
familles de processus. La premiere catégorie de processus est accomplie entre les premieres

minutes ou heures apres que ’encodage ait eu lieu. Ces processus relativement rapides ont
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lieu dans des régions précises au sein des réseaux neuronaux qui ont été impliqués dans
I’encodage de la représentation mnésique. Beaucoup d’études ont été focalisées sur les
processus et mécanismes de cette consolidation au niveau des synapses, donnant lieu au terme
de consolidation synaptique. La consolidation synaptique ne sera évoquée dans ce chapitre

que brievement.

Un autre type de processus de consolidation prend plusieurs semaines, plusieurs mois voire
plusieurs années pour étre accompli. Ce processus renvoie a la réorganisation au cours du
temps des circuits cérébraux, ou systemes, qui sous-tendent le rappel des informations. Lors
de ce décours temporel, la trace mnésique pourrait s’étendre, au moins en partie, a de
nouveaux emplacements dans le cerveau et en méme temps devenir indépendante des
structures cérébrales qui ont sous-tendu son acquisition. Ce processus est appelé la
consolidation systémique. Mes expériences de these ont été réalisées dans le cadre de cette

consolidation systémique.

1. La consolidation synaptique

La consolidation synaptique est un phénomene universel, elle a été décrite chez de
nombreuses especes animales et pour de nombreuses tiches mnésiques. La MLT, dans le
contexte de la consolidation synaptique, est conventionnellement définie comme étant une
mémoire qui dure plus de 24 heures, a I’exception de I’étude de la potentialisation a long
terme (le premier modele d’investigation électrophysiologique sous-tendant I’apprentissage et
la mémoire chez les vertébrés ; Bliss et Collingridge, 1993 ; Bliss et Lomo, 1973), pour

laquelle méme une heure est considérée comme du long terme.

Le modele standard de la consolidation synaptique postule que les traces mnésiques peuvent
exister sous au moins deux formes : une forme a court terme, instable ou labile, et une forme a
long terme, stable. La trace a court terme peut se détériorer ou bien subir une maturation vers
une forme plus durable, ou alternativement, les traces a court et a long terme peuvent se
développer en parallele. Les conditions physiologiques qui donnent lieu a une consolidation
synaptique a long terme, bien que n’étant pas encore totalement identifiées, sembleraient
impliquer un signal supraliminaire de neurotransmetteur, ou, plus probablement, la
coincidence de deux ou plusieurs signaux, incluant des neuromodulateurs (McGaugh, 2002).

Ces signaux initient et favorisent la consolidation synaptique. Ainsi, 1’arrivée d’informations

déclenche une cascade de signaux de transduction intracellulaire, conduisant a la modification
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de protéines synaptiques et par conséquent a des modifications de 1’excitabilité synaptique et
de la quantité de neurotransmetteurs libérés au niveau de la synapse. En accord avec ce
modele, la méme cascade de signaux de transduction intracellulaire peut également activer
des facteurs de transcription conduisant a la modulation de I’expression de genes. Ces
mécanismes aboutissent a des modifications a long terme des protéines synaptiques ainsi que
de la croissance et du remodelage des synapses, ce qui permettrait a la trace mnésique de
devenir stable. L’activation, 1’expression et la fonction de certains facteurs de transcription et
de genes précoces représentent une partie essentielle de la cascade d’événements qui a lieu
lors d’une période limitée dans le temps, pendant et juste apres la fin d’un apprentissage, et
qui peut étre perturbée par différents types d’agents, dont des inhibiteurs de la synthese
protéique ou des inhibiteurs des récepteurs NMDA du glutamate. Cette période est celle de la
consolidation synaptique. Il est important de noter que ces processus impliquent la synapse,
mais également le corps cellulaire des neurones (Dudai, 2004 ; Milner et coll., 1998 ; voir

Redondo et Morris, 2011 concernant le concept de ‘synaptic tagging and capture’).

2. La consolidation systémique

2.1. L’amnésie rétrograde temporellement graduée

Nous avons vu dans le premier chapitre que la neurochirurgie du patient H.M. a produit ce
que I'on appelle une amnésie rétrograde, c'est-a-dire la perte des souvenirs déclaratifs qui
avaient été acquis lors de la période qui précédait son opération. Cependant, son amnésie
n’était pas complete. En effet, bien que H.M. ait perdu ses souvenirs déclaratifs les plus
récents, il possédait toujours des souvenirs datant de son enfance (Scoville et Milner, 1957),
d’ou le terme d’amnésie rétrograde temporellement graduée. Des analyses ultérieures ont
révélé que I’amnésie rétrograde de H.M. s’étendait sur une période d’environ 11 ans (Sagar et
coll., 1985). La découverte du caractere incomplet et échelonné dans le temps de I’amnésie
rétrograde indiqua que les LTM pouvaient avoir une implication limitée dans le temps
concernant le stockage et le rappel de souvenirs déclaratifs et que, a la longue, ce type de
mémoire pouvait étre conservé dans d’autres régions cérébrales. Cette dissociation pourrait
s'expliquer par une réorganisation spatio-temporelle de la trace mnésique au niveau des
régions/sous-régions cérébrales, autrement dit par des processus liés a la consolidation
systémique. De plus, bien que la MCT (rappel immédiat) chez le patient H.M. était préservée,
ce dernier n’était plus capable de conserver, au-dela de quelques secondes, les informations

qu’il venait d’apprendre (amnésie antérograde) (Corkin, 2002, Scoville et Milner, 1957). En
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prenant en considération cette caractéristique et le fait que les souvenirs les plus anciens
étaient €galement préservés, le déficit mnésique de H.M. ne pouvait étre attribué a des
perturbations de 1’acquisition, de la MCT ou des capacités globales de stockage des souvenirs,

mais plutot a des perturbations du rappel et de la consolidation.

Des I€sions sélectives de la formation hippocampique ou du cortex entorhinal effectuées chez
des animaux de laboratoire (souris, rats, lapins, primates non-humains) produisent des
amnésies temporellement graduées post-lésionnelles s'étendant sur plusieurs semaines dans
différents tests mnésiques (Cho et coll., 1993 ; Clark et coll., 2005 ; Kim et Fanselow, 1992 ;
Kim et coll., 1995 ; Winocur 1990 ; Zola-Morgan et Squire, 1990).

Enfin, certaines études d'imagerie fonctionnelle ont permis de mettre en évidence une activité
temporellement graduée, au cours du rappel et a différents délais post-acquisition, dans des
structures du LTM chez 'Homme (Haist et coll., 2001), et dans la formation hippocampique
chez la souris (Bontempi et coll., 1999), ce qui suggere une réorganisation spatio-temporelle

des circuits cérébraux dans la formation d'une MLT.

2.2. La théorie standard de la consolidation systémique

Les exemples d'amnésie rétrograde temporellement graduée a la fois chez 'Homme et chez
les animaux ont permis I’élaboration de plusieurs modeles de consolidation basés sur les
systemes cérébraux. Au début des années 70, Marr fut le premier a proposer le modele de la
consolidation systémique. Il proposa que I'HPC permettrait de stocker tres rapidement les
événements qui ont lieu le jour méme, avant que ces informations ne soient transférées au
néocortex pour subir une réorganisation et une reclassification (processus de sémantisation ou
de généralisation des informations). De plus, Marr proposa que ce processus de transfert
d’information de I'HPC vers le néocortex puisse dépendre d'une réactivation, au cours du
sommeil, des circuits cérébraux impliqués dans l'encodage de la représentation mnésique.
Ainsi, une expérience est initialement encodée en parallele dans les réseaux hippocampiques
et corticaux. La réactivation ultérieure des réseaux hippocampiques entrainerait un
renforcement progressif des connexions cortico-corticales, ce qui permettrait aux nouveaux
souvenirs de devenir peu a peu indépendants de I'HPC et d'étre graduellement intégrés aux
souvenirs corticaux préexistants (Figure 10). Dans ce modele, la mémoire récente se
détériorerait plus rapidement apres une lésion de I'HPC comparativement aux effets d’une

1ésion du néocortex.
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Figure 10 : Théorie Standard de la consolidation. Marr propose que les connexions entre les différents modules
corticaux se renforcent au fil du temps, permettant un désengagement progressif de I’HPC. Le rappel d’un
souvenir ancien est alors indépendant du fonctionnement de ’'HPC (Schéma extrait de Frankland et Bontempi,
2005).

2.3. Critiques de la théorie standard de la consolidation : I'amnésie rétrograde n'est pas
toujours temporellement graduée
En 1975, Marslen-Wilson et Teuber menerent une étude dans laquelle ils comparaient les

performances mnésiques du patient H.M. a celles d’'un groupe de patients ayant subi une
atteinte du lobe frontal ; des sujets au cerveau intact furent utilisés comme témoins. Dans cette
étude, les sujets devaient reconnaitre des visages de personnalités qui avaient été populaires a
différentes périodes de leur vie, le tout s'étalant sur 50 années. Les sujets témoins et les
patients ayant subi une atteinte du lobe frontal avaient une courbe d’oubli standard, les
souvenirs les plus récents étaient mieux rappelés que les plus anciens. Au contraire, H.M.
montrait une mémoire appauvrie pour les personnalités devenues célebres apres I’intervention
chirurgicale ou peu de temps avant sa chirurgie, alors que des célébrités plus anciennes étaient
rappelées normalement. Ces observations sont en accord avec la théorie standard de la
consolidation systémique. Bien que les conclusions des auteurs de cette étude concernent la
mémoire déclarative dans son ensemble, il est important de remarquer que l'identification de
personnalités telles que Franklin Roosevelt est un test qui évalue principalement la mémoire

sémantique (mémoire des connaissances générales).

Le suivi des études évaluant la MLT (ou ancienne) dans les amnésies du LTM depuis H.M.
montrent qu'il y a autant de rapports d’amnésies rétrogrades avec ou sans gradient temporel
(Winocur et coll.,, 2010). Cette revue de la littérature concernant les patients avec des
amnésies rétrogrades, dues a des lé€sions des LTM, met en évidence le fait que la perte de

mémoire sans gradient temporel est associée a des tests évaluant la mémoire épisodique, qui
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évaluent par exemple le rappel d'événements personnels autobiographiques, alors que 1'effet
graduel était observé lorsque la mémoire sémantique était évaluée. L'absence de distinction
entre mémoire sémantique et mémoire épisodique est une limite importante de la théorie

standard de la consolidation.

L'étude des amnésies rétrogrades chez les rongeurs (rats, souris) met également en évidence
des différences en terme de présence ou non d'un gradient temporel (Sutherland et coll.,
2010). Winocur, en 1990, fournit I'une des premieres démonstrations expérimentales d'une
amnésie temporellement graduée, en mettant en place une procédure de transmission sociale
d'une préférence alimentaire chez le rat. Dans ce test, un rat-sujet (S) est placé avec un rat-
démonstrateur (D) qui vient d'étre mis au contact avec un échantillon de nourriture ayant une
odeur particuliere. Lors d'une session suivante, effectuée dans le méme contexte, deux
échantillons de nourriture sont présentés a S, 1'un étant familier (celui transmis par D) et
l'autre étant nouveau. S montre alors une préférence pour la nourriture ayant 'odeur transmise
par D. Dans cette étude, des rats ayant des lésions de I'HPC dorsal étaient capables
d'apprendre la préférence d'odeur comme les sujets contrOles mais montraient un oubli
accéléré de cet apprentissage, indiquant une amnésie antérograde. Lors des tests de la
mémoire ancienne, les 1€sions de 'HPC abolissaient le rappel de la préférence alimentaire
lorsque les 1€sions étaient effectuées un ou deux jours apres 1'apprentissage mais pas apres des
délais plus longs, 5 et 10 jours apres la fin de I’acquisition (Winocur, 1990). Ces résultats sont
en accord avec les études de cas cliniques telles que celles menées avec H.M. Le méme type
de résultats a été observé dans d'autres tests et especes (Kim et Fanselow, 1992 ; Zola-Morgan

et Squire, 1990).

Sutherland et ses collaborateurs, en 2001, publient les résultats d'une expérience dans laquelle
ils ont entrainé des rats a retrouver une plate-forme dans la piscine de Morris. Ces rats ont
subit une 1ésion hippocampique 2 ou 14 semaines apres l'acquisition de la tache. Les résultats
ont montré une amnésie sans gradient temporel (pour cette évaluation de la mémoire spatiale),
quel que soit le délai, la 1é€sion hippocampique empéchant les rats de retrouver la localisation
de la plate-forme. D'autres études ont montré des amnésies rétrogrades sans gradient avec des

délais plus longs (Clark et coll., 2005 ; Winocur et coll., 2005).

Il y a donc une convergence concernant les données de la littérature obtenues chez 'Homme
et I'animal concernant le fait que l'amnésie rétrograde temporellement graduée n'est pas

systématiquement observée apres une atteinte de I'HPC. Le type de mémoire testé semble étre
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un facteur clé permettant de comprendre les divergences d'observations.

2.4. La théorie des traces multiples

En 1997, Nadel et Moscovitch ont proposé une théorie alternative a celle de Marr, appelée
« théorie des traces multiples ». Cette évolution était fondée sur deux observations
principales. La premiere concerne le fait que des 1ésions des LTM produisent dans certains cas
des amnésies rétrogrades sans gradient temporel pour certains types de souvenirs déclaratifs
tels que la mémoire épisodique/autobiographique (Cipolotti et coll., 2001 ; Viskontas et coll.,
2000) et de facon générale, les mémoires riches en détails contextuels (Rosenbaum et coll.,
2000 ; Winocur et coll.,, 2005). Deuxiemement, le rappel détaillé d'anciens souvenirs
épisodiques impliquerait toujours I'HPC (Addis et coll.,, 2004 ; Maguire et Frith, 2003).
Prenant en considération ces données, la théorie des traces multiples propose que : (1) la
mémoire est encodée au sein d’un réseau hippocampo-cortical ; (2) la réactivation de la
mémoire entraine la génération d'une nouvelle trace mnésique au sein des neurones de 'HPC
qui sont li€s aux réseaux corticaux ; (3) les traces mnésiques hippocampiques fournissent le
contexte spatial et temporel du souvenir; (4) les traces mnésiques corticales sont
indépendantes d'un contexte, tel que les souvenirs de type sémantique ; (5) le rappel de
souvenirs épisodiques, incluant un contexte détaillé de 1'événement, dépend du réseau
hippocampo-cortical quel que soit le délai de rappel ; (6) le rappel de souvenirs sémantiques

ancien est possible en 1'absence d'un HPC fonctionnel (Nadel et Moscovitch, 1997).
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Figure 11 : Prédictions de la théorie des traces multiples apres une 1ésion de 1’hippocampe (HPC) concernant
des souvenirs sémantiques (2 gauche) ou épisodiques (a droite) en fonction du délai de rappel ; recent memory
pour un délai court et remote memory pour un délai plus long (Schéma extrait de Franckland et Bontempi, 2005).
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2.5. La théorie de la transformation

Winocur, Moscovitch et Bontempi (2010) ont proposé une évolution du modele des traces
multiples. En opposition avec la théorie standard de la consolidation systémique qui met en
avant une linéarité entre la mémoire formée initialement et sa version consolidée, ces auteurs
développent une argumentation en faveur d'un changement des caractéristiques de la mémoire
au cours du temps. Leur cadre théorique peut €tre résumé en trois éléments clés: (1) la
mémoire formée initialement, qui pour Winocur et ses collaborateurs est de type épisodique et
donc liée a un contexte spatial et temporel, reste dépendante de I'HPC aussi longtemps que
cette mémoire reste de nature épisodique ; (2) au cours du temps et des expériences, cette
mémoire est le support d'un développement, au niveau du néocortex, d'une version
schématique qui conserve le sens et les caractéristiques essentielles de la représentation
mnésique initiale, mais qui est dépourvue des détails de son contexte spatio-temporel ; (3) il y
aurait une dynamique réciproque entre les deux types de mémoires de telle sorte que 1'une ou
l'autre (épisodique ou sémantique) pourrait €tre rappelée de fagcon prédominante en fonction

des circonstances qui provoquent leur restitution.

Les deux premiers points sont directement dérivés de la théorie des traces multiples de Nadel
et Moscovitch (1997), qui postule que lorsqu'un événement est représenté sous forme de
mémoire épisodique, la trace mnésique consiste en des liaisons entre des neurones
hippocampiques et corticaux. A chaque fois que la mémoire est rappelée, elle serait ré-
encodée par I'HPC en méme temps que le contexte dans lequel elle est rappelée. Ainsi, plus la
mémoire est ancienne, plus il y a de traces mnésiques formées et plus il y a de probabilités et
d'opportunités pour qu'elle soit rappelée. Basées sur les régularités a travers les souvenirs et
leur réactivation, les structures néocorticales permettraient d'extraire ce qui est commun aux
différents contextes et de retenir le sens et les caractéristiques essentielles indépendamment
des contextes. L'HPC serait toujours nécessaire pour représenter de facon détaillée les
caractéristiques épisodiques d'un événement. De plus, I'HPC jouerait un rdle facilitateur pour
former, dans les structures corticales, des versions schématiques qui incorporent 1'essentiel de
I'événement ainsi que les informations sémantiques qui lui sont liées (McNaugthon et coll.,
2006). Le troisieme point est une conséquence des deux premiers et constitue I'un des

éléments centraux de I'hypothese de la transformation.

L'une des prémisses centrales de la théorie standard de la consolidation systémique est que la
mémoire qui est établie avec le temps au niveau du néocortex est la méme que celle

initialement représentée dans I'HPC. Winocur et ses collaborateurs (2010) proposent que les

36



Contexte Scientifique Chapitre 3 : La consolidation systémique

mémoires qui sont consolidées dans le néocortex sont fondamentalement différentes de celles
initialement dépendantes de I'HPC. Ils proposent que dans un cerveau intact, la mémoire
initialement dépendante d'un contexte et représentée dans I'HPC (mémoire épisodique) est
transformée en une mémoire indépendante du contexte et représentée dans des structures
néocorticales (mémoire sémantique). Leur hypotheése n'implique pas que la mémoire
indépendante du contexte remplace systématiquement la mémoire dépendante d'un contexte,

les deux types de mémoire pourraient coexister.

Cette hypothese est notamment fondée sur le phénomene de généralisation du contexte dans
des taches comportementales effectuées chez l'animal. En effet, que ce soit dans le test de
transmission sociale d'une préférence alimentaire ou dans un test de conditionnement de peur
a un contexte, lorsque les animaux sont testés a des délais courts, le rappel des informations
est spécifique du contexte d'apprentissage. En revanche, lorsque ce délai augmente, le rappel
n'est plus spécifique du contexte d'apprentissage (Wiltgen et Silva, 2007 ; Winocur et coll.,
2007). Ces observations sont en accord avec un gradient de généralisation au cours du temps
et avec 1'idée d'un processus de transformation qui donne lieu a une mémoire schématique qui
est moins dépendante du contexte dans lequel les informations sont apprises (pour revue voir

Winocur et coll., 2010).

2.6. Le cas particulier de la mémoire spatiale

Comme pour la mémoire épisodique, le role de I'HPC dans le rappel a long terme d'une
mémoire spatiale chez 1'homme fait encore débat. En effet, si le role de 'HPC dans
'acquisition d'une mémoire spatiale n'est plus remis en question (Burgess et coll., 2002), son
role dans la mémoire et la navigation dans des environnements bien appris est moins établi.
Des examens neuropsychologiques ont montré des déficits en mémoire spatiale dans des
environnements familiers, mais chez des patients dont les lésions concernaient plutdt le gyrus
para-hippocampique et le lobe pariétal et non ’'HPC (Aguirre et coll., 1996). Cependant,
I'approche clinique en neuroimagerie de la mémoire spatiale a mis en évidence que I'HPC est
impliqué lors du rappel d'une expérience riche en détails sur l'environnement et le contexte
autobiographique pendant la navigation, et ceci quel que soit le délai de rappel (Niki et Luo,

2002).

Les données obtenues en expérimentation animale semblent plus unanimes concernant
I'implication de I'HPC dans le rappel a long terme d’une mémoire spatiale. En effet, les études

des conséquences d’une lésion de I'HPC sur le rappel a court et a long terme d'une mémoire
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spatiale n’ont pas permis de mettre en évidence un gradient temporel. Autrement dit, lorsque
I'HPC est atteint, les animaux ne sont plus capables de se souvenir des informations spatiales
quel que soit le délai de rappel évalué dans le test de la piscine de Morris (Bolhuis et coll.,
1994 ; Clark et coll., 2005 ; Martin et coll., 2005 ; Mumby et coll., 1999 ; Sutherland et coll.,
2001). Les données concernant I’implication de ’'HPC dans le test de conditionnement de
peur a un contexte sont plus ambigués, montrant selon les études 1’absence ou la présence
d’un gradient temporel (Kim et Fanselow, 1992 ; Maren et coll., 1997 ; Sutherland et coll.,
2008 ; pour revue voir Sutherland et coll., 2010). Cependant une étude récente, par
l'utilisation de l'optogénétique (une technique permettant d'inactiver temporairement une
région cérébrale et ceci de facon treés précise temporellement et spatialement) a permis de
mettre en évidence une implication de I"'HPC dorsal dans le rappel a long terme dans un test
de conditionnement de peur au contexte (Goshen et coll., 2011). Ces données confirment
I'implication de I'HPC dans le traitement d'un contexte riche en détails et dans la mémoire
spatiale, quel que soit le délai, et rentre dans le cadre de la théorie des traces multiples décrite

ci-dessus.

2.7. La théorie des schémas

La quatrieme théorie que je vous présente dans cette theése concerne les schémas. Ce modele
postule que les sites néocorticaux seraient bien dédié€s au rappel a long terme d’informations
mais que le processus progressif et graduel de stabilisation des réseaux corticaux n’est pas
inévitable. De facon distincte du modele standard de la consolidation systémique, ce modele
alternatif propose que le cortex permettrait un apprentissage aussi rapide que le permettent les
réseaux neuronaux hippocampiques mais que les nouvelles connexions corticales seraient
transitoires et rapidement perdues, alors que les nouvelles informations traitées par I"'HPC
serait intégrées a des réseaux neuronaux préexistants ou « schémas » (Morris, 2006). En
I’absence de ces schémas, la consolidation prendrait du temps et correspondrait en partie aux

processus décrits dans la théorie standard de la consolidation systémique.

Ce modele explicatif de la consolidation systémique est lié au concept d’indexage
hippocampique. En accord avec la théorie standard de la consolidation, les neurones
hippocampiques permettraient 1’intégration, sous la forme d’un indexage anatomique,
d’informations transmises par des modules corticaux au sein desquels sont représentées les
différentes caractéristiques d’une expérience. Ainsi, un profil d’activité neuronal reflétant les
détails sensoriels d'une expérience, peut générer un profil d’association unique au sein du

cortex (Teyler et DiScenna, 1987). L’activation d’une partie de ce profil d’activité corticale
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(par exemple I’odeur d’une nourriture) résulte en 1’activation de son indexage hippocampique.
En retour, cette activation hippocampique permet de retrouver les associations corticales faites
avec le profil d’activité de ’indice (I’odeur) et ainsi de réactiver I’ensemble des associations
corticales en lien avec I’expérience initiale. Ces associations indirectes permettraient ainsi de
rappeler des informations mnésiques au sein de réseau corticaux dont les connexions sont

initialement trop faibles pour étre rappelées indépendamment de I’'HPC.

Néanmoins, la théorie des schémas se distingue de la théorie standard de la consolidation
systémique par la possibilité d’un apprentissage et d’une consolidation rapide de nouvelles
informations au sein du cortex. Ceci serait rendu possible par 1’assimilation des informations
a celles déja consolidées sous la forme de profils d’activités corticales aussi appelés ‘schéma’.
Selon la théorie des schémas, la trace correspondant a 1’indexage hippocampique guide le
processus par lequel les nouvelles informations font 1’objet d’une consolidation, mais I’'HPC
ne le ferait pas en générant de nouvelles connexions entre les modules corticaux pour toutes
les caractéristiques de la nouvelle expérience. Au contraire, les nouvelles informations
seraient, sous certaines conditions, rapidement intégrées a I’activation d’un schéma pertinent
par rapport aux nouveaux items encodés. Selon ce modele, la construction d’un schéma serait
un processus lent, aussi lent que dans la théorie standard de la consolidation systémique
(plusieurs semaines, voire plusieurs mois ou années), mais une fois établies, les nouvelles
informations, pouvant étre rapportées a ce schéma, sont consolidées et stockées rapidement au

niveau cortical (Morris, 2006).

Pour tester cette hypothese, Tse et ses collaborateurs (2007) ont entrainé des rats a apprendre
simultanément plusieurs associations entre une odeur et une localisation, en utilisant
différentes odeurs (indices odorants) et différents puits contenant de la nourriture. Les puits
étaient localisés au sein d’un environnement familier appelé ‘event arena’. Pour le rat, la
tache consistait a apprendre quelle odeur était associée a une localisation spécifique de telle
sorte que lorsque I’indice odorant était présenté dans la boite de départ (start box) adjacente a
I’event arena, I’animal était récompensé en allant a I’emplacement correct et en recevant plus
de nourriture correspond a I’odeur que s’il rejoignait les mauvais emplacements. Par exemple,
les rats devaient apprendre que 1’odeur de banane était associée au puits A et 1’odeur de bacon
associé au puits B. Lors du test de rétention, le rat n’obtenait aucune récompense et les temps
passés a creuser au niveau de chacun des puits étaient enregistrés. L’apprentissage de cette
tache est progressif et nécessite de nombreuses sessions (18 sessions a raison de 1 essai pour

chaque association par sessions et 1 session par jour, tous les deux jours) pour que I’animal ait
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des performances optimales. A la suite de cet apprentissage et apres avoir été testés, les
animaux devaient apprendre deux nouvelles associations « odeur-localisation ». Lors de ce
nouvel apprentissage, une seule session €tait nécessaire pour que les animaux développent une
préférence de place associée a chacune des deux nouvelles odeurs. Les auteurs ont conclu que
I’acquisition rapide de ces nouvelles associations en une seule session (un seul essai pour
chaque association) et leur rétention au délai de 24 heures, est un argument en faveur de
I’apprentissage d’un schéma (qui prend plusieurs semaines pour €tre appris) qui facilite
I’apprentissage, la consolidation et le rappel de nouvelles associations. En effet, des animaux
n’ayant pas acquis progressivement ce schéma ont des performances qui déclinent au bout de
90 min (Day et coll., 2003). Les auteurs ont également étudié les effets d’une Iésion
hippocampique sur 1’acquisition et le rappel dans cette tiche. Une 1ésion de I’'HPC effectuée
avant 1’acquisition entraine une incapacité des animaux a apprendre la tache. En revanche,
une lésion effectué 48 heures apres ’apprentissage des deux nouvelles associations n’affecte
pas le rappel du schéma (6 associations « odeur-localisation ») ni le rappel des deux nouvelles
associations. Ces résultats impliquent que la trace mnésique des associations « odeur-
localisation » est localisée dans des structures extra-hippocampiques (probablement
corticales) et que la consolidation des nouvelles associations, dont 1’acquisition implique
I’HPC, peut prendre moins de 48 h. D’autres données ont confirmé ces résultats et ont montré
que cette consolidation rapide a partir de schémas préexistants était dépendante de la
transmission dopaminergique au sein de ’'HPC (Bethus et coll., 2010), d’une activation du
gene précoce Arc au sein du cortex prélimbique, une sous-région du mPFC (Tse et coll., 2011)
et que la formation d’un schéma impliquait les récepteurs NMDA et AMPA du cortex
cingulaire antérieur, une autre sous-région du mPFC (Wang et coll., 2012). Les interactions
entre ’HPC et le mPFC apparaissent cruciales dans le processus de consolidation progressif
d’un schéma et dans I’apprentissage et la consolidation rapide de nouvelles informations

pouvant étre associées a un schéma préexistant.

3. Le cortex préfrontal et le rappel de souvenirs anciens

3.1. Importance des connexions hippocampo-corticales

Quel que soit le modele explicatif de la consolidation au niveau des systémes, I'un des points
essentiels de ce processus mnésique est la nécessité d'un mécanisme de réactivation des
connexions hippocampo-corticales pour que la trace mnésique devienne stable dans le temps.

La réactivation des traces mnésiques hippocampiques entrainerait la réinstallation de I'activité
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corticale liée a I'expérience ce qui va permettre aux informations encodées d’étre stabilisées et
de donner lieu a une trace mnésique corticale. Cette réactivation peut se faire pendant une
tache mnésique, on-line (Carr et coll., 2011) ou pendant le sommeil, off-line (Born et
Whilhelm, 2012). Il a également été montré que l'induction d'une potentialisation a long terme
(un mécanisme permettant le renforcement durable de la connexion entre deux synapses qui
sont activées simultanément) au niveau du gyrus denté chez le rat éveillé et libre de ses
mouvements conduit a une augmentation significative de 1'expression de Zif268 pendant le
sommeil, dans différentes régions corticales incluant le cortex entorhinal, auditif, somato-
sensoriel et le mPFC (Ribeiro et coll., 2002). Zif268 est un facteur de transcription qui est
impliqué dans la régulation de la plasticité synaptique et la stabilisation de la mémoire (Lee et
coll., 2004 ; Jones et coll., 2001). L'inactivation de 'HPC par une instillation intra-cérébrale
de tétracaine avant le sommeil bloque cette augmentation de Zif268 au niveau cortical. Ces
observations indiquent que I'expression de genes au niveau cortical et les conséquences a long
terme que cela induit peuvent étre sous le controle de I'HPC. De plus, une plasticité corticale
normale est indispensable pour former un souvenir ancien dans les réseaux cortico-corticaux.
Ainsi, il a été observé que des souris mutantes alpha-CaMKII™", présentant une altération de
la potentialisation a long terme dans le cortex et non dans I'HPC, ont une incapacité a former

des souvenirs anciens (Frankland et coll., 2001).

L'une des facons d'étudier la consolidation systémique consiste a altérer le fonctionnement des
structures qui sous-tendent le rappel d'un souvenir ancien tout en préservant les capacités de
rappel d'un souvenir récent. Ainsi, de nombreuses expériences ont mis en évidence que les
interventions (inactivation réversible ou lésion permanente) au niveau cortical affectent
principalement le rappel d'un souvenir ancien et non celui d'un souvenir récent (Maviel et
coll., 2004 ; Takehara et coll., 2003 ; Zola-Morgan et Squire, 1990). Tres récemment,
Lesburgueres et ses collaborateurs (2011) ont mis en évidence I’implication du cortex orbito-
frontal (OFC) dans le rappel a long terme (30 jours) d’une transmission sociale d’une
préférence alimentaire, test dont 1’acquisition et le rappel récent (1 jour) dépendent de I’'HPC.
De plus, ces auteurs, par la mise en ceuvre d’une inactivation temporaire des récepteurs
AMPA, soit de ’'HPC, soit de I’OFC, effectuée dans une période de deux semaines qui suit
immédiatement I’acquisition de la préférence alimentaire, ont montré 1’importance de ces
deux structures et de leurs interactions dans la persistance d’un souvenir. Enfin, ces auteurs
ont également montré que les mécanismes épigénétiques qui ont lieu au sein du OFC lors de

I’acquisition de la tdche sont un élément crucial dans la consolidation a long terme de la
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préférence alimentaire (Lesburgueres et coll., 2011). Parmi les régions étudiées, I’OFC semble
donc étre une région impliquée dans le maintien a long terme d’un souvenir. Les différentes
sous-régions du cortex préfrontal médian chez le rat apparaissent également comme cruciales
dans le processus de consolidation. Ainsi, des études d’imagerie cérébrale et d’inactivation
ont montré I’'implication du cortex cingulaire antérieur dans le rappel d’un souvenir ancien et
ceci dans différentes tiches mnésiques (Frankland et coll., 2004 ; Lopez et coll., 2012 ;
Maviel et coll., 2004 ; Teixeira et coll., 2006). S’il semble il y avoir un consensus dans la
littérature concernant 1’implication du cortex cingulaire antérieur dans la persistance d’un
souvenir, les données concernant I’implication des cortex pré-limbique et infra-limbique sont
divergentes selon les études (Frankland et coll., 2004 ; Takehara-Nishiuchi et coll., 2006). Ces
différences pourraient étre dues au type de tache utilisée (piscine de Morris vs.
conditionnement de peur) ou a I’espece étudiée (souris vs. rats). L hypothese du role du mPFC
dans I’intégration des caractéristiques d’un souvenir a été mis en avant par Frankland et

Bontempi en 2005.

3.2 Le cortex préfrontal médian : role dans l'intégration des caractéristiques d'un
souvenir devenu ancien
Le cortex préfrontal médian (mPFC) du Rat est composé de quatre sous-régions, deux sous-

régions dorsales : le cortex agranulaire médian et le cortex cingulaire antérieur ; et deux sous-
régions ventrales : le cortex prélimbique (PL) et le cortex infralimbique (IL). Ces régions sont
connectées de facon réciproque aux cortex sensoriels, moteurs et a certaines structures du
systeme limbique (Uylings et coll., 2003). De facon générale, le mPFC joue un r6le dans
l'attention, le contrdle viscéro-moteur, la planification et l'organisation d'une action a
accomplir pour atteindre un but précis, ainsi que dans la mémoire spatiale de travail (Floresco
et coll., 1997 ; Fuster, 2001 ; Vertes, 2006). Le mPFC est une structure fortement impliquée
dans les processus liés a la flexibilité comportementale et aux changements de stratégies
(Floresco et coll., 2008 ; Ragozzino et coll., 2003). Ainsi, lorsqu’un rat doit par exemple
passer d’une stratégie basée sur I’utilisation d’indice de type égocentrique (tourner a droite ou
a gauche) a une stratégie basée sur 1’utilisation d’un indice visuel pour obtenir un renforgateur
alimentaire dans un labyrinthe en croix, I’inactivation du mPFC a pour conséquence une
augmentation du nombre d’essais nécessaires pour apprendre la nouvelle stratégie (Block et
coll., 2007). L’implication du mPFC dans la capacité des rats a changer de stratégie a été mise
en évidence dans différents tests comportementaux (Dias et Aggleton, 2000 ; Oualian et
Gisquet-Verrier, 2010 ; Ragozzino et coll., 1999) et en relation avec ses connexions avec le

noyau médiodorsal du thalamus et le noyau accumbens (Block et coll., 2007).
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Figure 12. Schéma représentant les subdivisions du mPFC selon trois niveaux d’antério-postériorité (Schéma de
coupe coronale adapté de Paxinos et Watson, 1998).

Par ses connexions anatomiques, le mPFC est idéalement positionné pour intégrer et
synthétiser des informations provenant d'un grand nombre de régions cérébrales (Heidbreder
et Groenewegen, 2003 ; Hoover et Vertes, 2007 ; Miller, 1996). Cette capacité d'intégration du
cortex préfrontal lors du rappel d'un souvenir ancien pourrait étre le reflet du role fonctionnel
joué par I'HPC lors du rappel d'un souvenir récent. En effet, initialement, I'HPC intégrerait des
informations provenant de différents modules corticaux, codant les caractéristiques d'un
événement, pour générer rapidement une trace mnésique cohérente (Eichenbaum, 2004 ;
Morris, 2006). En accord avec cette hypothese, le rappel d'une mémoire récente (dont le
rappel a lieu 1 a 10 jours apres la fin de 1’acquisition) est associé avec une activation de 'HPC
et l'inactivation réversible ou une 1ésion permanente de I'HPC perturbe préférentiellement le
rappel de souvenirs récemment appris. Lorsque les souvenirs deviennent plus anciens, ce role
d'intégration serait transféré au mPFC via le renforcement des connexions cortico-corticales.
De par la capacit¢é du mPFC a intégrer des informations provenant de différentes régions
corticales, ce processus de renforcement permettrait aux réseaux corticaux de fonctionner
indépendamment de I'HPC. Ainsi, des inactivations ou des lésions du cortex prélimbique ou
du cortex cingulaire antérieur, tout en laissant intacte la formation hippocampique, empéchent
le rappel de souvenirs anciens (Frankland et coll., 2004 ; Lopez et coll., 2012 ; Maviel et coll.,

2004 ; Takehara et coll., 2003).

Le cortex préfrontal pourrait avoir un autre role lors du rappel d'un souvenir ancien. Les
études d'imagerie chez 1'animal montrent que I'activité de 'HPC est inhibée lors du rappel d'un
souvenir spatial ou contextuel devenu ancien. D'un point de vue fonctionnel, cette hypothese

pourrait avoir du sens dans la mesure ou ce mécanisme préviendrait le ré-encodage par 'HPC
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de souvenirs préexistants. Cela indique également que le mPFC n'aurait pas qu'un rdle passif
dans le stockage des informations mais un rdle actif dans 1'inhibition de I'HPC. En effet, les
lobes frontaux exercent un contrle inhibiteur descendant (‘fop-down') sur des régions
corticales associatives, en particulier des régions temporales, afin d'organiser 1'information a
rappeler et les stratégies nécessaires au rappel volontaire (Tomita et coll., 1999 ; Fukushima et
coll., 2004). Selon cette hypotheése, qui reste a étre démontrée dans le cadre de la
consolidation systémique, l'inhibition de I'HPC par le mPFC serait dépendante de
I'information qui est encodée et du degré de similarité entre les souvenirs stockés et les
nouvelles informations. Ainsi, lorsque la nouvelle expérience encodée ne correspond pas a des
informations déja consolidées, ’HPC ne serait pas inhibé. En revanche, si les informations
rencontrées ont déja fait 1’objet d’une consolidation, I’'HPC serait inhibé par le mPFC
(Franckland et Bontempi, 2005). Cette hypothese est compatible avec 1'existence de cellules
comparatives dans le mPFC dont la fonction est d'évaluer l'apparition de situations
concordantes et discordantes (‘match’ vs. 'mismatch’) (Moody et coll., 1998) mais nécessite

d’étre testée dans le cadre du rappel a long terme d’un souvenir.

3.3. La théorie de Rudy

En 2005, en marge des théories prédominantes de la consolidation systémique, Rudy et ses
collaborateurs ont proposé que le mPFC ne serait pas le site de stockage des souvenirs
anciens, mais serait activé en réponse a une difficulté d'acces a une trace mnésique n'ayant pas
un degré suffisant de précision ou ayant été en partie dégradée. Pour ces auteurs, I'implication
du mPFC serait une conséquence de 1'oubli spontané. Ainsi, les mémoires anciennes, devenant
plus 'faibles', seraient plus difficiles a rappeler. Dans ce contexte, le mPFC pourrait alors
apporter le signal permettant de 'booster' 1'activité des régions telles que 1'HPC, dans
lesquelles la trace mnésique est contenue (Rudy et coll., 2005). Cette implication du mPFC ne
serait donc pas dépendante du délai de rappel mais plutdt de la force du souvenir au moment

ou le rappel a lieu.
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Figure 13. Prédictions de la théorie de Rudy. Un souvenir fort activera I’hippocampe (HIP) alors qu’un souvenir
faible ou dégradé sollicitera le cortex préfrontal (PFC) indépendamment de I’dge du souvenir (Rudy et coll.,
2005).

Cette hypothese a été testée récemment au sein du laboratoire (Lopez et coll., 2012). Pour
cela, des rats ont été entrainés dans un protocole de mémoire de référence en piscine de
Morris et testés aux délais de 5 (mémoire récente) et 25 jours (mémoire ancienne). Les rats
étaient entrainés soit dans une salle au sein de laquelle la saillance des indices visuels permet
d’obtenir des performances de rappel qui ne se dégradent pas au cours du temps, soit dans une
salle dans laquelle les performances des rats sont moins bonnes au fur et a mesure que le délai
de rappel s’éloigne de la derniere session d’acquisition (pour plus de détails concernant les
caractéristiques de ces salles, voir Lopez et coll., 2008). A I’issue des tests de rappel, les
animaux étaient euthanasiés en vue d’effectuer un marquage de la protéine c-Fos, un
indicateur de 1’activité neuronale, dans ’HPC (CA1, CA3 et le gyrus denté) et le mPFC
(cortex cingulaire antérieur (ACC), cortex PL et IL). Les résultats ont montré une
augmentation générale de 1’expression de la protéine c-Fos dans I’'HPC et le mPFC, quel que
soit le délai, chez les animaux testés dans la salle sans dégradation des performances de rappel
en comparaison a la salle avec dégradation des performances. De plus, I’activité au niveau de
CALl et de ’ACC était significativement plus importante au délai de 25 jours par rapport au
délai de 5 jours dans le contexte sans dégradation des performances. Ces résultats indiquent
donc, que I’engagement de I’HPC et du mPFC dépend a la fois du délai de rappel et de la
qualité de rappel, ces deux régions étant impliqué lorsque de bonnes performances de rappel
sont observées a long terme. Selon la théorie de Rudy et ses collaborateurs, le mPFC aurait da
étre significativement plus activé lors du rappel a 25 jours dans le contexte avec dégradation
des performances, ce qui n’a pas été le cas dans cette expérience. Ainsi, I’ensemble de ces
données ne semble pas confirmer I’hypothese de I’implication du mPFC lors du rappel d’un

souvenir ‘faible’ (Lopez et coll., 2012).
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Chapitre 4 : Les noyaux ventraux de la ligne
médiane du thalamus : un relai entre le cortex
préfrontal médian et ’hippocampe

L’hippocampe (HPC) et le cortex préfrontal médian (mPFC) sont des régions cérébrales
fortement impliquées dans les processus mnésiques. Nous avons vu dans le chapitre précédent
que les connexions entre I’HPC et le mPFC sont essentielles au processus de consolidation
des souvenirs ainsi qu’a leur restitution lorsque ces souvenirs sont anciens. La maniere dont
ces deux structures interagissent dans le cadre des processus mnésiques n’est pas encore
précisément définie. Des études menées chez le rongeur et le primate non-humain ont permis
de mettre en évidence des projections denses provenant de I’HPC vers le mPFC (Carr et
Sesack, 1996 ; Cavada et coll., 1983 ; Ferino et coll., 1987 ; Goldman-Rakic et coll., 1984 ;
Irle et Markowitsch, 1982 ; Jay et coll., 1989 ; Jay et Witter, 1991 ; Swanson, 1981). Chez le
rat, les efférences provenant de 'HPC vers le mPFC prennent leur origine principalement
dans la partie ventrale de la formation hippocampique au niveau de CA1 et du subiculum, et
se terminent au niveau de 1’aire médiale orbitale et des cortex PL et IL (Hoover et Vertes,
2007 ; Jay et coll., 1989 ; Jay et Witter, 1991). Il n’y a pas de projections a partir de CA2/CA3
ou du gyrus denté vers le mPFC (Jay et Witter, 1991). De plus, ’HPC forme des synapses
asymétriques avec les cellules pyramidales de mPFC (Carr et Sesack, 1996) et exerce une
action excitatrice sur celles-ci (Ferino et coll., 1987 ; Jay et coll., 1995 ; Laroche et coll.,
1990, 2000). Alors que les projections de I’'HPC vers le mPFC sont trés bien documentées, il
n’existe pas de preuve dans la littérature d’une connexion directe en retour du mPFC vers
I’HPC (Beckstead, 1979 ; Buchanan et coll., 1994 ; Goldman-Rakic et coll., 1984 ; Room et
coll., 1985 ; Sesack et coll., 1989 ; Takagishi et Chiba, 1991). S’il n’existe pas de connexion
directe en retour du mPFC vers I’'HPC, alors les noyaux ventraux de la ligne médiane du
thalamus, comprenant le noyau reuniens (Re) et le noyau rhomboide (Rh), apparaissent
comme étant un relais possible pouvant jouer un rdle fondamental dans la transmission
d’informations entre le mPFC et I’'HPC et ainsi intervenir dans les processus nécessitant ce

type d’interaction.
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1. Organisation neuroanatomique des noyaux Re et Rh

1.1. Localisation des noyaux

Les noyaux Re et Rh font partie d’un ensemble de noyaux localisés dans la partie médiane du
thalamus, nommés les noyaux de la ligne médiane du thalamus. Cet ensemble de noyaux
s’étend de la partie dorsale a la partie ventrale du thalamus (Paxinos et Watson, 1998). Au
niveau rostral et en suivant 1’axe dorso-ventral, ces noyaux sont le noyau paraventriculaire, le
noyau paraténial, et le Re, ce dernier noyau étant localisé juste au dessus du troisieme
ventricule (Groenewegen et Witter, 2004 ; Jones, 2007). Antérieurement, le Re est divisé en
une partie gauche et une partie droite par le troisieme ventricule ; au niveau médian et
postérieur du Re, ces deux parties se rejoignent pour ne former qu’un seul groupe de cellules
situé juste au dessus du troisieme ventricule (Figure 14). Au niveau postérieur, le Re est
bordé de chaque coté par le périreuniens. A un niveau plus postérieur, juste en dessous de la
limite antérieure de I"HPC, apparait le Rh. Dans sa partie rostrale, le Rh est composé de deux
structures en forme d’ailes qui se rejoignent caudalement pour ne former qu’une seule région

(Van der Werf et coll., 2002).
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Figure 14 : Localisation des noyaux reuniens (Re) et rhomboide (Rh) selon trois plans de 1’axe antéro-postérieur
de I’encéphale de Rat. Les schémas sont extraits de Paxinos et Watson (1998). 3V, ventricule, AM, noyau
antéromédian du thalamus, AMV, noyau ventral antéromédian du thalamus, CM, noyau centro-médian du
thalamus, f, fornix, IAM, noyau inter-antéromédian du thalamus, mt, tractus mammillothalamic, PaPA, noyau
paraventriculaire de 1’hypothalamus, PC, noyau para-central du thalamus, pRe, périréuniens, PVA, noyau
paraventriculaire antérieur du thalamus, Rt, noyau réticulaire, Sub, noyau submédius, VL, noyau ventro-latéral
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du thalamus, VM, noyau ventro-médian du thalamus, ZI, zona incerta.
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1.2. Afférences

Dans cette section ainsi que dans la suivante, seules les principales connexions afférentes et
efférentes des noyaux Re et Rh, avec un intérét particulier pour I’'HPC et le mPFC, seront
décrites. Pour des descriptions plus détaillées, le lecteur pourra se référer au chapitre de
Gronewegen et Witter paru dans Paxinos (2004), aux études réalisées par Vertes et ses
collaborateurs (Hoover et Vertes, 2012 ; Vertes, 2002, 2010 ; Vertes et coll., 2006) et a la
revue de Van der Werf et coll. (2002).

Le noyau reuniens

Les afférences du Re proviennent de nombreuses régions corticales et sous-corticales (Figure
15). Au niveau cortical, les neurones localisés dans les cortex agranulaire, cingulaire antérieur,
IL et PL constituent la plus dense innervation vers le Re (Hurley et coll., 1991 ; McKenna et
Vertes, 2004 ; Vertes, 2002 ; Witter et coll., 1990). D’autres fibres afférentes d’origine
corticale viennent des cortex orbital médian, insulaire, ectorhinal, périrhinal et rétrosplénial.
Le Re recoit également des afférences du subiculum dorsal et ventral (Witter et coll., 1990 ;
Wouterlood et coll., 1990), des noyaux médians et antérieurs de 1’amygdale (Herkenham,
1978), de la branche horizontale de la bande diagonale de Broca, de la strie terminale et des
cornes d’Ammon de I’HPC dorsal et ventral (McKenna et Vertes, 2004). Le Re recoit
également des projections d’autres noyaux diencéphaliques incluant le noyau réticulaire du
thalamus, le noyau géniculé latéral, la zona incerta, les aires pré-optiques médianes et
latérales, I’hypothalamus médian et latéral et des noyaux pré- et supra-mamillaire. En
provenance du tronc cérébral, le Re recoit une innervation de 1’aire tegmentale ventrale, de la
formation réticulée, du noyau tegmental dorso-latéral, des colliculi supérieurs, de la substance
grise péri-aqueducale, du raphé, du locus coeruleus et du noyau parabrachial (Krout et coll.,
2002 ; Vertes et coll., 2010). En résumé, le Re est un point de convergence de fibres prenant
leur origine dans de nombreuses structures télencéphaliques, diencéphaliques et du tronc

cérébral.
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Figure 15 : Principales afférences du noyau reuniens (Re)

Le noyau rhomboide

Les données concernant les afférences principales vers le Rh ne sont pas décrites dans la
littérature avec autant de détails que celles du Re (Groenewegen et Witter, 2004). Comme
pour le Re, la plupart des structures cérébrales qui envoient des projections afférentes au Rh
se situent dans le tronc cérébral, dont I’innervation majeure est sérotoninergique en
provenance du noyau du raphé (Vertes et coll., 2010). D’autres afférences proviennent de la
formation réticulée, du noyau tegmental dorso-latéral, de la substance noire, des noyaux
supramamillaires et du locus coeruleus (Rassnick et coll., 1998). Les noyaux parabrachiaux
ventro-latéraux et médians projettent également vers le Rh (Krout et Loewy, 2000). Enfin, le
Rh recoit des fibres afférentes des cortex IL, PL, cingulaire antérieur, agranulaire médian et

du cortex somatosensoriel primaire (Vertes et coll., 2004).
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Figure 16 : Principales afférences du noyau rhomboide (Rh). Les connexions spécifiques du Rh par rapport au
noyau Re sont en vert.

1.3. Efférences

Le noyau reuniens

Par I’utilisation du traceur antérograde Phaseolus vulgaris leucoagglutini (PHA-L), Vertes et
ses collaborateurs (2004) ont étudié les projections efférentes du Re et du Rh, apportant ainsi
de nouvelles informations a celles déja disponibles dans la littérature (Baisen et Hoover,
1979 ; Berendse et Groenewegen, 1990, 1991 ; Groenewegen et Berendse, 2004 ; Ohtake et
Yamada, 1989). En injectant le traceur au centre du Re, une forte concentration de fibres
marquées avec PHA-L est observée dans la partie antérieure du télencéphale, avec le plus fort
marquage dans les cortex piriforme antérieur, orbital médian, PL, orbital ventral, orbital
ventro-latéral et le claustrum. Plus caudalement, le marquage est treés dense dans le mPFC,
plus particulierement au niveau des cortex PL et IL. Dans I’'HPC dorsal, le marquage est
restreint a la couche lacunosum-moleculare de la région CAl. Il n’y a aucun marquage au
niveau de CA2, CA3 et du gyrus denté. Au niveau de ’HPC ventral, le marquage est tres
dense au niveau de la couche lacunosum-moleculare de la région CAl. Il y a également
beaucoup de fibres marquées au niveau du subiculum, du pré- et parasubiculum au niveau de

leur couche moléculaire, ainsi que dans les cortex ectorhinal, périrhinal et de la partie latérale
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du cortex entorhinal. Dans une étude plus récente, Hoover et Vertes (2012) ont utilisé deux
traceurs rétrogrades, le Fluorogold et le Fluororuby, qu’ils ont injecté respectivement dans les
sous-régions du mPFC et de ’'HPC. Les résultats de cette étude ont montré que le plus grand
nombre de neurones marqués se situe au niveau de la partie médiane du Re, partie du noyau la
plus étendue selon les axes médio-latéral et dorso-ventral. D’autre part, sur la quasi-totalité de
I’axe antéro-postérieur du Re, il y a plus de neurones marqués avec le Fluororuby, environ
60%, alors que les neurones marqués avec le Fluorogold représentent environ 40% du nombre
total de neurones. La seule exception concerne la partie la plus caudale du Re dans laquelle
les proportions sont inversées. Ces données suggerent qu’'une plus grande proportion de
neurones de la partie rostrale du Re projette vers I’"HPC alors qu'une plus grande proportion
de neurone de la partie caudale du Re projette vers le mPFC. Concernant les projections vers
I’HPC, le nombre de neurones marqués est beaucoup plus important (10x supérieur) lorsque
I’injection est réalisée au niveau de ’HPC ventral en comparaison avec des injections
effectuées au niveau de I’HPC dorsal, suggérant une plus forte connexion du Re avec I’'HPC
ventral par rapport a I’HPC dorsal (Hoover et Vertes, 2012 ; Vertes et coll., 2007). Enfin, 3 a
6% des neurones du Re sont co-marqués par les deux traceurs rétrogrades injectés dans le
mPFC et ’HPC apportant ainsi un argument anatomique important concernant le role du Re

dans les interactions hippocampo-corticales.
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Figure 17 : Principales efférences du noyau reuniens (Re).
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Le noyau rhomboide

En injectant le marqueur antérograde PHA-L dans le Rh, Vertes et ses collaborateurs (2006)
ont observé une distribution importante des terminaisons des fibres marquées dans la région
médiane et ventro-latérale du cortex frontal mais également au niveau du striatum,
essentiellement au niveau des régions rostro-ventrale et ventro-médiale caudale. Dans le
mPFC, le plus fort marquage est observé dans les couches profondes des cortex prelimbic,
orbito-médian, et cingulaire antérieur. Au niveau du septum, le marquage le plus intense est
restreint a la partie latérale de la commissure antérieure correspondant au noyau accumbens.
Les régions dorso-médiane et ventro-latérale du cortex sont également marquées, de méme
que la portion rostrale du septum latéral. Au niveau de I’HPC dorsal, une bande étroite au
niveau de la couche lacunosum-moleculare de CA1 est observable. A un niveau plus
postérieur, cette bande est toujours présente au niveau de la moitié dorsale de I’'HPC et ne
s’étends pas au niveau de ’HPC ventral comme c’est le cas lors d’injections effectuées dans
le Re. Enfin, des marquages au niveau des cortex rétrosplénial, occipital, entorhinal et

périrhinal sont également présents.
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Figure 18 : Principales efférences du noyau rhomboide (Rh). Les connexions spécifiques du Rh par rapport au
noyau Re sont en vert.

En résumé, les neurones des noyaux Re et Rh sont idéalement positionnés pour intégrer des
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informations provenant de régions corticales relativement diffuses. Ces neurones sont
également influencés par les projections provenant de noyaux du tronc cérébral, impliqués
dans la modulation des états de vigilance. De par leurs connexions a la fois avec des noyaux
du tronc cérébral et des régions corticales impliquées dans le traitement d’informations
sensorielles variées, Van der Werf et ses collaborateurs (2002) ont proposé une implication
des noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus dans la perception consciente poly-
sensorielle. Par leurs connexions avec le mPFC et ’'HPC, les noyaux Re et Rh pourraient
également étre impliqués dans les processus mnésiques nécessitant la rétention de

représentations mentales complexes.

2. Modulation de I’activité du mPFC et de ’HPC par les neurones de la
partie ventrale de la ligne médiane du thalamus

Au vu des connexions particulieres qu’entretiennent le Re et le Rh avec le mPFC et I’'HPC, il
est tres probable que I’activité des neurones présents dans ces deux noyaux thalamiques
influence celle des neurones du mPFC et de 'HPC, et inversement. De maniere surprenante, il
n’existe que tres peu d’études ayant étudié€ 1’influence d’une stimulation du Re et du Rh sur
I’activité des cellules du mPFC et de ’'HPC et aucune n’a étudié a ce jour I’influence d’une

stimulation des neurones du mPFC et de I’HPC sur ’activité des neurones du Re et du Rh.

2.1. Modulation de ’activité du mPFC

La premiere démonstration expérimentale en faveur d’une influence des noyaux de la ligne
médiane du thalamus sur I’activité du cortex préfrontal a été réalisée en 1942 par Dempsey et
Morrison. Ces auteurs ont étudié les effets d’une stimulation du thalamus sur I’activité des
neurones des cortex non primaires. Les données obtenues montrent alors qu’une stimulation
répétée de la ligne médiane du thalamus entraine des modifications de I’activité des neurones
des cortex non primaires. Plus récemment, Viana di Prisco et Vertes (2006) ont implanté des
électrodes d’enregistrement dans le mPFC de rat afin d’observer des potentiels de champs
dans les cortex agranulaire médian, cingulaire antérieur, PL et IL. Ces auteurs ont observé que
la stimulation des noyaux paraventriculaire et Re induisait des potentiels de champs de large
amplitude dans le cortex PL. Les auteurs se sont ensuite intéressé plus particulicrement aux
effets d’une stimulation du Re et du Rh, qui, en comparaison a 1’état de repos, ont induit une
faible déviation positive du signal (P1 ; +0.1 mV), suivie par une déviation négative (N2 ; -

0.85 mV) et enfin une déviation positive plus importante que la premiere (P2 ; +0.68 mV). La
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durée de ces modifications du signal était respectivement de 5, 25 et 70 ms. Quel qu'était
I’emplacement des électrodes d’enregistrement dans le mPFC, les latences des potentiels
évoqués correspondaient a une transmission monosynaptique excitatrice, corrélant ainsi les
données anatomiques concernant la connexion directe du Re et du Rh vers le mPFC. Ces
auteurs ont également étudié les effets de deux stimulations appariées (paired-pulse
stimulation) et ont observé un phénomene de facilitation induit par la premiere stimulation sur
la seconde (paired-pulse stimulation). En effet, ’augmentation d’amplitude de la seconde
stimulation était plus importante dans les cortex IL (+83%) et PL (+75%) que dans le cortex
cingulaire antérieur (+22%). Les changements observés dans les cortex PL et IL étaient
équivalents a ceux enregistrés dans I’HPC dorsal apres le méme type de stimulation (+62%).
Dans une étude plus récente, Eleore et ses collaborateurs (2011) ont également observé que
deux stimulations appariées du Re, chez la souris, induisaient une facilitation de la seconde
réponse dans le mPFC, démontrant ainsi clairement que 1’activation des neurones de Re est

capable de produire un phénomene de plasticité a court terme dans le mPFC.

2.2. Modulation de I’activité de I’hippocampe

En 1985, Van der Wolf et ses collaborateurs ont effectué des lésions électrolytiques des
noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus pour en évaluer I’impact sur le rythme théta
hippocampique mais n’ont trouvé aucun effet. Hirayasu et Wada (1992a, b) ont observé
qu'une activation importante des noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus par
injection d’un agoniste des récepteurs glutamatergiques, le N-methyl-D-aspartate (NMDA),
induisait des convulsions généralisées associées a un enregistrement électro-
encéphalographique caractéristiques des crises épileptiques de type limbique. Cette injection a
également facilité I’embrasement ultérieur de I’HPC. Bien que démontrées de facon indirecte,
les données obtenues dans les études réalisées par Hirayasu et Wada ont montré que le Re
pouvait exercer une influence sur I’activité et le fonctionnement de I"'HPC (voir aussi Miller et
Ferrendelli, 1990 ; Miller et coll., 1989 ; Patel et coll.,, 1988). En 2001, Bertram et ses
collaborateurs rapportent qu’un blocage sélectif de 1’activité des neurones de la ligne médiane
du thalamus inhibe 1I’embrasement de 1’activité observée dans ’'HPC (CA3), dans un modele
de crises d’épilepsie d’origine limbique. Sur des rats anesthésiés par inhalation d’uréthane,
Dolleman-Van der Weel et ses collaborateurs (1997) ont stimulé le Re et enregistré des
potentiels de champs ainsi que 1’activité unitaire de neurones a différentes profondeurs dans
la région CA1 de I’'HPC dorsal. En fonction de la profondeur du tissu, les auteurs de cette

étude ont observé des variations positives du signal, entre la couche radiatum et alveus de
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CAl, et des variations négatives dans la couche lacunosum-moleculare de CA1l. En accord
avec les données anatomiques, aucune de ces modifications n’a été observée au niveau du
gyrus denté. Concernant les variations négatives du signal, les auteurs ont observé des
latences de réponse correspondant a des connexions mono ou di-synaptiques. Les latences
monosynaptiques ont été enregistrées lors des stimulations de la partie rostrale du Re. Les
latences di-synaptiques ont été observées lors de la stimulation de la partie caudale du Re.
Lorsque les stimulations étaient réalis€es au centre du Re, des réponses plus complexes
étaient enregistrées, combinant des variations rapides du signal avec des latences
monosynaptiques suivies par des variations plus lentes, faisant probablement intervenir des
connexions di-synaptiques. Fondée sur ces observations, les auteurs ont émis 1’hypothese que
la partie caudale du Re possede des neurones qui projettent vers la partie rostrale du Re, dans
laquelle sont localisés des neurones qui projettent directement vers ’'HPC. Cette hypothese a
été confirmée par 1’injection d’un traceur anterograde dans le Re caudal qui a été transporté
dans la partie ventrale du Re (Dolleman-Van der Weel et coll., 1997). A partir de leurs
résultats éléctrophysiologiques et anatomiques, ces auteurs ont élaboré un modele anatomo-
fonctionnel dans lequel les neurones du Re peuvent influencer de facon mono ou di-
synaptique les cellules pyramidales de la région CA1 de I’'HPC via les synapses établies au
niveau des dendrites apicaux da la couche lacunosum-moleculare. Cette influence est
supposée excitatrice d’apres les données électrophysiologiques. D’autres projections peuvent
former des synapses avec les dendrites d’interneurones inhibiteurs ou excitateurs qui
possedent des prolongements issus de la couche radiatum vers la couche lacunosum-
moleculare. Enfin, une autre population d’interneurones, pouvant étre influencés par les
neurones du Re, ont leurs corps cellulaires dans les couches alveus et oriens de CA1l. Lorsque
ces interneurones sont activés, ils exercent une action inhibitrice sur les cellules pyramidales.
De plus, via le subiculum, les neurones pyramidaux de la région CA1 projettent en retour vers
le Re et ferment ainsi une boucle fonctionnelle dans laquelle le Re module I’activité de CAl,
et ceci en tenant compte des informations provenant de I’HPC. L’étude menée par Bertram et
Zhang (1999) contribue au modele proposé par Dolleman-Van der Weel et ses collaborateurs.
Dans cette étude, les auteurs ont étudié ’activité des cellules de CA1 suite a une stimulation
soit du Re soit de CA3 et ont montré que la stimulation du Re et de CA3 provoque des effets
comparables (effets excitateurs d’amplitudes comparables) mais des conséquences
physiologiques différentes, suite a des stimulations répétées. Premierement, lorsque deux
stimulations appariées étaient réalisées avec un délai tres court entre les deux stimulations,

cela résultait en une suppression de la seconde réponse lorsque CA3 était stimulé alors que la
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réponse était facilitée lorsque la stimulation était effectuée dans le thalamus. Deuxieémement,
la stimulation répétée (3 stimulations) des noyaux thalamiques a entrainé une augmentation
progressive de I’amplitude des potentiels post-synaptiques. En revanche, la stimulation
répétée de CA3 n'a entrainé qu’une faible augmentation d’amplitude au niveau de CA1 lors de
la deuxieme stimulation, un plateau était observé lors des stimulations suivantes. Les réponses
enregistrées dans CA1l étaient toujours significativement plus élevées apreés une stimulation
du thalamus qu’apres une stimulation de CA3. Enfin, ces auteurs ont observé que I’induction
d’une LTP au niveau des neurones pyramidaux de CAl pouvait €tre observée apres une
stimulation conditionnée des noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus. Cette
stimulation n’a pas entrainé de modification des réponses enregistrées dans CAl suite a une
stimulation de CA3, ce qui suggere que la LTP induite était bien spécifique des connexions
entre le thalamus et CAl. Plus récemment, une étude a montré que 1’activité des neurones du
Re pouvait dépendre du rythme théta hippocampique. Morales et ses collaborateurs en 2007
ont stimulé des neurones du Re et enregistré des potentiels évoqués au niveau de la région
CALl de I’'HPC chez des rats anesthésiés. Ils ont observé que lorsqu’ils induisaient une activité
de type théta par le pincement de la queue de I’animal, il y avait une réduction de la latence
des potentiels évoqués dans I’HPC en comparaison a un état du systeme sans activité théta.
Ces auteurs ont également observé une augmentation de la décharge des neurones du Re lors
de la présence du rythme théta en comparaison avec des périodes qui précedent et qui suivent
immédiatement 1’induction de ce rythme (Morales et coll., 2007). La modulation de 1’activité
des neurones du Re couplée au rythme théta a également été démontrée dans 1'étude publiée
récemment sous la forme d’un résumé en vue d’une présentation de poster lors du congres
américain des neurosciences (Ito et coll., 2012). Ce groupe norvégien a également montré que
I’activité des neurones du Re dépendait de la trajectoire des rats dans un test d’alternance dans
un labyrinthe en T et que la modulation de la fréquence de décharge des cellules de CA1 en
fonction de la trajectoire de 1’animal dans la méme tache, était diminuée apres une 1ésion du
noyau Re (Ito et coll., 2012, voir aussi Wood et coll., 2000). Ces données montrent que
I’activité des neurones de CAl est influencée par celle du noyau Re et que ces interactions
sont dépendantes du rythme théta. De facon trés intéressante, une étude récente a mis en
évidence que 1’administration de kétamine (50 mg/kg), un antagoniste des récepteurs NMDA,
par voie intra-péritonéale, induit une augmentation de la décharge des neurones dans le Re et
dans la région CA1 de ’'HPC, ainsi qu’une augmentation de la puissance des oscillations delta
dans les deux structures. Cette augmentation des oscillations delta dans I’'HPC peut également

étre observée apres une injection de kétamine directement dans le Re et peut étre bloquée par
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I’injection de muscimol dans le Re. Ces auteurs ont relié leurs observations a la
physiopathologie de la schizophrénie. En effet, certaines études montrent qu’il y a une
augmentation de la puissance du rythme delta chez les patients atteints de schizophrénie
lorsqu’ils sont éveillés (Boutros et coll., 2008 ; Clementz et coll., 1994 ; Fehr et coll., 2001)
alors que ce rythme est normalement observé lors du sommeil lent chez des sujets sains
(McCormick et Bal, 1997). A ce sujet, il est intéressant de noter que les agents anti-
psychotiques typiques ou atypiques induisent une augmentation de 1’expression de protéines,
telle que c-Fos, dans les noyaux de la ligne médiane du thalamus, Re et Rh compris (Cohen et

coll., 1998 ; Vaisanen et coll., 2004).

Les résultats obtenus par ces évaluations électrophysiologiques constituent des arguments
solides en faveur d’une modulation de I’activité du mPFC et de ’'HPC par le Re et le Rh.
Ainsi ces deux noyaux thalamiques pourraient jouer un rdle important dans certaines
fonctions cognitives, et plus particulierement dans les processus mnésiques, sous-tendus par
le mPFC, I’'HPC ou nécessitant une interaction entre ces deux structures cérébrales. Cette

hypothese a guidé la majeure partie de mon travail de these.

3. Implication des noyaux Re et Rh du thalamus dans la mémoire

3.1. Apprentissage associatif : test de I’évitement passif

Le test de I’évitement passif est utilis€é pour évaluer les fonctions mnésiques basées sur
I’association entre un stimulus aversif, tel qu’un léger choc électrique, avec un contexte
environnemental particulier. Classiquement, 1’expérience est réalisée dans un dispositif
constitué¢ de deux compartiments, 1’'un faiblement éclairé et a un second compartiment avec
un éclairage d’une plus forte intensité. Dans ce test, le rongeur a tendance a préférer le
compartiment obscur et, lorsqu’il est placé dans le compartiment éclairé, il ira tres rapidement
dans le compartiment obscur et y passera significativement plus de temps. Lors de
I’acquisition de la tache, I’animal est placé dans le compartiment le plus éclairé et lorsqu’il
entre dans le compartiment obscur, un léger choc électrique est délivré au niveau de ses
pattes. Une porte guillotine empéche I’animal de s’échapper du compartiment obscur lors de
la délivrance du choc électrique. Pour le test de rétention, I’animal est a nouveau placé dans le
compartiment le plus éclairé et la latence d’entrée dans le compartiment obscur est mesurée.
Lorsque I’association entre le choc électrique et le contexte obscur est réalisé, la latence
d’entrée dans le compartiment obscur sera beaucoup plus longue par rapport a la latence

initiale, avant que 1’association ait eu lieu. Zhang et ses collaborateurs (2011) ont montré, par
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la quantification de la protéine c-Fos, que ’'HPC, le mPFC et I’amygdale étaient impliqués
dans 1’acquisition du test d’évitement passif. Du fait des connexions entre ces trois régions
cérébrales et les noyaux Re et Rh, Davoodi et ses collaborateurs (2011) ont voulu tester
I’'implication des noyaux Re et Rh dans I’acquisition, la consolidation et le rappel de
I’association entre le choc électrique et le contexte obscur. Pour cela, ils ont effectué des
inactivations réversibles des noyaux Re et Rh par instillation de tétracaine. Ces instillations
étaient réalisées soit juste avant la phase d’acquisition de la tache, soit juste avant un test de
rétention réalisé 24 h apres la fin de I’acquisition, soit a différents délais apres la fin de
I’acquisition (5, 90 ou 360 min). Les résultats ont montré une diminution des performances de
rétention des animaux lorsque les instillations étaient faites juste avant 1’acquisition, juste
avant le test de rétention et 5 min apres la fin de 1’acquisition. Ces données sont les premieres
a suggérer une implication des noyaux Re et Rh dans ’acquisition, la consolidation et le

rappel d’un apprentissage de type associatif.

3.2. Mémoire de travail incluant la mémoire spatiale de travail

Lorsque la mémoire de travail implique le traitement d’informations spatiales ainsi qu’une
mise a jour constante de ces informations, par exemple lors d’une tiche de navigation, les
performances des animaux dépendent d’une contribution, voire d’une coopération entre le
mPFC et ’'HPC (Mair et coll., 1998 ; Porter et Mair, 1997; Vann et coll., 2000). Le test du
labyrinthe radial a 8 branches a été tres utile pour mettre en évidence I’'implication du mPFC
et de 'HPC dans la mémoire spatiale de travail. Dans le protocole classique de ce test,
I'animal, en restriction alimentaire, est libéré au centre du dispositif et peut trouver de la
nourriture a 1'extrémité de chaque bras (Figure 19). 1l I'ingere en une fois, de sorte qu'il ne lui
sert a rien de revenir dans un bras déja visité, on vérifie simplement que I'animal apprend a ne
plus faire d'erreurs de ce type : on teste ainsi sa mémoire de travail. En général, la
performance des rats dans ce type de protocole du labyrinthe radial est sensible aux
perturbations du mPFC, et plus particulierement du cortex PL (Seamans et coll., 1995), mais
également a une déconnexion entre le mPFC et ’HPC (Aujla et Beninger, 2001; Floresco et

coll., 1997, 1999; Seamans et coll., 1995, 1998).
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Figure 19 : Le labyrinthe radial a 8 branches. Photographie prise au laboratoire d’Imagerie et de Neurosciences
Cognitives de Strasbourg.

Hembrook et Mair (2011) ont réalisé des 1ésions excitotoxiques des noyaux Re et Rh avant
I’acquisition du protocole classique dans le labyrinthe a 8 branches. Dans ce test, les
performances des animaux Iésés étaient significativement moins bonnes que celles des
animaux contrdles. Ces résultats sont en accord avec 1’hypothese d’une implication des
noyaux Re et Rh dans une tiche mnésique qui nécessite une interaction entre le mPFC et
I’HPC (Hembrook et Mair, 2011). Une étude plus récente des mé€mes auteurs a apporté de
nouveaux éléments en faveur de cette hypothese (Hembrook et Mair, 2012). Dans cette
seconde étude, les auteurs ont testé les effets d’une inactivation réversible (par instillations de
muscimol a différentes concentrations) des noyaux Re et Rh, soit dans un test dépendant de
I’HPC et du mPFC soit dans un test uniquement affecté par des 1ésions de I"'HPC. Dans cette
expérience, les rats, en restriction alimentaire, étaient d’abord entrainés dans une chambre
opérante équipée de deux leviers rétractables. Lors de la premicre étape de ce test, un seul
levier était présent, puis, apres des délais de 1, 5 ou 25 secondes, les deux leviers étaient
présentés. La récompense alimentaire était délivrée lorsque le levier, différent de celui
présenté lors de la premiere étape du test, était pressé€. La réalisation de ce test est dépendante
de I'intégrité fonctionnelle du mPFC et de ’'HPC (Porter et coll., 2000). Les auteurs ont
observé une altération des performances des rats dans ce test suite a I’instillation de muscimol
quelle que soit la concentration utilisée et quel que soit le délai de rétention. Dans la seconde
expérience, les mémes rats étaient testés dans un protocole du labyrinthe radial a 8 branches
ou un délai est instauré entre chaque essai et ou les choix des branches appatées varient d’un
essai a 'autre (a delayed non-matching protocol en anglais). La réalisation de ce test est
dépendante de I’'HPC mais pas du mPFC (Mair et coll.,, 1998 ; Porter et coll., 2000),
contrairement a la version classique du labyrinthe radial décrite plus haut (Hembrook et Mair,

2011). Dans cette tache, la perturbation des performances des rats 1ésés était indépendante du
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délai de rétention mais dépendante de la dose injectée, seule la concentration la plus
importante de muscimol (2.5 nmol) a induit une diminution significative du nombre de
réponses correctes. Les auteurs ont proposé comme interprétation de leurs résultats qu’'une
inactivation circonscrite aux noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus, obtenue avec
la dose la plus faible de muscimol, produisait des perturbations du comportement uniquement
dans des taches dépendantes a la fois du mPFC et de ’'HPC. Lors du second test, dans lequel
les résultats étaient dépendants de la dose de muscimol, les effets obtenus avec la forte dose
ont été imputés a une inactivation de régions distantes des noyaux Re et Rh (Hembrook et
Mair, 2012). Ces conclusions sont en accord avec les données d’imagerie cérébrale obtenues
par Vann et ses collaborateurs (2000a). En quantifiant I’expression de la protéine c-Fos, ces
auteurs ont étudié I’implication de nombreux noyaux thalamiques dans la mémoire spatiale de
travail. Dans cette expérience, les animaux sont entrainés dans un protocole classique du
labyrinthe radial a 8 branches et testés dans le méme dispositif soit dans la méme salle
(condition 1) soit dans une nouvelle salle (condition 2) comportant de nouveaux indices
visuels. Un troisieme groupe de rats (condition 3) n 'avait acces qu’a une seule des branches et
qui était appaté autant de fois que dans les deux autres conditions expérimentales. Ainsi, les
conditions expérimentales differaient quant a la demande spatiale, c'est-a-dire en terme de
traitement des indices visuels. Les résultats ont montré une augmentation significative de la
protéine c-Fos dans le noyau Re en fonction de I’augmentation de la demande d’utilisation
des indices visuels (condition 1 < condition 2 < condition 3). Ce profil d’activation était
similaire pour le cortex PL (Vann et coll., 2000a) ainsi que pour I’HPC dorsal et ventral (Vann

et coll., 2000b).

3.3. Mémoire spatiale de référence

L’étude de I'implication des noyaux Re et Rh dans la mémoire spatiale de référence a été
réalisée par 1’évaluation des effets d’une 1ésion excitotoxique ou d’une inactivation réversible
de ces noyaux dans le test de la piscine de Morris. En 2009, Davoodi et ses collaborateurs ont
publié les résultats suivants : (1) I’injection de tétracaine dans les noyaux Re et Rh juste avant
une session d’acquisition en piscine de Morris avec un protocole de mémoire de référence
perturbe I’acquisition de la tache sans avoir de conséquence sur le test de rappel ; (2) une
inactivation des noyaux Re et Rh réalisée immédiatement apres la fin de la session
d’acquisition ou juste avant le test de rappel empéche les rats de se souvenir de I’emplacement
de la plate-forme lors du test de rétention effectué 24h apres la fin de 1’acquisition. De par les

connexions particulieres qu’entretiennent les noyaux Re et Rh avec I’'HPC et le fait que cette
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tache soit dépendante de 'HPC (D’Hooge et De Deyn, 2001 ; Silva et coll., 1998), ces
conclusions paraissent plausibles. Cependant, dans cette étude, les rats contrdles avaient des
performances équivalentes a une recherche aléatoire de la plate-forme lors du test de
rétention. Autrement dit, les résultats des animaux expérimentaux étaient comparés a des
animaux qui n’étaient pas capables de retrouver I’emplacement de la plate-forme (Davoodi et
coll., 2009). Cette observation rend difficile voire impossible de conclure quant a
I’implication des noyaux Re et Rh dans le rappel d’une mémoire spatiale de référence. Une
seconde étude concernant I’implication des noyaux Re et Rh dans la mémoire spatiale de
référence a été publiée au début de I’année 2009 par Dolleman-Van der Weel et ses
collaborateurs. Dans cette étude, les auteurs ont comparé les effets d’une lésion excitotoxique
des noyaux Re et Rh a ceux d’une 1€sion bilatérale de ’'HPC ou du noyau thalamique médio-
dorsal. Les rats ont été entrainés a raison de 6 sessions de 3 essais par jour pendant trois jours
et un test de rétention a été réalisé 24 heures apres la derniere session. Bien que tous les rats
aient amélioré leurs performances au fur et a mesure des essais et des sessions lors de
I’acquisition, les animaux ayant des lésions soit de I’HPC soit du thalamus médio-dorsal
avaient des performances significativement moins bonnes que les groupes contrdles. Lors du
test de rétention, seuls les rats ayant une l1ésion de I’HPC avaient des performances qui ne
différaient pas d’une recherche au hasard de I’emplacement préalable de la plate-forme. Les
auteurs ont effectué une analyse de la stratégie utilisée par les rats lors du test de rétention.
Cette analyse a montré que les rats avec une lésion des noyaux Re et Rh nageaient
directement vers I’emplacement ou se situait la plate-forme lors des séances d’acquisition
mais ne persistaient pas dans le quadrant comme les rats contrdles le faisaient. Les auteurs en
ont conclu a une implication des noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus dans les
changements de stratégies et plus particulierement dans la suppression d’un comportement
inadapté, cette fonction cognitive étant sous-tendue par le mPFC et I'HPC ventral

(Chudasama et coll., 2012).

Ainsi, au moment de commencer ma theése, il y avait trées peu d’études concernant
I’implication des noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus dans les processus sous-
tendant la mémoire et en particulier la mémoire spatiale et aucune concernant 1I’implication de
ces noyaux thalamiques dans la consolidation a long terme d’une mémoire spatiale chez le
Rat. Etant donné les connexions entre les Re et Rh avec d’une part le mPFC, et d’autre part
I’HPC (surtout sa partie ventrale), I’hypotheése de I’'implication de ces noyaux thalamiques

dans les processus mnésiques était trés probable et méritait d’€tre vérifiée.
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1. Sujets d’expérimentations

1.1. Souche utilisée

Toutes les expériences présentées dans cette these ont été réalisées avec des rats méales de la
souche Long-Evans (provenance centre d’élevage R. Janvier, France). Cette souche de rats est
fréquemment utilisée dans les taches d’apprentissage et de mémoire spatiale du fait de leur
bonnes capacités visuelles (D’Hooge et coll., 2001 ; Paul et coll., 2009). Harker et Whishaw
(2002) ont par ailleurs montré que les capacités d’apprentissage et de mémoire spatiale des
rats Long-Evans étaient non seulement excellentes, mais aussi similaires a celles de la souche

sauvage.

1.2. Age des animaux
Les rats étaient agés de trois mois et pesaient entre 250 et 300 grammes a leur arrivée au
laboratoire. Ils ont été testés environ 1 mois apres leur arrivée, une a deux semaines apres

I’intervention chirurgicale, soit vers 1’age de 4 mois.

1.3. Conditions d’élevage

A leur arrivée au laboratoire, les rats ont été placés dans des cages transparentes individuelles
en Makrolon (46 x 26 x 15 cm). Une semaine plus tard, les rats étaient manipulés 1 min par
jour pendant 5 jours pour se familiariser avec 1I’expérimentateur et la manipulation. Les pieces
de stabulation ainsi que les salles d’évaluations comportementales étaient maintenues a
température (22°C £ 1°C) et humidité (50% + 10%) constantes. Les animaux étaient soumis a
un rythme nycthéméral constant, comprenant une période d’obscurité et de lumiere de 12
heures chacune (la phase diurne allant de 7 h a 19h). L’ambiance sonore était entretenue par
une radio FM pendant la journée. Enfin, les rats disposaient d’eau et de nourriture ad libitum

et étaient testés pendant la phase diurne.

2. Interventions chirurgicales

Tous les rats utilisés dans les différentes expériences de cette these ont subi une intervention
chirurgicale consistant soit en une lésion excitotoxique des noyaux reuniens (Re) et

rhomboide (Rh) du thalamus, soit en une implantation unilatérale d’une canule en vue d’une

62



Matériels et Méthodes

instillation dans les noyaux Re et Rh ou encore en une implantation bilatérale lorsque les
instillations étaient réalisées dans le cortex préfrontal médian (mPFC) ou dans les deux sous-
régions hippocampiques (dorsale : dHipp et ventrale : vHipp). Ces opérations avaient lieu
avant le début des évaluations comportementales. Les coordonnées stéréotaxiques utilisées
lors de ces différentes opérations étaient calculées a partir de 1’atlas stéréotaxiques de Paxinos

et Watson (1998).

2.1. Lésions excitotoxiques

Pour effectuer les 1€sions excitotoxiques, nous avons injecté, par chirurgie stéréotaxique, du
N-Méthyl-D-Aspartate (NMDA) directement dans le parenchyme au niveau des noyaux Re et
Rh. Pour cela, les rats étaient anesthésiés avec du pentobarbital (50 mg/kg) par injection intra-
péritonéale. Apres avoir rasé le crane du rat, celui-ci était placé sur un cadre stéréotaxique et
recevait une injection sous-cutanée de xylocaine (0.1 mL/rat) au niveau du scalp. Les rats
recevaient également une injection intra-musculaire d’antibiotique (0.3 mL/rat, Extencilline)
et leurs yeux étaient protégés par un gel ophtalmique (Lacrigel). Le scalp était alors incisé et
dégagé localement pour laisser apparaitre la boite cranienne et les structures osseuses. Apres
craniotomie, les Iésions excitotoxiques des noyaux Re et Rh étaient réalisées par instillation
de 0.12 M de NMDA (Sigma, Saint-Louis, USA) dissout dans une solution de tampon
phosphate salin (PBS). Ces instillations étaient réalisées avec une canule d’instillation (@ 0.28
mm) connectée a une micro-pompe motorisée via un cathéter. Un volume de 0.10 pL par site
de NMDA était injecté lentement pendant une période de 5 minutes (0.02 pL / min). Apres
avoir laissé la canule in situ pendant 5 minutes supplémentaires, afin de s’assurer de la
diffusion du NMDA dans la structure cible et d’éviter la remontée du produit le long de la
canule, celle-ci était délicatement retirée. En prenant un angle afin d’éviter le sinus sagittal,
les rats recevaient au total 3 injections de NMDA. Ces instillations étaient ainsi faites soit en
passant par I’hémisphere gauche soit en passant par I’hémisphere droit. Les deux premieres
instillations étaient réalisées avec un angle de 15° par rapport a la suture sagittale selon les
coordonnées suivantes (Paxinos et Watson, 1998) : AP (antéro-postérieur) = -1.6 mm, -2.3
mm par rapport au bregma ; ML (médio-latéral) = £ 2.0 mm par rapport a la suture sagitale ;
DV (dorso-ventral) = -6.9 mm et -7.0 mm par rapport a la dure-mere. La troisieme instillation
étaient réalisée avec un angle de 10° par rapport a la suture sagittale selon les coordonnées
suivantes : AP = -3.0 mm ; ML = 1.4 mm ; DV = 7.0 mm. Les rats controles (SHAM)
subissaient la méme opération a 1’exception des instillations de NMDA, seul le PBS était

instillé. Une fois les instillations terminées, le crane et le scalp étaient nettoyés puis le scalp
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était refermé par des points de suture. Les rats étaient alors placés sous des lampes
chauffantes. Des leur réveil, ils étaient déposés dans leur cage d’élevage. Les animaux
bénéficiaient d’une période de récupération de deux semaines avant le début des tests

comportementaux et étaient manipulés quotidiennement afin de s’assurer de leur état de santé.

2.2. Inactivations fonctionnelles réversibles

2.2.1. Protocole des implantations de canules

Les implantations de canules étaient réalisées sur des rats anesthésiés avec un mélange de
xylazine (0.85 mg/kg Rompun, 2% Centravet, Nancy, France) et de kétamine (6.38 mg/kg
Imalgene 500, Centravet, Nancy, France) par injection intra-péritonéale. Les animaux étaient
ensuite placés dans un cadre stéréotaxique. Jusqu’a la craniotomie, les procédures de
désinfection et d’incision du scalp ainsi que 1’injection d’antibiotique étaient strictement les
mémes que celles réalisées lors des lésions exitotoxiques. Trois perforations de la boite
cranienne étaient effectuées a 1’aide d’une fraise dentaire afin d’y placer trois vis d’horloger,
deux dans les os pariétaux et une dans I’os frontal. Ces vis permettaient un bon maintien du
dispositif d’instillation. Enfin, un ou deux trous étaient réalisés au niveau de la boite
cranienne afin de pouvoir descendre, selon 1I’expérience réalisée, un ou deux guides canules

pour une instillation uni- ou bilatérale.
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Figure 20. Représentations schématiques du dispositif d’instillation intra-cérébrale. A Le dispositif expérimental
est constitué d’une canule-guide implantée dans la structure d’intérét et d’'un mandrin glissé dans la canule-guide
afin d’éviter son obstruction.

Les coordonnées stéréotaxiques dans le cas d’une implantation unilatérale en vue d’une
instillation dans les noyaux Re et Rh, réalisée avec un angle de 15° par rapport a la suture
sagittale, étaient les suivantes : AP = -2.3 mm ; ML = #1.7 mm ; DV = -6.2 mm (Paxinos et
Watson, 1998). Les coordonnées utilisées en vue d’une implantation bilatérale de deux guides
canules étaient les suivantes : pour une implantation dans le dHipp AP = -3.8 mm ; ML + 2.4
mm ; DV =-2.2 mm et pour une implantation dans le vHipp AP =- 5.6 mm ; ML = +5.1 mm ;
DV = -6.8 mm. Lorsque la cible était le mPFC, les coordonnées étaient les suivantes : AP = -
3.8 mm ; ML = £2.4 mm ; DV = -6.2 mm. Les guides canules étaient maintenus en place par

du ciment dentaire. Elles étaient ensuite entourées d’un cylindre en plastique pour les protéger
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des chocs, et un mandrin était placé dans chaque canule pour en éviter 1’obstruction. Les rats
étaient ensuite placés sous une lampe chauffante jusqu’a leur réveil puis ramenés dans leur
cage. Les animaux bénéficiaient d’au moins 7 jours de récupération avant le début des tests

comportementaux.

2.2.2. Composés pharmacologiques

En vue d’inactiver temporairement les régions cérébrales d’intérét, notre choix s’était porté
sur la lidocaine et le muscimol (LIDO ou MSCI, Sigma, Saint-Louis, USA). La LIDO est un
anesthésique local qui, en bloquant les canaux sodiques dépendants du voltage, empéche la
genese et la propagation de potentiel d’action (Lomber 1999 ; Malpeli 1999). L'une des
critiques majeure de I’utilisation de la LIDO est le blocage des fibres nerveuses qui passent la
structure cérébrale au sein de laquelle I’instillation est réalisée. C’est ’'une des raisons qui
nous a conduits a utiliser le MSCI dans les dernieres expériences que j’ai réalisées au cours de
ma these (Publication 3). En effet, le MSCI est connu pour permettre I’inactivation des
neurones sans modifier I’excitabilité des fibres de passages (Edeline et coll., 2002 ; va Duuren
et coll., 2007). Le MSCI est un agoniste des récepteurs GABAa qui augmente la perméabilité
membranaire des ions chlorures et qui de ce fait accroit la différence de potentiel de part et
d’autre de la membrane plasmique des neurones. Ce changement de potentiel a pour
conséquence une diminution du seuil d’excitabilité¢ de la cellule et de ce fait de la probabilité
de générer un potentiel d’action. Les concentrations utilisées étaient de 20 pg/0.3 uL lors
d’instillation de LIDO dans les noyaux Re et Rh et de 40 pg/uL lorsque les instillations
étaient réalisées dans les sous-régions hippocampiques et le mPFC. Ces doses ont fait 1’objet
d’une validation au sein du laboratoire (Lopez et coll., 2012 ; Pereira de Vasconcelos et coll.,
2006). Les concentrations de MSCI étaient de 0.25 ug/0.3 uL pour les noyaux Re et Rh et de
0.25 pg/1 pL pour le dHipp et le mPFC. La LIDO et le MSCI étaient dissous dans du PBS. La
solution était préparée a température ambiante et agitée a 1’aide d’un Vortex le jour ou les

instillations avaient lieu.
2.2.3. Procédure pour les inactivations

Habituation

La mise en ceuvre de la technique d’inactivation réversible par instillation intra-cérébrale de
LIDO ou de MSCI nécessite une période pendant laquelle les rats sont habitués
progressivement a I’ensemble du protocole d’instillation. En effet, cette technique requiert le

maintien de I’animal pendant toute la durée de I’instillation et de la diffusion de la substance
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dans le parenchyme, soit plusieurs minutes. L’habituation a lieu durant plusieurs jours pour
diminuer progressivement la réaction de stress que 1’on provoque par le maintien de I’animal.
Ainsi, dans nos expériences, cette habituation consistait a poser le rat sur une serviette,
I’arriere-train maintenu dans la paume de la main de I’expérimentateur avec deux doigts situés
sur les omoplates du rat. Le premier jour d’habituation, le rat est maintenu ainsi pendant au
moins 30 secondes. Le jour suivant, les mandrins étaient retirés des guides canules et placés
dans une solution d’éthanol (70%), le rat était maintenu en contention pendant 1 minute et les
mandrins étaient remis en place. Les troisieme et quatricme jours étaient identiques, mais
avec une contention plus longue d’une durée de 1 min 30 sec et 2 min, respectivement. Le
temps nécessaire pour I’instillation de LIDO ou de MSCI était de 1 min 30 sec pour des
instillations réalisées dans les noyaux Re et Rh et de 2 min pour les sous-régions
hippocampiques et le mPFC. Ainsi, le protocole d’habituation au temps de maintien de
I’animal était de 3 jours pour l’instillation dans les noyaux Re et Rh et de 4 jours pour
I’instillation dans les deux sous-régions hippocampiques et le mPFC. La veille du test de
rétention, les mandrins étaient retirés et le rat recevait une instillation de PBS filtré avec un
volume et débit d’injection identiques a ceux pour I’instillation de LIDO ou de MSCI lors du
jour de test, soit 1 uL/ 90 sec pour les deux sous-régions hippocampiques et le mPFC et 0.3
uL/60 sec pour les noyaux Re et Rh. L’instillation était suivie d’une période de 30 sec (temps
de diffusion de la substance) avant de retirer les canules d’injection et remettre les mandrins.
L’ensemble de ces procédures permettaient a 1’animal de s habituer progressivement au

dispositif et a toute la procédure mise en ceuvre lors des instillations.

Dispositif et procédure des instillations

Une pompe de micro-injection était utilisée pour effectuer les instillations intra-
hippocampiques, intra-mPFC et intra-ReRh de LIDO ou de MSCI a une vitesse de 0.66 uL/
min et 0.3 uL/ min, respectivement. Cette pompe €était munie d’une seringue Hamilton de 10
uL reliée a une canule d’injection par un cathéter en polyéthylene. ’ensemble seringue-
cathéter-canule d’injection était préalablement rempli d’eau ultra pure et son étanchéité était
vérifiée. La substance a injecter était aspirée a partir de la canule d’injection en prenant soin
d’intercaler une petite bulle d’air (0.2 uL) entre I’eau ultra pure et la solution. L’emplacement
de la bulle d’air était marqué afin de vérifier que 1’injection se faisait correctement (la bulle
doit se déplacer sans se comprimer). Le jour du test, les rats recevaient alors une instillation

de LIDO, de MSCI ou de PBS. Toutes les instillations de LIDO étaient effectuées 5 a 10

minutes avant le passage du rat dans un test comportemental. Les instillations de MSCI
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étaient effectuées 30 min avant les tests comportementaux, ce délai correspondant a 1’effet

maximal de la substance (Edeline et coll., 2002 ; va Duuren et coll., 2007).

3. Evaluations comportementales

L’ensemble des tests comportementaux était effectué au cours de séances réparties entre Sh et
13h, et 'ordre de passage des animaux était différent d’un jour a I'autre dans le but de
minimiser I’impact de la variation du niveau d’éveil et de la vigilance au cours de la journée

sur les performances comportementales.

3.1. Piscine de Morris

3.1.1. Description du dispositif

La piscine de Morris est une enceinte circulaire en PVC blanc de 160 cm de diametre et de 60
cm, de hauteur découpée virtuellement en 4 quadrants égaux (Figure 21). Lors des tests, la
piscine est remplie a mi-hauteur, soit environ 700 Litres d’eau a une température de 21°C +
1°C. Cette température confere a 1I’eau son caractere aversif pour I’animal et en fait donc une
source de motivation nécessaire a la réalisation de la tiche. Une plate-forme cylindrique en
plastique transparent de 11 cm de diametre est disposée au centre de I’un des 4 quadrants et
immergée 2 cm sous la surface de I’eau. Afin de rendre invisible cette plate-forme, 500 g de
lait en poudre sont ajoutés de maniere a opacifier I’eau. Ainsi, I’animal n’a pas la possibilité
de visualiser la plate-forme lors de I’acquisition de la tiche. Une caméra placée au dessus de
la piscine et reliée a un ordinateur (systeme Smart, SD Instruments, Etats-Unis) permettait de
suivre le trajet du rat et d’enregistrer différents parametres tels que la latence d’arrivée sur la
plate-forme, la distance parcourue jusqu’a la celle-ci et dans les différentes zones de la
piscine, ou encore la vitesse de nage. La salle dans laquelle se situe la piscine comportait des
indices distaux stables (reperes sur les murs, bureau, évier, etc.) permettant a I’animal de se

repérer et de localiser la plate-forme (Lopez et coll., 2012).
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Figure 21 Schéma (A) et photographie (B) du dispositif du test de la piscine de Morris. Dimensions en cm.

3.1.2. Principe de la tiche

La piscine de Morris est congue pour évaluer la capacité des animaux a utiliser des indices
spatiaux et a se construire une représentation allocentrique d’un environnement (i.e., la source
de l'information spatiale est purement externe) afin de mémoriser la localisation d’une plate-
forme fixe immergée sous la surface de I’eau (Morris, 1981). Ainsi, par la répétition des
essais, ce test permet d’évaluer la mémoire de référence (qui concerne les regles et procédures
propres a une situation, rappelées des qu’elles sont nécessaires), dans la mesure ou, malgré
des points de départ différents au cours des essais, les rats sont amenés a retrouver le méme
but. Un apprentissage se traduira par une diminution progressive du temps ou de la distance

d’acces a la plate-forme avec la répétition des essais et des jours de test.

3.1.3. Protocole d’acquisition

Le protocole utilisé était le méme dans toutes les expériences. Le premier jour d’entrainement
était constitué de 4 essais consécutifs avec une plate-forme visible, afin d’habituer I’animal au
dispositif et a la procédure expérimentale consistant notamment a monter sur une plate-forme
dans la piscine. Les rats étaient ensuite entrainés pendant 5 ou 8 jours avec une plate-forme
invisible (cachée sous la surface de 1’eau opacifiée), a raison de 4 essais par jour. Lors de
I’expérience d’inactivation des sous-régions hippocampiques avant chaque session
d’acquisition, les rats étaient entrainés pendant 5 jours uniquement afin de limiter les effets
tissulaires provoqués par des instillations répétées. Dans les expériences visant a tester le

rappel au-dela de 24h apres la fin de 1’acquisition, les rats étaient entrainés 8 jours, ce qui
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permettait d’obtenir de bonnes performances de rétention aux délais les plus longs (5 ou 25
jours) pour les groupes contrdles (Lopez et coll., 2012). Quel que soit le nombre de jours
d’acquisition, le rat était placé dans la piscine a un point de départ différent pour chaque essai,
face a la paroi, et disposait de 60 sec pour trouver la plate-forme. Si I’animal ne la trouvait pas
la lorsque le temps était écoulé, il était guidé vers celle-ci par 1I’expérimentateur. Les rats
restaient alors 10 sec sur la plate-forme avant que I’expérimentateur ne lance I’essai suivant.
La latence, la distance d’acces a la plate-forme ainsi que le temps passé par les animaux a
proximité des parois de la piscine (thigmotaxie) étaient enregistrées comme parametres de
mesure pendant I’acquisition. L’apprentissage de la tache se traduisait par une diminution

progressive de ces trois variables avec la répétition des essais et des sessions.

3.1.4. Test de rétention

Lors des tests de rétention, la plate-forme était retirée de 1’enceinte et les rats lachés d’un
point de départ différent de ceux utilisés lors de 1’acquisition de la tache, n’avaient qu’un seul
essai de 60 sec. Le temps passé dans chaque quadrant était enregistré ainsi que le nombre de
passages dans l’aire cible, c'est-a-dire une surface comprenant la zone de la plate-forme
élargie d’un anneau de 10 cm (soit un disque de 700 cm? centré sur la plate-forme et
représentant 3,5% de la surface totale de la piscine). Le nombre de passages dans cette zone
rend compte de la précision de la recherche. Un pourcentage de temps passé par 1’animal dans
le quadrant cible était également calculé de maniere a faire apparaitre une préférence pour ce
quadrant. En effet, si les animaux ne manifestaient pas de préférence de place pour le
quadrant dans lequel se situait la plate-forme lors de 1’acquisition, ils passaient environ 25%
du temps total de nage dans chacun des 4 quadrants. Au contraire, si le temps passé dans le
quadrant cible était significativement supérieur a 25% du temps total de nage, nous en

inférions que les animaux se souvenaient de I’emplacement de la plate-forme.
3.2. Labyrinthe du Double-H

3.2.1. Description du dispositif

Le labyrinthe du Double-H (DH) est constitué d’une allée horizontale reliant trois allées
verticales (tels deux H contigus vus du dessus) en plexiglas (voir Figure 22). Les allées ou
branches verticales du labyrinthe ont une longueur de 160 cm et une largeur de 20 cm.
Chacune des branches est équipée de parois d’une hauteur de 35 cm. Par convention, les bras
intermédiaires sont appelés Sud (S) et Nord (N). Les quatre branches latérales du labyrinthe

sont désignées par leur emplacement vis-a-vis des deux bras centraux : Nord-Ouest (NO),
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Nord-Est (NE), Sud-Est (SE) et Sud-Ouest (SO). Le DH est rempli a moitié avec un volume
de 170 Litres d’eau a 21°C (+ 1°C). L’eau est opacifiée par I’ajout de 250 g de lait en poudre.
Une plate-forme circulaire de 11 cm de diametre et de 14 cm de hauteur est placée a
I’extrémité de la branche cible (NE). Cette plate-forme est immergée a 1 cm sous la surface de
I’eau. Le dispositif est installé dans une piece dédiée, comportant des indices distaux fixes

(évier, chauffe-eau, tuyauterie, formes géométriques aux murs).
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Figure 22 Photographie (A) et schéma (B) du dispositif du double-H. Dimension en cm.

3.2.2. Principe de la tiche

Le DH est un labyrinthe aquatique permettant d’évaluer les capacités de mise en place d’une
mémoire spatiale et/ou procédurale chez le rongeur dans une situation « aversive » (Pol-
Bodetto et coll., 2011 ; Cassel et coll., 2012). La tache consiste a apprendre la localisation
d’une plate-forme immergée en utilisant les indices visuels externes au dispositif (stratégie
allocentrée) ou en répétant tous les jours le méme trajet (stratégie égocentrée). Le principal
avantage de ce dispositif est la possibilité pour I’expérimentateur de favoriser I’engagement
d’une stratégie allocentrée ou égocentrée en fonction du protocole d’apprentissage utilisé.
Ainsi, si ’animal est introduit dans le dispositif a différents endroits, mais que la plate-forme
reste toujours a la méme place, la stratégie la plus efficace pour I’animal est une stratégie
allocentrée. A l’inverse, lorsque 1’animal est systématiquement introduit dans la méme
situation et que la plate-forme ne change pas de place, la répétition de la tache favorise

I’utilisation d’une stratégie égocentrée.
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3.2.3. Protocole d’acquisition

Le protocole avait pour objectif de favoriser la mise en place d’une stratégie allocentrique
utilisée par le rat dans sa recherche de la plate-forme. Le premier jour permettait a 1’animal de
se familiariser au dispositif, a raison d’une session de 4 essais. Le rat était 1aché face a la paroi
a extrémité du bras nord-ouest (NO) et devait rejoindre la plate-forme immergée située a
I’extrémité du bras sud-ouest (SO). Lors de cette session de familiarisation, 1’eau n’était pas
opacifiée et les animaux n’avaient pas acces a I’ensemble du dispositif, une porte guillotine
était positionnée au niveau de la premicre intersection. Cette session de familiarisation était
suivie de 4 jours d’apprentissage a raison d’une session de 4 essais par jour. La plate-forme
était positionnée a 1’extrémité de la branche nord-est (NE) et ne changeait pas d’emplacement
lors de I’apprentissage de son emplacement. Les points de départ étaient soit la branche nord
(N) soit la branche sud (S). L'ordre des points de départ était contrebalancé d’une session a
I’autre (NSSN, SNNS, NSNS, SNSN). L’acces au bras faisant face au bras de départ était
condamné a 1’aide d’une porte guillotine. Chaque essai durait au maximum 60 sec, et

I’intervalle inter-essai, durant lequel le rat était laissé sur la plate-forme, était de 10 sec.
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Figure 23. Protocole d’acquisition dans le double-H. A Etape de familiarisation de 1’animal au dispositif. B et B’
représente les deux points de 1achés utilisés pendant I’acquisition. La fleche noir indique les points de 1achés.

3.2.4. Test de rétention

Le test de rappel de I’emplacement de la plate-forme était effectué 24h apres la fin de
I’acquisition. Lors de ce test, la plate-forme était retirée du dispositif et les rats avaient un
unique essai de 60 sec. Les animaux étaient introduits dans le dispositif a I’extrémité du bras
SO. Le bras opposé (NO) était condamné par une porte guillotine. La latence d’acces a
I’emplacement ou se trouvait la plate-forme lors de 1’acquisition était mesurée, ainsi que la
latence pour accéder a I'extrémité de la branche N (emplacement ot 1’animal cherche la
plate-forme s’il utilise une stratégie procédurale). Le temps passé et le nombre d’entrées dans

chaque branche et dans 1’espace central étaient également mesurés.
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Figure 24. Test de rétention dans le labyrinthe du double-H. Les lignes en pointillé représentent les trajectoires
des rats. En orange, celle d’un rat qui utilise de facon privilégie une stratégie égocentrique ; en bleu, un rat qui
utilise une stratégie de type allocentrique et qui va directement dans la branche cible (NE).

De par les connexions anatomiques entre les régions que nous avons étudiées (mPFC, dHipp,
Re et Rh) avec des structures impliquées dans I’anxiété et I’activité locomotrice des animaux,
nous avons systématiquement testé I’effet des Iésions ou des inactivations dans le labyrinthe
en croix sur-€élevé (pour 1I’anxiété) et le test en champ ouvert (pour la locomotion). De plus,
I’activité locomotrice des rats 1ésés a été enregistrée pendant 24 h dans leur cage familiere.
Enfin, le noyau Re étant impliqué dans le traitement d’information nociceptive, I’effet d’une
inactivation réversible des noyaux Re et Rh sur le seuil de détection d’une information
nociceptive mécanique a été évalué par I'utilisation d’une pince calibrée. Le protocole de

chacun de ces test est décrit ci-apres.
3.3. Labyrinthe en croix surélevé

3.3.1. Description du dispositif

Le labyrinthe en croix surélevé est constitué de 4 branches en plexiglas noir de 50 cm de long
sur 10 cm de large, trouvant leur origine au niveau d’une plate-forme centrale de 10 x 10 cm.
Les branches fermées (Nord et Sud) ont une paroi de 40 cm de haut tandis que les branches
ouvertes (Est et Ouest) ont un rebord de 1,5 cm de haut (Figure 25). L’ensemble du dispositif
est situé a 73 cm du sol. De plus, I'intensité d’éclairage des branches ouvertes sont de 10 lux,
celle des branches fermées étaient de 5 lux et celle au centre était de 7,5 lux. Une caméra
placée au dessus du labyrinthe permet de visualiser les comportements sans interférer avec le
déroulement du test. Les déplacements ainsi que le temps passé dans chaque partie du
dispositif sont comptabilisés a I’aide d’un logiciel par un expérimentateur n’ayant pas
connaissance du groupe expérimental auquel le rat appartient (Cosquer et coll., 2005 ; Koenig

et coll., 2008).
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Figure 25. Schéma (A) et photographie (B) du test du labyrinthe en croix surélevé.

3.3.2. Principe de la tiche

Le labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze) est couramment utilisé pour évaluer le
niveau d’anxiété d’un animal ou I’effet anxiolytique d’une substance (Cosquer et coll., 2005).
La présence de branches ouvertes (sans parois), éclairées et situées en hauteur, constitue une
situation anxiogene. A l'inverse, les branches fermées (avec parois), moins exposées a la
lumiere, représentent un environnement peu anxiogene pour 1’animal. Ainsi, les visites des
branches ouvertes sont le signe d’un faible niveau d’anxiété de 1’animal (Dawson et
Tricklebank, 1995). De plus, le nombre total d’entrées dans les différentes branches constitue

un indice de I’activité locomotrice générale.

3.3.3. Protocole

Les instillations de LIDO, de MSCI ou de PBS avaient lieu dans une picce adjacente a la
piece de test 10 (LIDO) ou 30 (MSCI) min avant le passage de chaque rat dans le dispositif.
Avant la passation du test, I’animal était placé dans la salle d’expérimentation pour une
période d’habituation de 5 min. Le test commencait lorsque 1’animal était déposé au centre du
labyrinthe, sa téte faisant face a la branche Nord. Il pouvait alors se déplacer librement. Le
nombre d’entrées (présence des 4 pattes) dans chaque branche (N, S, E, O) ainsi qu’au centre,
le temps passé dans chacune de ces parties, ainsi que le nombre de défécations étaient
comptabilisé€s. Les animaux exploraient le labyrinthe pendant 5 min. Entre chaque passage, le
dispositif était nettoyé a 1’alcool absolu de fagon a uniformiser les traces olfactives sur

I’ensemble du dispositif. Chaque animal recevait le méme traitement que celui administré lors

de la séance d’acquisition ou de rappel en piscine de Morris ou dans le labyrinthe du Double-
H.
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3.4. Champ ouvert

3.4.1. Description du dispositif

Le Champ Ouvert était constitué de quatre parois en bois de 43,5 cm de hauteur disposées sur
une surface de 65 x 65 cm divisée en 25 carreaux de taille égale (Figure 26). Ce dispositif est
placé dans une piece adjacente a celle ou a lieu les injections. L’éclairage du dispositif est

réalisé par une lumiere blanche de 50 lux.

A

B5 cm

B5 cm

Figure 26. Schéma (A) et photographie (B) du test en champ ouvert (Open field).

3.3.2. Principe de la tiche

Le test en Champ Ouvert (Open Field) permet de mesurer des comportements générés par le
placement de I’animal dans un nouvel environnement. Ces comportements sont induits par le
simple fait de sortir ’animal de sa cage et de le placer dans un environnement ouvert et
nouveau (Walsh et Cummins, 1976). Ainsi, ce dispositif est couramment utilisé pour mesurer
I’activité locomotrice réactionnelle lorsque I’animal se trouve dans un environnement qui ne
lui est pas familier. Le nombre de carreaux traversées durant un temps limité permet d’évaluer
le niveau général d’activité locomotrice de I’animal et de suivre son habituation a la situation

(Milot et Plamondon, 2008 ; Walsh et Cummins, 1976).

3.4.3. Protocole

Les instillations de LIDO, de MSCI ou de PBS avaient lieu dans une piece adjacente a la
piece de test 10 (LIDO) ou 30 (MSCI) min avant le passage de chaque rat dans le dispositif.
Chaque rat était ensuite placé dans un coin du champ ouvert face aux murs. Il pouvait alors
I’explorer librement. Le nombre de sections traversées, de redressements et de défécations

étaient notés par un expérimentateur n’ayant pas connaissance du groupe expérimental auquel
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le rat appartenait, et ce au cours d’une période de 10 min divisée en intervalles de 2 min.
Avant le passage de I’animal suivant, le dispositif était nettoyé a 1’alcool absolu de maniere a
uniformiser les traces olfactives. Chaque animal recevait le méme traitement que celui
administré lors des tests d’évaluation de la mémoire spatiale (Piscine de Morris et labyrinthe

du Double-H).

3.5. Actographie ou test d’activité en cage familiere

Il s’agit d’un test permettant d’enregistrer 1’activité locomotrice spontanée de 1’animal dans sa
cage d’élevage (Figure 27). Ce test est particulierement bien adapté pour étudier les effets des
1ésions sur de longue période d’enregistrement et complete 1’évaluation locomotrice faite en
champ ouvert. L'un des avantages d’un enregistrement sur 24 h est la possibilité d’étudier
I’activité des animaux lors de I’habituation au dispositif (3 premieres heures) ainsi que leur
activité pendant la période nocturne et diurne. Chaque cage est traversée par deux faisceaux
infrarouges ciblés sur deux réflecteurs qui les renvoient a un capteur de cellules photo-
électriques. Ces faisceaux sont situés a 4,5 cm du sol et a 4 cm de chaque extrémité de la cage
(elles sont donc séparées de 28 cm). Ces cellules sont reliées a un ordinateur qui enregistre le
nombre de passages d’un bout a 1’autre de la cage, un passage correspondant a 1’interruption

successive de deux faisceaux infrarouges.

Cage
Deux cellules d'élevage
photoélectriques
par cage

Figure 27. Représentation schématique du test d’actographie.

3.6. Evaluation du seuil de nociception mécanique

Certaines stimulations nociceptives, notamment mécaniques, entralnent une augmentation de
I’expression de la protéine c-Fos au sein des neurones du noyau Re (Bullit 1990 ; Dotrovsky
et Guilbaud, 1990 ; Gholami et coll., 2006). Ces données nous ont amenés a évaluer I’effet
d’une inactivation des noyaux Re et Rh, par instillations de LIDO ou de MSCI, sur le seuil

nociceptif mécanique par I’utilisation d’une pince calibrée (pour la validation du protocole
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voir Luis-Delgado et coll., 2006). Le dispositif est constitué d’une pince reliée a un
dynamometre permettant de retenir la pression maximale exercée au niveau des pattes arriere
de I’animal. Le protocole est constitué d’une période d’habituation au dispositif (contact entre
la pince et les pattes arriere de 1’animal et procédure de contention), suivie d’une période de 5
jours permettant d’établir une pression de référence pour chaque animal et enfin, d’une
session de test permettant d’évaluer I’effet des inactivations. Lors de chaque session, une
pression croissante est exercée avec la pince sur I’une des pattes arriere de 1’animal jusqu'a ce
que celui-ci retire sa patte. La pression enregistrée au moment du retrait de la patte détermine
le seuil nociceptif. Pour chaque session, une mesure est effectuée trois fois sur chacune des
pattes arriere de I’animal. Les mesures obtenues apres instillations de MSCI ou de LIDO sont
comparées au pressions de références afin de déterminer si I’inactivation a induit une

modification du seuil de nociception mécanique.

Les données obtenues dans ce test n’ont pas été incluses dans les publications présentées dans
la partie ‘Contribution Expérimentale’ de ce manuscrit de these. La figure 28 représente les
principaux résultats obtenus lors de cette expérience réalisée en collaboration avec Alexandre

Zeitler de I’Institut de Neurosciences Cellulaires et Intégrées (INCI) de Strasbourg.

— Pnite gauche B Pabie drode
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Figure 28. Effet d’une instillation de MSCI, de LIDO ou de PBS dans les noyaux Re et Rh du thalamus sur le
seuil de nociception mécanique. L’inactivation des noyaux Re et Rh n’a pas modifié le seuil de détection de la
pression mécanique nociceptive au niveau des deux pattes arrieres.

4. Techniques histologiques et immunohistochimiques

Une analyse histologique du tissu cérébrale a été systématiquement réalisée afin de vérifier
I’emplacement des canules lors des protocoles avec instillations intra-cérébrales. De plus, un
marquage immunohistochimique de la protéine NeuN nous a permis d’estimer avec précision

I’étendue des 1ésions des noyaux Re et Rh. Enfin, le marquage de la protéine c-Fos a été
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réalisé dans les cadre de 1’étude de I’implication des noyaux Re et Rh lors du rappel récent ou

ancien d’une mémoire spatiale (Publication 2).

4.1. Euthanasie des rats et prélevement des cerveaux

A T’issue des tests comportementaux, les rats recevaient une injection intra-péritonéale d’une
dose létale de pentobarbital sodique (150 mg/kg). Une perfusion intra-cardiaque était alors
réalisée par injection de 60 mL de paraformaldéhyde (4%) dissout dans un tampon phosphate
(0,1 M) a 4°C afin de fixer les tissus cérébraux. Les cerveaux étaient ensuite extraits de la
boite cranienne, placés dans le méme fixateur a 4°C pendant 4 h, puis transférés dans une
solution de saccharose (20%) tamponnée et maintenue a 4°C. Quarante-huit heures plus tard,

les cerveaux étaient congelés dans de I’isopentane a -40°C puis conservés a -80°C.

4.2. Coupes au cryostat

Lors des expériences d’inactivations, des coupes coronales de 30 um étaient réalisées a I’aide
d’un cryostat (Frigocut 2800), récoltées sur des lames gélatinées, puis séchées a température
ambiante. Ces coupes étaient destinées a une coloration au violet de Crésyl qui allait
permettre de vérifier les sites d’injection. Pour la mise en ceuvre de I’immunohistochimie, des
coupes coronales de 40 um étaient réalisées et récoltées dans une solution de cryoprotection,

et conservées a -20°C.

4.3. Coloration au violet de Crésyl

La coloration au violet de Crésyl était réalisée dans un bain de colorant qui marque les
composés acides des cellules, et en particulier les noyaux (Sirkin, 1983). Apres ringcage, les
lames étaient placées dans une solution constituée de violet de Crésyl (Sigma, Saint-Louis,
USA), d’eau distillée, d’acétate de sodium et d’acide acétique, chauffée a 55°C, puis les
coupes étaient rincées dans des bains d’eau ultra pure avant d’étre déshydratées dans des
bains d’alcool de concentration croissante (70%, 95%). Les coupes étaient ensuite décolorées
dans un bain d’alcool/acide avant d’étre placées a nouveau dans des bains d’alcool (95%,
100%) puis dans un bain de solvant (LMR). Pour finir, les lames étaient montées sous
lamelles dans un milieu d’inclusion (Eukitt). Une fois seéches, les lames étaient observées au

microscope optique pour vérifier la localisation des implantations des canules guides et des

sites d’injection.
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4.4. Evaluation de la diffusion de la Lidocaine et du Muscimol

4.4.1. Principe

L’absence d’estimation de la diffusion des composées pharmacologiques, lors de protocole
d’inactivation d’une région cérébrale, chez 1’animal libre de ses mouvements constitue 1’une
des critiques majeures de cette technique. Afin de vérifier I’étendue des instillations au sein
des régions que nous avons étudié pendant ma these, la diffusion des solutions de LIDO et de
PBS a été évaluée par I'utilisation d’une méthode indirecte consistant en une instillation intra-
cérébrale d’une solution de Bleu Evans (BE ; Merck, Darmstadt, Allemagne) contenant soit
de la LIDO soit du PBS. Le choix du BE était approprié de par sa nature lipophile qui, malgré
un poids moléculaire relativement important, permet a ce colorant une diffusion a travers le
parenchyme. De plus, le BE est un colorant fluorescent qui, lorsqu’on I’excite a 355 nm par
I’utilisation d’un microscope a fluorescence, émet une couleur rouge. Cette propriété permet
une détection de la solution avec un seuil inférieur a celui obtenu par 1’utilisation d’un
microscope a transmission lumineuse. La diffusion du MSCI a également été évalué par
injection d’une solution contenant du MSCI couplé a un fluorochrome (Bodipy, Invitrogen,

USA, ref M23400).

4.4.2. Protocole

Le protocole d’instillation des solutions contenant des substances fluorescentes (BE et MSCI-
fluo) était strictement le méme que celui réalisé lors des évaluations comportementales. Les
rats étaient euthanasiés 10 min apres injection de la solution contenant la LIDO ou le PBS et
le BE, et 30 minutes apres I’injection de la solution contenant le MSCI fluorescent. Les
euthanasies étaient réalisées comme décrit dans la partie 4.1 «Euthanasie des rats et

prélevement des cerveaux ».

4.5. Evaluation de I’étendue des lésions des noyaux Re et Rh: Marquage
immunohistochimique de la protéine NeuN
En complément d’une analyse classique du tissu cérébral par coloration au crésyl violet, un

marquage de la protéine NeuN (Neuronal Nuclei) a été réalisé pour quantifier 1’étendue des
l1ésions des noyaux Re et Rh. NeuN est une protéine nucléaire spécifique des neurones décrite
pour la premiere fois en 1992 par Mullen et ses collaborateurs. Le marquage de NeuN a été
utilisé dans nos expériences pour évaluer 1I’étendue des lésions excitotoxiques des noyaux Re
et Rh réalisées par injection de NMDA. L’injection de NMDA induisant la mort des neurones,

une absence du marquage neuronal de la protéine NeuN doit étre observée au niveau du site
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d’injection. Pour chaque rat, une coupe sur deux de la partie ventrale de la ligne médiane du
thalamus était sélectionnée pour I’immunohistochimie et placée dans le puits d’une plaque de
microtitration avec 250 uL de PBS contenant 0,02% de merthiolate. Toutes les étapes de ce
protocole étaient réalisées sous agitation lente a température ambiante et a volume constant.
Les coupes flottantes étaient d’abord rincées trois fois au PBS merthiolate pendant 10 minutes
avant que les sites antigéniques aspécifiques ne soient saturés avec du sérum d’ane (Abcys,
S2170-100 ; dilué a 5% dans du PBS contenant 0,5% de Triton X-100, un diluant qui
perméabilise les membranes et permet donc une meilleure pénétration des différents réactifs)
pendant 1 heure. Les coupes étaient ensuite incubées une nuit a température ambiante avec
I’anticorps primaire dirigé contre la protéine NeuN (Millipore, France, ref MAB377), dilué a
1/2000°™ dans du PBS Triton. Le lendemain, les coupes étaient rincées trois fois au PBS
merthiolate avant d’étre incubées 1 h avec ’anticorps secondaire (Vector Laboratories
International, Burlingame, CA, USA) dilué a 1/500°™ dans du PBS Triton. Apres trois
nouveaux ringages au PBS merthiolate, les coupes étaient incubées dans 1’obscurité pendant
45 min avec le complexe avidine-biotine-peroxidase (Kit « Elite » ABC Vectastain, Vector
Laboratories, Burlingame, CA) dilué au 1/500°™. Les coupes étaient ensuite rincées deux fois
dans du PBS merthiolate et une fois dans du tampon TRIS (TBS 0,6%, pH 7.6), avant de
révéler le marquage avec du 3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Kit DAB, SK 4100,
Vector Laboratories). La réaction était neutralisée 6 minutes plus tard par du PBS merthiolate.
Apres trois ringages de 10 min au PBS merthiolate, les coupes étaient montées sur des lames
gélatinées avant d’étre séchées a I’étuve (37°C) pendant 24 h. Les lames étaient alors rincées
dans de I’eau ultra pure puis les coupes étaient déshydratées en les plagant dans des bains
d’alcool de concentration croissante (70%, 95%, 100%). Les lames étaient ensuite placées
dans le solvant LMR avant d’étre montées sous lamelles dans un milieu d’inclusion
(ClearifyDiamond). Afin d’estimer I’étendue des Iésions, celles-ci étaient dessinées en
utilisant les plans adéquats d’un atlas stéréotaxique (Paxinos et Watson, 1998) et reproduites a
I’aide d’un ordinateur et d’une tablette graphique de sorte a pouvoir compter de fagon
automatique les pixels au niveau des noyaux thalamiques. Enfin, 1’aire d’un 1ésé¢ d’un noyau

thalamique était comparé a I’aire total de ce noyau et ceci sur plusieurs plans afin d’obtenir le
4.6. Marquage immunohistochimique de la protéine c-Fos

4.6.1. Principe
La quantification des protéines synthétisées a partir des ARNm de genes précoces tels que c-

fos, zif268 ou arc, est souvent utilisée pour évaluer 1’activation de neurones au sein d’une ou
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plusieurs structures cérébrales. Ces génes sont tres rapidement traduits suite a une stimulation
de la cellule nerveuse (d’ou leur appellation de gene précoce) et servent de facteur de
transcription d’autres genes impliqués dans la plasticité cérébrale (Hughes et Dragunow,
1995). Les genes, exprimés plus tardivement, contribuent a I’adaptation de la cellule a son
environnement. Brievement, une activité neuronale telle qu'un potentiel d’action ou la liaison
d’un neurotransmetteur sur son récepteur membranaire déclenche une cascade cellulaire
impliquant des seconds messagers, comme la Ca2+, et I’activation de protéines kinases. Ceci
provoquera la phosphorylation de CREB (cAMP Response-Binding Protein) induisant la
transcription de genes précoces tels que c-fos, suivie d’une traduction des protéines
correspondantes (Figure 29). Certaines études ont montré que ces protéines sont a leur tour
impliquées dans la plasticité synaptique, notamment dans la consolidation synaptique
(Herrera et Robertson, 1996 ; Teather et coll., 2005 ; Kubik et coll., 2008). L’avantage du
marquage de la protéine c-Fos par rapport a d’autres protéines issues de I’expression de genes
précoces, est que le niveau basal d’expression de c-Fos est tres faible. De ce fait, I’expression
de cette protéine est un indicateur fiable de 1’activation des structures cérébrales étudiées.
[’avantage de cette technique est qu’elle ne nécessite pas d’opération chirurgicale ni le
maintien de 1’animal comme c’est le cas lors des procédures d’instillations intra-cérébrales.
D’autre part, elle permet d’étudier plusieurs régions cérébrales en méme temps. De par
I’induction de I’expression de c-Fos par des facteurs stressants, mais aussi le temps
d’exposition aux stimuli ou encore les processus de navigation, il est important lorsque 1’on
veut étudier spécifiquement un processus cognitif, le rappel d’une mémoire spatiale dans le
cadre de cette these, de constituer des groupes témoins. Ces groupes contrdles sont constitués
de rats qui sont exposés aux mémes conditions que les animaux dont on teste les capacités
mnésiques. Le groupe témoin parfait étant difficile a obtenir, il est bien souvent nécessaire de
prévoir plusieurs groupes témoins (voir Publication 2 pour les différents groupes témoins

utilisés dans cette these).
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Figure 29. Mécanismes de 1’expression des genes précoces tels que c-fos (schéma de Buritova et Besson, 1999
adapté de Hughes et Dragunow, 1995).

4.6.2. Protocole

Le protocole de marquage de la protéine c-Fos est similaire a celui décrit pour le marquage de
la protéine NeuN a I’exception de 1’anticorps primaire (anticorps polyclonal de lapin CS-52,
Santa Cruz, USA), dilué au 1/4000°™ dans du PBS Triton, et de 1’anticorps secondaire
(anticorps biotinylé de chevre anti-lapin 111-065-144, Jackson ImmunoResearch, West Grove
PA) dilué au 1/500°™ dans du PBS Triton. Les coupes marquées étaient ensuite observées 2
I’aide d’un microscope (Leica DM5500B) et numérisées par 1’utilisation d’une caméra
(Optonics Microfire) et d’un analyseur d’image (Explora Nova). En utilisant le logiciel
Mercator (Explora Nova), les régions d’intéréts étaient délimitées et les neurones c-Fos
positifs étaient comptés en sélectionnant un seuil de détection qui permet de comptabiliser les

neurones sans tenir compte du fond des coupes et reproductible d’une coupe a I’autre.
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Publication 1

Etude de I’implication de 1’hippocampe ventral dans
I’acquisition et le rappel d’une mémoire spatiale

Les expériences présentées dans cette premiere publication avaient pour objectif d’étudier le
role de I’hippocampe ventral (VHPC) dans I’acquisition et le rappel d’'une mémoire spatiale.
Pour cela, nous avons mis en ceuvre une technique d’inactivation réversible par instillation
intra-hippocampique de Lidocaine. Les animaux étaient testés dans un protocole de mémoire
de référence en piscine de Morris et les instillations avaient lieu soit juste avant chaque
session d’acquisition, soit juste avant le test de rétention effectués soit a 1 jour, soit a 5 jours
apres la fin de ’apprentissage. Les données obtenues apres une inactivation de VHPC ont été
comparé a celles obtenues apres une inactivation de 1’hippocampe dorsal (DHPC) dans les
mémes conditions. Les résultats obtenus ont montré que I’instillation de Lidocaine dans
DHPC ou VHPC, juste avant le test de rétention (1 ou 5 jours), détériorait les performances
des rats. De plus, I'inactivation de VHPC avant chaque session d’acquisition n’a affecté ni les
performances d’apprentissage ni du test de rétention. En revanche, comme attendu,
I’inactivation de DHPC avant 1’acquisition a entrainé une diminution significative des
performances des rats lors du test de rétention. Des tests complémentaires ont permis
d’exclure I’'influence d’une perturbation de la motivation, de la locomotion, des capacités
sensori-motrices ou encore du niveau d’anxiété des animaux sur les résultats obtenus en
piscine de Morris. En conclusion, I’ensemble de ces résultats indiquent que la mémoire
spatiale peut étre acquise uniquement avec le DHPC ou avec le VHPC, mais avec
apprentissages moins efficaces lorsque seul le VHPC est fonctionnel. Enfin, le rappel d’une
mémoire spatiale de référence nécessite les deux sous-régions hippocampiques lorsque

I’apprentissage a été réalisé avec un hippocampe entierement fonctionnel.
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side in the DHipp or the VHipp. The sides were chosen
randomly for each rat. The volume and rate of infusion
were identical to those used during the different experi-
ments (1 pl over 90 s); the infusion needles were left in
place for 30 s before being slowly removed. To timely
match to the infusion protocol used throughout the study,
rats were put back in their home cage once the infusion
terminated. After a 10-min delay, they were euthanized and
brains processed as indicated above. Coronal sections
(50 pm) were immediately placed on gelatin-coated slides,
dried at room temperature, and covered using Vectshield
Hard Set (Abcys). The sections were observed under a
fluorescence microscope.

Statistical analysis

Water-maze training performance in the experiment where
DHipp and VHipp were inactivated during retention was
evaluated using a four-way ANOVA with Region (DHipp
and VHipp): Treatment (PBS and LIDO, to be adminis-
tered); Delay: 1 and 5 days, as the between-subject factors
and Day (1-8) as the repeated measure. Training perfor-
mance in the experiments where VHipp or DHipp were
inactivated during training was evaluated using a two-way
ANOVA with Treatment (PBS and LIDO) as the between-
subject factor and Day (1-5) as the repeated measure,
Probe trial performance was analyzed using a three-way
ANOVA (Region: DHipp. VHipp: Treatment: PBS, LIDO:
Delay: 1 and 5 days) in the experiment where DHipp
versus VHipp were inactivated during retention or with an
ANOVA with Treatment (PBS and LIDO:
administered during training) as the factor, in the other
experiments. The analyses were complemented with one-
sample ¢ tests to compare probe test performance of each
eroup to chance level (i.e., 25%). Open-field and elevated

one-way

plus-maze data were analyzed using two-way ANOVA
with Region (DHipp and VHipp) and Treatment (PBS and
LIDO) as the factors. Post hoc comparisons used the
Newman-Keuls multiple range test where justified by the
ANOVA. Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

Placement of the infusion devices and extent of PBS
versus LIDO diffusions

Figure | shows the location of the injector tips in the DHipp
and VHipp for each delay and group as verified in the rats
given LIDO versus PBS before the probe trial, from the
experiment where DHipp and VHipp were inactivated only
before retention after drug-free acquisition. For VHipp, all
injection sites were localized in the ventral part of the

97
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Fig. 1 Drawings of coronal brain sections indicating the locations of
the infusion sites (injector tips for the PBS groups, white circles,
LIDO groups gray circles) in the rats in which infusions were made
before the probe trial. Numbers on the right indicate the distance of
each section in mm from Bregma (plates modified from Paxinos and
Watson 1998)

hippocampus, i.e., below the dorsoventral coordinates —5.8 to
—6.0 mm from Bregma, which approximately corresponds to
the upper limit of the VHipp as described in the mouse brain
by Fanselow and Dong (2010). Figure 2 shows the intrapa-
renchymal extent of the diffusion of Evans blue. After intra-
DHipp infusions the dye remained confined to the DHipp (see
Fig. 2b, e), whereas after intra-VHipp infusions, there was no
stain detectable in DHipp (see Fig. 2¢, f). This observation
confirmed that the liquid infused in one hippocampal subre-
gion did not spread out to the other one, and it is well possible
that it was also the case for the active compound dissolved in
PBS during the water-maze experiments. After removal of rats
showing misplacement of at least one of the two injection

@ Springer
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Supplementary data

A Inactivation before retrieval
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Figure 51

Flg. 81 Effact of DHipp or Vhipe inactivation either before ratnaval (A) or before
acoulzition (B) on the distance io the first annulua crossing during the probs test, (A)
According to probe trial perdormance, there ‘was a signfican? effect of Treatmant
(LIDD, FBS, Fjm = 29.73, p < 0.1) but no significant effect of Dslay (1dsy, & days.
Eiprm= 080, p= 0.1) and Reglan (DHigp, VHipp, £ =047 02 =001 when LIDO
was Infused In DHipp-and VYHipp at 1-d ‘and 5-d getay and no interacton between the
thiee faclors (S = DAY, g = O01) (B) Analysis ol performance showed a
gignificart effact of Treatmenl (& o = 429, 0 <01, no:significant effect of Begion
(Fom =091 p=01) but and asigpificant intaractian betwesh tha bva factors (5 4

=478 &= 0.1) Fsignificantly diffzrent from each-othar, o < 0,04
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Figure 52

Flg. 52 EMfect of DHipp of Vipp Inactvation before ratriesval (A) or befors acqulsition
(B} on swim speed in & waler maze tazk (A), There was no effect af Treatnan
(LIDD, PBE. Fim =410, p=01), Dalay (1day, 5 days, Fyn= 366, p> 0.1 amd
Region (DHipp, VHIpR, Fr = 248, g = 0.1) when LIDO was infused before the
probe trial &t both delay (1 or & d) (B) There was no effect of Trealmeanl (Fe =
0.08. ¢ = 0.1}, a significant effect of Day (1,2..... 5, Fapne= 425 p =01} and no
gignificant interaction between the two factors (Fawe = 042 o < 09) when

Inactivalion was performied bafore aach acquisilion session
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Publication 2

Implication des noyaux ventraux de la ligne médiane du
thalamus (noyaux reuniens et rhomboide) dans la
persistance d’une mémoire spatiale chez le rat

La deuxieme série d’expériences réalisées pendant ma these et présentée dans cette seconde
publication avait pour objectif d’étudier le role des noyaux ventraux de la ligne médiane du
thalamus dans le rappel d’un souvenir spatial récent ou ancien. Pour cela, nous avons utilisé
une combinaison d’approches incluant de I’imagerie cérébrale, pour la quantification de la
protéine c-Fos, la réalisation de 1ésions excitotoxiques par injection de NMDA, et enfin,
I’inactivation fonctionnelle réversible par instillation intra-cérébrale de Lidocaine. Les
animaux étaient entrainés dans un protocole de mémoire de référence en piscine de Morris et
testés soit a 5 jours (mémoire récente), soit a 25 jours (mémoire ancienne) apres la fin de
I’acquisition. Les résultats d’imagerie cérébrale ont montré une augmentation significative de
la protéine c-Fos dans les noyaux reuniens (Re) et rhomboide (Rh) lors du rappel a 25 jours,
par rapport au rappel a 5 jours et aux groupes témoins (home cage, plateforme visible avec
rideaux). La lésion excitotoxique des noyaux Re et Rh effectuée avant ’acquisition a
détérioré les performances de rappel des rats au délai de 25 jours par rapport aux rats
controles (sham), ce qui n’a pas été observé au délai de 5 jours ou les performances des deux
groupes (1ésé et sham) sont similaires et supérieures au hasard. L’anxiété des animaux 1€sés,
ainsi que leurs capacités locomotrices ont été évaluées et ont permis d’exclure une interaction
possible entre ces comportements et la mauvaise performance des rats lors du test a 25 jours
en piscine de Morris. Enfin, I’inactivation des noyaux Re et Rh effectuée juste avant le test de
rétention n’a pas diminué les performances des animaux et ceci, quel que soit le délai,
montrant ainsi que ces noyaux ne seraient pas indispensables au rappel d’une tiche mnésique.
Cependant, I’augmentation de 1’expression de la protéine c-Fos dans ces noyaux lors du test
effectué a 25 jours indique qu’ils pourraient participer au rappel d’'une mémoire spatiale
ancienne mais que leur role ne serait pas crucial. Ainsi, nos données suggerent que les
conséquences de la 1ésion des noyaux Re et Rh ne sont pas dues a une perturbation du rappel,
mais a une altération du processus de consolidation nécessaire a la persistance des souvenirs a
long terme dont il a été démontré qu’elle nécessite un dialogue hippocampo-cortical impliqué

dans la consolidation d’une trace mnésique au niveau des systemes.
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Publication 3

Role des noyaux reuniens et rhomboide dans le
changement de stratégie lors d’une tache de mémoire
spatiale dépendante de 1’hippocampe et du cortex
préfrontal médian

Dans ce manuscrit sont présentés les résultats d’expériences qui avaient pour objectif
d’étudier le réle des noyaux Re et Rh dans une tiche nécessitant le rappel d’'une mémoire
spatiale associé a un changement de stratégie (égocentrique versus allocentrique). Pour cela
nous avons testés nos animaux dans un nouveau test, le labyrinthe du double-H, et des
inactivations fonctionnelles réversibles des noyaux Re et Rh ont été réalisées juste avant le
test de rétention, effectué 24h apres la fin d’un apprentissage de 2 ou 4 jours. Dans le méme
test et les mémes conditions, nous avons testé 1I’implication de I"hippocampe dorsal (dHipp),
bien connu pour son role dans la navigation spatiale, et du cortex préfrontal médian (mPFC),
impliqué dans le changement de stratégie. Les résultats ont montré que I’inactivation de
dHipp ou du mPFC, comme celle des noyaux Re et Rh ont altéré les performances de rappel
dans le double-H. Enfin, les résultats obtenus dans le labyrinthe du double-H ont été comparés
a ceux obtenus apres une inactivation de ces trois régions cérébrales juste avant le test de
rétention effectué a 1 jour dans un protocole de mémoire de référence en piscine de Morris.
Deule I’inactivation de dHipp a altéré les performances de rappel a 24 h en piscine de Morris,
I’inactivation du mPFC comme celle des noyaux Re et Rh n’a pas eu de conséquences lors du
rappel dans ce test. Ainsi, ’ensemble de ces résultats suggerent I’implication des noyaux Re
et Rh dans un test de navigation spatial dépendant a la fois de I’hippocampe et du mPFC
lorsque le test nécessite une flexibilité comportementale pour étre réalisé avec succes. Ces
données confirment et étendent celles observées par Hembrook et Mair (2011) et Hembrook
et coll. (2012) en mémoire de travail et proposant un réle-clé des noyaux ventraux de la ligne
médiane du thalamus dans les processus mnésiques nécessitant des interactions hippocampo-

préfrontales.
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The ventral midline thalamus is crucial for strategy-shifting in a memory task
engaging cortico-hippocampal interactions

Abbreviated title: Ventral midline thalamus and strategy shifting
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Abstract

Electrophysiological and neuroanatomical evidence for reciprocal connections with
the medial prefrontal cortex (mPFC) and the hippocampus make the reuniens and
rhomboid (ReRh) thalamic nuclei a major functional link for regulations of cortico-
hippocampal interactions. In a first experiment, using a new water escape device for
rodents, the double-H maze, we demonstrate in rats that a bilateral muscimol
inactivation of the mPFC or the dorsal hippocampus (dHip) induces major deficits in a
strategy shifting/spatial memory retrieval task. By way of comparison, in a classical
spatial memory task in the water maze, only dHip inactivation impaired recall. In a
second experiment, we show that ReRh inactivation, which did not alter memory
recall in the water maze, produces an as large strategy shifting/memory retrieval
deficit as mPFC or dHip inactivation in the double-H maze. It is concluded that
behavioral adaptations to modifications of task contingency requiring a shift towards
the use of a memory for place operates in a distributed circuit encompassing the
mPFC as the possible shift-triggering structure, the hippocampus as the probable
substrate from where the place memory is retrieved, as well as the ventral midline
thalamus, and therein the ReRh, as a potent coordinator of these operations. The
results of the current experiments provide a significant extension of our
understanding of the cognitive contributions of the ventral midline thalamus. They
point to a role of the ReRh in the regulation of the dynamic interactions between the
mPFC and the hippocampus and further elucidate the functional connectivity
underlying behavioral flexibility.

Keywords
Executive functions — hippocampus — place memory — prefrontal cortex — rat —

response memory — reuniens nucleus — rhomboid nucleus — thalamus
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Introduction

Diencephalic lesions induce cognitive symptoms resembling those of hippocampal
amnesia or prefrontal dysfunctions (Aggleton et al., 2011; Carlesimo et al., 2011; Van
der Werf et al., 2003). Experiments in animals suggest that damage to intralaminar
or/and anterior thalamic nuclei might take part in such symptoms (e.g., Aggleton and
Brown, 1999; Gold and Squire, 2006), and that intralaminar nuclei contribute to
spatial memory persistence in rats (Lopez et al., 2009). Anatomical and
electrophysiological evidence points to a role of the reuniens (Re) and rhomboid (Rh)
nuclei in the information flow between the medial prefrontal cortex (MPFC) and the
hippocampus (Eleore et al., 2011; Hoover and Vertes, 2012; Vertes, 2006; Vertes et
al., 2007). While the Re projects to the mPFC, ventral CA1 and subiculum, the Rh
has additional connections with other cortices, ventral striatum and amygdala (Su
and Bentivoglio, 1990; Dolleman-van der Weel and Witter, 1996; Vertes et al., 2006).
Recently, Hoover and Vertes (2012) described Re neurons projecting to both
structures via axon collaterals, placing the Re at a critical position to influence
hippocampo-mPFC interactions. Along this line, Hembrook et al. (Hembrook and
Mair, 2011; Hembrook et al., 2012) found a specific implication of the ReRh in
cognitive tasks requiring hippocampo-mPFC interactions, not in those requiring only
one of these structures. We recently found that reversible inactivations of the ReRh
did not influence memory retrieval in the water-maze, a hippocampus-dependent task
(Loureiro et al., 2012). The effects of ReRh lesions, however, demonstrated that
these nuclei contributed to the transformation of a recent memory into a remote one,
a process requiring off-line hippocampo-cortical interactions (Loureiro et al., 2012).
The mPFC has a crucial role in executive functions, behavioral flexibility and strategy
shifting (e.g., Floresco et al., 2008; Ragozzino et al.,, 2003). We therefore
hypothesized that in a task requiring both memory for location and strategy
selection/shifting, and thus hippocampo-cortical interactions, rats subjected to
inactivation of the ReRh would be impaired, while keeping the capacity to perform a
spatial navigation task. Using a novel testing device named the double-H maze (Pol-
Bodetto et al., 2011; Cassel et al., 2012), we designed a training protocol in which
rats had to learn two escape response sequences (right-left or left-left turns) and to
use them according to where in the maze they were released. Subsequently, in a
misleading probe trial, they were tested for their ability to shift to a strategy based on
a memory for place upon negative feedback. A first experiment evaluated, in the
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double-H maze, the sensitivity of our task protocol to bilateral muscimol inactivations
of the mPFC or dorsal hippocampus (dHip); we expected and found identical effects.
A second experiment, using the same test/task, tested the effects of ReRh
inactivation. Before this, all rats trained drug-free in a classical water maze task were
given a probe trial following inactivation of the dHip, mPFC or ReRh. Our results
show that whereas only dHip inactivation affected probe trial performance in the
water maze, inactivations of the mPFC, dHip or ReRh all disrupted performance in

the double-H maze in very comparable ways.
Materials and Methods

Subjects

The study adhered to the regulations specified by the European Committee Council
Directive of November 24™ 1986 (86/609/EEC) and the French Department of
Agriculture (references for personal authorization licenses are n°%67-7 for A.PdV., 67-
217 to C.K. 67-358 to K.G., and n°67-215 for J-C.C.; the other authors under the
formers’ responsibility). All experiments were carried out in 81 male Long-Evans rats
aged of 3 months at their arrival at the laboratory (250-300 g). Animals were housed
individually in quiet facilities, under a 12 h light-dark cycle (light on at 7:00 am) with
free access to food and water, controlled temperature and a hygrometry of about
55%. Before any experiment (surgery or maze training), rats were individually
handled for 2 min each day over 5 consecutive days in their housing room. All rats
were maintained in this room, which was different from the testing room, for the
whole duration of the experiment. Rats were brought to the testing room about 1
minute before the start of the first training trial on each day, as was also done for
each of the different probe trials (see below).

Surgical procedure

Rats were anesthetized with a ketamine (6.38 mg/kg)-xylazine (0.85 mg/kg) mixture
(i.p.). A stainless steel guide cannula (0.4 mm in diameter) was implanted bilaterally
in the medial prefrontal cortex (MPFC) or in the dorsal hippocampus (dHip), and
unilaterally in the ReRh. Coordinates were AP: +2.7 mm, ML: £ 0.7 mm, and DV: -3.2
mm for the mPFC, AP: -3.8 mm, ML: £ 2.4 mm, and DV: -2.2 mm for the dHip, and
AP: - 2.3 mm, ML: +/- 1.7 mm, DV: - 6.2 mm from skull, with a mediolateral angle of
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15°, for the ReRh. All coordinates are given according to Paxinos and Watson
(1998). Each guide cannula was secured to the skull by acrylic dental cement and
stainless steel screws. At the end of surgery, a sterile stainless steel mandrel (0.28
mm in diameter) was inserted into each guide cannula. After the operation, all rats
were allowed to recover under a warm lamp for 20-30 min before being placed back
into their home cage. They were given a 1-week rest period before the start of
behavioral testing.

The water maze task

The specifications of the water maze and the testing procedures have been
described previously (Lopez et al., 2012). In brief, the first pre-training day consisted
in one 4-trial session using a visible platform (diameter 11 cm, painted black,
protruding 1 cm above the water surface) located in the South-East quadrant of the
pool, starting randomly from each of the four cardinal points at the edge of the pool: a
blue curtain surrounded the pool to avoid any access to distal cues. The rats were
then given four successive acquisition trials per day (inter-trial interval, 10-15 s) of a
maximum duration of 60 s, starting randomly from each of the four cardinal points
from the edge of the pool, to learn the location of a platform (diameter 11 cm) hidden
1 cm below the water surface in the North-West quadrant. Training extended over 8
consecutive days. The distance traveled before reaching the platform as well as the
thigmotactic behavior were recorded and subsequently computed by a videotracking
system (PanLab, Smart). At the end of the acquisition, rats were randomly allocated
to the group to be subjected to an inactivation (-INAC) or to be used as control (-
CONT). For this probe trial, no platform was placed in the pool. Ten minutes after the
infusion (see paragraph below for drug infusion protocols), the rats were released
from the North-East start point and allowed a 60-s swim time in the pool. We
recorded the time spent in each target quadrant and the number of crossings over
the target area (corresponding to the size of the platform surface enlarged by a 10
cm wide annulus); the second parameter was used as an index of memory precision
(Lopez et al., 2012). Likewise, swim speed and thigmotaxis were also recorded
during the probe trial.
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The double-H maze task

Testing apparatus. The apparatus has been conceived, constructed and validated
intramuros by J-C.C. It was located in a 3.64 x 6.52 m large room as illustrated in
Figure 1a. In a bird view, the general layout of the apparatus roughly corresponds to
the shape of two contiguous Hs (Fig. 1a). The double-H maze is made of three
parallel run arms, 160 cm in length and 20 cm wide, connected to each other at the
level of their centre by a 160 cm long and 20 cm wide central alley (see Fig. 1a; a
photograph of the device can be found in Pol Bodetto et al., 2011). Each of these
arms is delimited by transparent side walls, 35 cm high. By convention, the two
opposing arms in the middle are designed as north (N) and south (S), respectively.
One of these arms is used as the start arm, but can be S or N depending on the
training protocol used (see below). The extremities of both other pairs of side arms
correspond to our four potential target locations. They are termed north-west (NW),
north-east (NE), south-west (SW) and south-east (SE) hereafter (see Fig. 1a). All
elements of the apparatus are made of transparent Plexiglas. The double-H device
was placed on a table, 80 cm from the floor, in a large room with several well-
contrasted cues on the walls (black disk, black triangles, orange-painted heating
ducts...).
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Figure 1

The double-H test, training and functional reversible inactivation protocols. (a) Bird view drawing of the
overall organization of the room in which the double-H device was installed (Maze). For a picture of
the device, see Pol-Bodetto et al. (2011). (b) lllustration of the configurations used during maze
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training. The rats were given 4 daily trials for which they were released twice from the S and twice
from the N (in a randomized order; e.g. N,S,S,N, then S,N,S,N...). The platform was always located in
the NE arm. The arm opposite to the one in which the rats were placed at the start of a trial was
always closed by a transparent guillotine door (it corresponds to the black-filled arm). (¢) Time line of
the training days and probe trials. After a habituation day (0), rats were trained for two consecutive
days (1,2), given a first 24h-delayed probe trial (3), trained for two additional days (4,5) and given a
second 24h-delayed probe trial (6). Thirty min before each probe trial, about half the rats were infused
with 0.25 pg/1 pL muscimol in the mPFC or dHip, or with 0.25 pg/0.3 pL muscimol in the ReRh, the
other half being infused with an equivalent volume of PBS as a control. For both probe trials, rats were
released from the SW arm, the NW one was closed by a guillotine door (see illustration in Fig. 1¢) and
the platform had been removed from the device.

Training protocol. The double-H was flooded with an approximate volume of 170 L
water (21°C) to a height of 15 cm. The water was made opaque by addition of
powdered milk (about 1.5 g/L). A platform, 11 cm in diameter, 14 cm high, was
immersed 1 cm underneath the water surface at the extremity of the NE arm (see
Fig. 1b for detail). For each rat, the task consisted in learning to swim from the start
point — which was changed randomly between S and N — to the escape platform,
which was always located at the extremity of the NE arm. A first day of pre-training
aimed at habituating the rats to the testing device and the water. For only this pre-
training session, the water was left without milk, the platform protruded 1 cm above
the water surface, and the rats were given four consecutive trials, for which the
platform was located at the end of the SW arm and the rats were released from the
NW. A transparent guillotine door blocked the access to the central alley, so that rats
could only swim straight to the opposite arm. Over the four following training days,
the rats were also given four daily trials, but now the water was opaque and the
platform immersed (at the extremity of the NE arm). These trials were separated from
each other by a 10-s gap. The rats were released in the maze either from the N or
the S arm in a randomized order (e.g., S,N,S,N on day 1, S,N,N,S on day 2...). When
being released from the S, the rats had to turn once right and then left to reach the
platform. When released from the N, the correct sequence consisted in two
consecutive left turns. When the rats were released from the N, the S arm was closed
by a transparent guillotine door to prevent any entry, and vice versa. Each trial,
whatever the protocol, lasted for a maximum of 60 s. When the rat did not reach the
platform within this delay, it was gently guided to the platform by the experimenter.
Once a rat had climbed on the platform, it was left there for 10 s before the next trial
was started.
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Probe trial. Two probe trials were used, one 24 hours after two days of learning, and
another one 24 hours after two additional days of learning (Fig. 1c). For both probe
trials, the platform was removed from the water maze. The probe trial duration was of
60 s. All rats were released from the SW arm, with the entry of NW arm closed by a
guillotine door. This procedure i) prevented a repeat of the behavior displayed during
maze habituation (i.e., swim directly from SW to NW), ii) made one of both
successive turn sequences learned impossible (i.e., the left-left sequence), iii) did not
disable the right-left sequence, iv) allowed rats to shift from a strategy based on the
right-left movements sequence to a spatial approach of the task (search in target
arm). It is noteworthy that because rats were released from the SW arm, which
corresponds to a translation of their start place in the device relative to the testing
environment of only 60 cm to the rats’ left, the visuo-spatial context at the start of the
probe trial was relatively comparable to that of the training trials. Thereby, the
misleading potential of the probe trial was extremely high. Indeed, in our previous
experiments, we found that following such a weak translation of the start point, about
90% of the rats first behaved as if they had been released from the usual training arm
(Pol-Bodetto et al., 2011; Cassel et al., 2012). For their first swim track, rats thus had
the possibility to engage into the right-left turn sequence (leading them to the N arm)
or immediately engage into the use of a cognitive map, leading them to the arm of the
former platform location, namely the NE one. In case of a right-left turn as their first
approach of the task, as the probe trial duration was of 60 s, they could also
subsequently correct for a spatial memory-based search, which is usually manifested
by an increased time spent in the target arm as compared to the other ones (Pol-
Bodetto et al., 2011). Whether the shift to a spatial strategy was immediate or not,
evidence for searching the platform at the correct place can only be interpreted as
the consequence of a strategy shift. The variables recorded and analyzed were the
first arm chosen, the time spent in the former target arm (i.e., NE, termed the place
arm hereafter), the time spent in the arm to which successive right-left turns were
leading (i.e., N, termed response arm hereafter), as well as a place visit index. This
index was obtained by dividing the time spent in the place arm by the sum of this
latter time and the time spent in the response arm. When this index was not different
from 0.5, rats spent an equivalent time in each arm. When it was significantly above

0.5, they spent more time in the place than in the response arm.
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Functional reversible inactivation by lidocaine or muscimol infusions

Within anaesthetics other than lidocaine or tetrodotoxin, muscimol has the reputation
to induce a deep inactivation of neurons in its diffusion radius without changing the
excitability of the fibers en passage therein (e.g., Edeline et al., 2002; van Duuren et
al., 2007). As i) we had to make several infusions (1 before the probe trial in the
water maze and one before each of the two probe trials of the double-H maze), ii) in
former experiments, we generated water maze data using intracortical and
intrahippocampal lidocaine infusions, with which to compare our current water maze
data (e.g., Lopez et al., 2012; Loureiro et al., 2012), iii) the GABAAa receptor, which is
the target of muscimol, is known to undergo downregulation and allosteric uncoupling
in the presence of its intrinsic ligand, but unfortunately also in that of muscimol (e.g.,
Klein et al., 1995; Mehta and Ticku, 1992; Roca et al., 1990), of which the effects are
known to last for several hours (e.g., van Duuren et al., 2007), and finally iv) we
wanted to minimize any risk for crossover effects between the pharmacological
contexts of the probe trials in both tasks, we decided to use lidocaine as the
inactivating agent for the water maze test and subsequently muscimol as the
inactivating agent for the double-H maze test.

As previously described (Lopez et al., 2012; Loureiro et al., 2012), over 5 consecutive
days before the start of maze training, all rats were habituated to be handled and
maintained as for drug infusions. For the infusions, rats were gently restrained by
hand, the mandrels were removed, and infusion needles (J 0.28 mm) were slowly
inserted into the guide cannula with the tip of the needle protruding 1.0 mm beyond
the tip of the guide cannula. The needle was connected to a 10 pL Hamilton syringe
by polyethylene tubing. As summarized in Table 1, using a micropump (CMA/100),
lidocaine or muscimol (LIDO or MSCI; Sigma, Saint-Louis, USA; dissolved in
phosphate-buffered saline [PBS]) was infused over 60 s to induce inactivation
(INAC). In mPFC and dHip, rats received on each site 40 pug LIDO in 1 uL PBS
before the probe trial in the water maze and, subsequently, 0.25 ug MSCI in 1 pL
PBS before each probe trial in the double-H maze. In the ReRh group, they received
20 ug LIDO in 0.3 pL PBS before the probe trial in the water maze and 0.25 pg MSCI
in 0.3 uL PBS before each probe trial in the double-H maze. All controls (-CONT)
received an infusion of an identical volume of PBS. Hereafter, -INAC is standing for
inactivation, regardless of the drug used. After the infusion, the needle was left in
place for an additional 30 s before being slowly retracted. All infusions were
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performed in the room in which the rats were maintained for the whole duration of the
experiment. The rats were brought to the testing room about one minute before the
start of the test, as for training. After the infusion, the rats were returned to their home
cage until the start of the probe trial, which occurred 10 min post-infusion in the water
maze and 30 min post-infusion in the double-H maze.

Targeted Probe trial in the water maze Probe trial in the double-H maze
structure PBS LIDO PBS MSCI

dHip 1 uL 40 pgin 1 pL 1 uL 0.25 ugin 1 pL
mPFC 1 uL 40 pgin 1 pL 1 uL 0.25 pgin 1 pL
ReRh 0.3 uL 20 ugin 0.3 uL | 0.3 pL 0.25 ugin 0.3 uL

Table 1: Drugs and quantities infused to inactivate the structures of interest before the water maze
and double-H maze probe trials. The dHip rats were subjected to an infusion into the dorsal
hippocampus, the mPFC rats into the medial prefrontal cortex and the ReRh rats into the reuniens and
rhomboid nuclei. Infusion speed was of 1 pL/min for all. Abbreviations: LIDO; lidocaine, MSCI;
muscimol, PBS; phosphate-buffered saline. The infusion stereotaxic coordinates are indicated in the
Methods section.

Histological verifications

Ten minutes after an infusion of fluorescent muscimol (Invitrogene, Oregon, USA)
using identical amounts as those used for the experiments in the double-H maze, the
rats were killed by injection of an overdose of pentobarbital (200 mg/kg, ip) and
transcardially perfused with a 4% phosphate-buffered (0.1 M) paraformaldehyde
solution (4°C). Brains were removed, post-fixed for 2 h in the same fixative at 4°C,
and transferred to a 20% phosphate-buffered (0.1 M) sucrose solution for 48 h at
+4°C before being snap-frozen (isopentane, -40°C) and stored at -80°C. Coronal
sections (50 um) were cut using a cryostat (Reichert Jung, Frigocut 2,800) in serial
sections which, in the respective regions of interest delimited according to Paxinos
and Watson (1998), were collected on gelatin-coated slides and either processed for
cresyl violet staining to be assessed under a light microscope or directly observed
under a fluorescence microscope to determine muscimol diffusion around the
infusion site. Fluorescent muscimol produces a red color when excited at 544 nm
under a fluorescence microscope, enabling the detection of both the
intraparenchymal presence and diffusion radius of the drug.
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Statistical analyses

Unless otherwise specified and depending on the experiment, data analyses used a
two- or three-way analysis of variance (ANOVA), with repeated measures where
appropriate: training phases in both mazes considered the factor Day and, in the
double-H maze, there were two probe trials. For performance during the training
phase, the between-subject factor, namely Group, had four levels in the first
experiment (MPFC-CONT, mPFC-INAC, dHip-CONT, dHip-INAC) and two levels in
the second one (ReRh-CONT, ReRh-INAC). For the probe trials, for which rats were
subjected to infusions in different regions, this single between-subject Group factor
analysis was split in an analysis considering the Region (mPFC vs. dHip) and the
Inactivation (PBS vs. LIDO or MSCI), which were crossed. Where appropriate, all
these analyses were complemented by multiple comparisons using the Newman-
Keuls test. The time spent in the target quadrant (water maze) or in the target arm
(double-H) during the probe trials was also compared to chance (i.e., 15 s in the
water maze and 8.2 s in the double-H maze) using a one sample t-test. Values of p <
0.05 were considered significant. A Chi? analysis was used to compare categorical
variables in the double-H maze.

Results

Experiment 1: only inactivation of the dHip impaired performance in the water
maze probe trial, while in the double-H maze, performance was altered to
comparable extent by dHip or mPFC inactivation

Location of the infusion sites and diffusion radius of the drug.

Figures 2a and 2c show the location of the injector tips in the mPFC and dHip for
each group as verified in the rats given MSCI vs. PBS before the probe trial in the
double-H maze. For mPFC, all injection sites were centered in the prelimbic cortex,
i.e., between the anteroposterior coordinates 3.7 to 2.8 mm, dorsoventral coordinates
-3.2 to -4.6 mm and mediolateral coordinates 0.2 to 1.0 mm from Bregma. Figure 2b
shows a typical example of intraparenchymal extent of the diffusion of fluorescent
MSCI in the mPFC. Thus, after intra-mPFC infusions, the fluorescent solution
remained confined to the mPFC with a maximum of fluorescence in the prelimbic
cortex. For dHip, all injection sites were localized between the anteroposterior
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coordinates -3.3 to -4.2 mm, dorsoventral coordinates -2.4 to -3.4 mm and
mediolateral coordinates 0.8 to 2.6 mm from Bregma. The extent of the fluorescent
MSCI in the dHip is illustrated in Figure 2d. The spread of the solution was strictly
confined to the dHip and did not extent through the cortex above the dHip. After
removal of 7 rats showing misplacement of at least one of the two injection sites,
group sizes were as follows: in the water maze experiment, Nmprc-cont = 13, Nmerc-
iINAC = 11, NgHip-conT = 11, NgHip-inac = 10; in the double-H maze experiment, Nmprc.conT
= 12, Nmprcinac = 12, Nanip-cont = 11, Nanip-inac = 10. The difference between group
sizes in the water maze and double-H maze was due to reallocations of rats between
both tests. For the test in the double-H, the groups were made such as to include for
about one half rats that were given LIDO in the water maze and for the other half rats
subjected to PBS infusions. More detail is given in Table 2.

TEST -CONT -INAC

mPFC dHip ReRh

Water 13 11
maze

Double- 6
H maze

Table 2: Breakdown plan of the groups of rats tested in the water-maze task after PBS (-CONT) or
LIDO (-INAC) infusion into groups further tested in the double-H maze after PBS (-CONT) or MSCI (-
INAC) infusion. As an illustration of how this table reads, from the 13 rats tested in the water maze
after control infusions into the medial prefrontal cortex (-CONT, mPFC), six were kept as controls (-
CONT, mPFC) and 7 were infused with MSCI (-INAC, mPFC) before double-H maze testing.

NB: The numbers of rats given in the table are those included in the final statistical analysis after
exclusion of rats with cannula misplacement (see corresponding paragraph in the result section).
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Figure 2

Schematic representation of the infusion sites on coronal sections through the prefrontal cortex, mPFC
(a) or the dorsal hippocampus, dHip (¢) in rats subjected to PBS (open circles) or MSCI (grey-filled
circles) infusions before the probe trials in the double-H maze. Coordinates are given in mm from
Bregma according to Paxinos and Watson (1998). Each infusion site corresponds to the location of the
tip of the infusion needle. (b) and (d) Photomicrographs showing a representative location of the
infusion site in the mPFC (b) and dHIP (d) on a brain section stained with cresyl violet (arrow on top
photograph) and of the diffusion of fluorescent muscimol on the same section (bottom; excitation 355
nm), scale bar = 1 mm. Dashed lines in (b) delineate the limits of the cingulated cortex, region 1 (Cg1),
the prelimbic cortex (PrL), the infralimbic cortex (IL), regions 1 and 2 of the motor cortex (M1, M2), the
forceps minor of the corpus callosum (fmi), the ventral orbital cortex (VO) and the claustrum (Cl).
Dashed lines in (d) follow the limits of the dorsal hippocampus and, therein, of the dentate gyrus (DG).
Hippocampal subregions are indicated by CA1 to CA3.

Lidocaine inactivation of the dHip, not of the mPFC, impaired retrieval of the

platform location in a water maze after drug-free learning
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In this experiment, all rats had been equipped with infusion devices before any
behavioral training. Starting one week post-surgery, they were given 4 daily trials
over 8 consecutive days to learn the location of an escape platform hidden in a water
maze. After a 1-day post-acquisition delay, they were tested in a probe trial. During
training, the distance to reach the platform declined over days (F7,343) = 70.76, p <
0.0001) showing progressive learning of the platform location (Fig. 3a). The statistical
analysis of the distance traveled by each rat during the acquisition phase revealed no
overall effect of Group (F349) = 1.72, ns), and there was no significant Group X Day
interaction (F1,343) = 1.24, ns). The analyses of the latencies yielded a similar pattern
of effects (not illustrated). All rats showed a decrease of thigmotactic behavior over
days (F(7,343) = 54.65, p < 0.001; not illustrated), with no effect of Group or interaction
between the two factors (Fz49 = 2.50 and F21343) = 1.21, ns, respectively). Thus,
learning was comparable among the four groups.

ANOVA of the time spent in the target quadrant during the probe trial (Fig. 3b)
showed a significant effect of Inactivation (F49) = 4.64, p < 0.05), of Region (F1,49) =
14.08, p < 0.01), and a significant interaction between the two factors (F1.49) = 4.78, p
< 0.05). Post hoc comparisons showed that only dHip-INAC rats were impaired in
comparison with their controls, or with each of both other groups (p < 0.05).
Comparison of performance in each group with chance level further supported the
presence of a deficit in only dHip-INAC rats. Indeed, performance significantly
exceeded chance in mPFC-CONT, mPFC-INAC and dHip-CONT rats (p < 0.05), but
did not differ from it in dHiP-INAC ones. Analysis of the number of annulus crossings
confirmed a performance deficit restricted to dHip-INAC rats (Fig. 3c), as post hoc
comparisons showed that only dHip-INAC rats were impaired in comparison with their
controls (p < 0.05). During the probe trial, thigmotaxis and swim speed were not
significantly affected by the inactivation (not shown; see Fig. 3d for an illustration of
typical swim paths in the different groups).

Thus, following drug-free learning of the platform location in the water maze, which is
considered a typical hippocampus-dependent task, the capability to retrieve a spatial
memory was altered by the inactivation of the dHip, but left unaffected by that of the
mPFC. This observation is in complete accordance with earlier findings, thereby
strengthening their support (e.g., Lopez et al., 2012; Teixeira et al., 2006).
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Figure 3

Effects of dHip or mPFC LIDO inactivation on spatial memory retrieval in the hidden version of the
water-maze task. (a) Drug-free acquisition expressed as average distance to reach the platform (+
SEM) in the rats that were subsequently tested for a probe trial following bilateral LIDO (INAC) or PBS
(CONT) infusions. All rats were subjected to 4 daily trials over 8 consecutive days. There was no
significant difference among the 4 groups on the last 4 days. Mean performance (+ SEM) during the
probe trials were expressed as percent time in the target quadrant (b) and number of crossings in the
target area (c). The dashed line in (b) represents chance level (i.e., 25%). Statistics: * significantly
different from chance (i.e., 25%), p < 0.05; # significantly different, p < 0.05. All rats but dHip-INAC
ones remembered the platform location and concentrated their searches in the target quadrant where
the platform was located during acquisition. Representative swim paths are shown in (d). The
examples are from a rat that showed the best performance, i.e., highest percentage of time spent in
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the target quadrant (left), and from a rat showing performance closest to the group mean (right) in
each structure group. Abbreviations: dHip-CONT, PBS in the dorsal hippocampus; dHip-INAC, LIDO
in the dorsal hippocampus; mPFC-CONT, PBS in the medial prefrontal cortex; mPFC-INAC, LIDO in
the medial prefrontal cortex.

Muscimol inactivation of the dHip or the mPFC both disrupted performance in
the double-H maze probe trial after drug-free learning

One week after the probe trial in the water maze, we started drug-free training in the
double-H maze. This training was organized over two 2-day periods, each ending up
with a probe trial after a 1-day rest (see Fig. 1c). Before each probe trial, rats were
subjected to muscimol or PBS infusions into the dHip or the mPFC. During training,
the distances swum and latencies before reaching the platform shortened over days
(F3,144) = 118.96 and 118.97, respectively, p < 0.0001), indicating learning (Fig. 4a,b).
There was no significant difference among the four groups, as attested by the
absence of significant Group (F3 48 = 0.38 and 0.46, ns) and Group x Day interaction
(Fo,144) = 0.58 and 0.35, ns) effects. The swim velocities (Fig. 4c) and their increase
over days were comparable among all groups (Fg,144) = 1.23, ns).

The very first 2-movement swim sequence displayed in the first probe trial consisted
in a succession of right and left turns, leading rats to the N arm, in 79% rats, while
11% swam directly to the former location of the platform (i.e., NE arm), the other
ones reaching another arm, with no significant difference among groups (Chi?
statistic). For the second probe trial, they were more than 67% to show such
behavior, less than 10% to show a direct swim to the former platform location (i.e., to
the NE arm); the other rats swam to the SE or S arms. This behavioral pattern did not
differ significantly among mPFC-CONT, mPFC-INAC, dHip-CONT and dHip-INAC
groups, whatever the probe trial (Chi? statistic). However, in terms of quantitative
variables, clear-cut differences emerged during probe trials, especially during the
second one (Fig. 4d-g). The 2 X 2 X 2 ANOVA of the time spent in the place target
(NE) showed significant Inactivation (F14g = 21.22, p < 0.001) and Probe trial (F 4
= 549, p < 0.05) effects. None of the interactions was significant. Multiple
comparisons showed that the inactivation induced a marked deficit, whatever the
region, as compared to control rats, which showed able to search for the platform in
the appropriate target, especially during the second probe trial. Indeed, in mPFC-
CONT and dHip-CONT rats, performance was significantly above chance (p < 0.05),
whereas in mPFC-INAC and dHip-INAC rats, it was not different from chance. mPFC-
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CONT rats were the only ones to also show above-chance performance in the first
probe trial. The analysis of the time spent in the response target (N) showed
significant Region (F1,48 = 5.19, p < 0.05), Probe trial (F1,48 = 4.17, p < 0.05) and
Region X Probe ftrial interaction (F14¢) = 12.46, p < 0.01) effects, but no overall
Inactivation effect (F14¢) = 0.00, ns) nor any other significant interaction with
Inactivation. These effects were essentially due to mPFC rats, whether infused with
PBS or MSCI, performing significantly below chance level during the second probe
trial in this arm. In the two other groups performance did not differ from chance,
whatever the probe trial. Finally, the analysis of the place visit index (Fig. 4f) showed
significant effects of Inactivation (F1,4s = 9.80, p < 0.01), Region (F1.48 = 4.44, p <
0.05), Probe trial (F(.48 = 5.20, p < 0.05), and Region X Probe trial interaction (F 4s)
= 4.20, p < 0.05) effects. No other interaction was significant. These effects can be
explained by performances which, in the second probe trial, were significantly above
chance in both control groups, and did not differ thereof in the rats subjected to the
inactivation. Swim tracks from a representative rat of each group are shown in Fig.
4q9.

Thus, following two learning days, rats from the two control groups did not search for
the platform as accurately as after two additional learning days. The inactivation of
the mPFC or of the dHip both disabled searching in the appropriate arm.
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Figure 4

Effects of dHip or mPFC MSCI inactivation on performance in the double-H maze task. Drug-free
acquisition expressed as average latency (a) and distance (b) to reach the platform (+ SEM), as well
as swim velocity (c¢). All rats were subjected to 4 daily trials on days 1, 2, 4 and 5. On days 3 and 6,
they were given a probe trial after bilateral infusion of MSCI (INAC) or PBS (CONT). Probe trial
performance is expressed as the time spent in the place target arm (NE arm) (d), the time spent in the
response arm (N arm) (e), and as a place visit index (f) (see details in the method section).
Representative swim paths are shown in (g) for each group; the letter “x” indicates where the rat was
taken out of the maze at the end of the 60-s probe trial. Abbreviations: CONT, PBS infusion; INAC,
MSCI inactivation; mPFC, medial prefrontal cortex; dHip, dorsal hippocampus; N, north; NE, north-
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east; NW, north-west; S, south; SE, south-east; SW, south-west. Statistics: # significant difference, p <
0.05; * significantly different from chance level (indicated by hatched line in d-f), p < 0.05.
Experiment 2: inactivation of the ReRh did not impair performance in the water
maze probe trial, while altering performance in the double-H maze

Location of the infusion sites and diffusion radius of the drug.

Almost all infusion sites were found to be localized in the ReRh, for most between
anteroposterior coordinates -1.8 to 2.6 mm from Bregma (Fig. 5a). Figure 5¢ shows a
typical example of MSCI diffusion after intra-ReRh infusion of fluorescent MSCI
(compare with cresyl violet-stained section in Fig. 5b). The MSCI extented to the Rh
nucleus. After removal of 6 rats, because of a misplaced cannula, group sizes were
as follows: in the water maze experiment, Ngern-cont = 10, NRern-nac = 13; in the

double-H maze experiment, NReRrh-cONT = 11, NRern-INaC = 12.

a P ReRh
-1.80mﬁ1 -2.30mm
o B
/ % -é.12mm ' -2.56mm
& o
b N i .
a8
o

Figure 5

(a) Schematic representation of the infusions sites on coronal sections through the midline thalamus in
rats subjected to PBS or MSCI infusion before the probe trial. Behavioral performances are shown in
Figures 6 and 7. Coordinates are given in mm from Bregma according to Paxinos and Watson (1998).
Each infusion site is represented by open circles (PBS) or grey triangles (MSCI), the centre of which
corresponds to the location of the tip of the infusion needle. (b) Photomicrograph showing a
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representative location of the infusion site on a brain section stained with cresyl violet, scale bar = 1
mm. (¢) Distribution of the fluorescent muscimol solution into ReRh. Scale bar = 500 um. The diffusion
area appears in red under a fluorescence microscope (excitation 544 nm). Dashed lines delineate the
limits of the reuniens nucleus (Re), perireuniens (pRe), submedius nucleus (Sub) interanteromedial
nucleus (IAM), xiphoid nucleus (Xi), mammillothalamic tract (mt) and the third ventricle (3V). Rh stands
for rhomboid nucleus.

Lidocaine inactivation of the ReRh had no effect on retrieval of the platform
location in a water maze task after drug-free learning

As in experiment 1, starting one week post-surgery, the rats were first trained over 8
consecutive days to locate a hidden platform in the water maze. They were
subsequently tested in a probe trial with a 24 h post-acquisition delay. During
training, the distance to reach the platform declined over days (F7,182) = 26.36, p <
0.0001) showing progressive learning of how to reach the location of hidden platform
(Fig. 6a). The statistical analysis of the distance traveled by each rat during the
acquisition phase revealed no effect of Group (CONT vs. INAC; F26 = 0.51, ns),
and no significant Group X Day interaction (F7,1s2) = 0.42, ns). The analyses of the
latencies yielded a similar pattern of effects (not illustrated). All rats showed a
decrease in thigmotactic behavior over days (F,182 = 16.90, p < 0.001), with no
effect of Group (F(126 = 0.65, ns) (data not shown). Thus, there was equivalent
learning in both groups.

ANOVA of the time spent in the target quadrant during the probe trial (Fig. 6b)
showed no significant effect of Inactivation (F126 = 0.19, ns). Comparison of
performance in each group with chance level further supported the absence of deficit,
as both groups exhibited performance that was significantly above this level (p <
0.01). This conclusion was definitely confirmed by an analysis of the number of
annulus crossings (F1,26) = 0.48, ns; Fig. 6¢). During the probe trial, thigmotaxis and
swim speed were not significantly affected by Inactivation (not illustrated; see Fig. 6d
for an illustration of typical swim paths in both groups). Thus, following drug-free
learning of the platform location in a water maze, inactivation of the ReRh did not
alter the capability to retrieve a spatial memory usually presented as depending upon

the hippocampus.
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Figure 6

Effects of ReRh LIDO inactivation on spatial memory retrieval in the hidden version of the water-maze
task. (a) Drug-free acquisition was expressed as average distance to reach the platform (+ SEM) in
the rats that were subsequently tested for a probe trial following LIDO (INAC) or PBS (CONT) infusion.
All rats were subjected to 4 daily trials over 8 consecutive days. There were no significant differences
between the two groups. Mean performance (+ SEM) during the probe trial were expressed as percent
time in the target quadrant (b) and the number (+ SEM) of crossings in the target area (¢). The dashed
line in (b) represents chance level. * significantly different from chance (i.e, 25%), p < 0.05. (d)
Examples of detailed swim paths during the probe trial. Patterns are shown from rat showing the best
performance, i.e., highest percentage of time spent in the target quadrant (left), and from a rat showing
performance closest to the mean (right).

Muscimol inactivation of the ReRh disrupted performance in the probe trial of
the double-H maze after drug-free learning

During training, the distances swum and latencies before reaching the platform
decreased over days (Fze3 = 76.96. and 71,48, respectively, p < 0.0001), indicating
learning (Fig. 7a,b). There was no significant difference among the two groups, as
attested by the absence of significant Group (F121) = 0.08 and 0.11, ns) and Group x
Day interaction (Fze3 = 0.79 and 1.48, ns) effects. The swim velocities and their
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increase over days were comparable among the all groups (F@ze3 = 0.87, ns) (Fig.
7cC).

The very first 2-movement swim sequence displayed in the first probe trial consisted
in a succession of right and left turns, leading rats to the N arm, in 83% of rats, while
9% swam directly to the former location of the platform, the other ones reaching
another arm, with no significant difference among groups (Chi? statistic). For the
second probe trial, they were also 83% of rats showing such behavior (i.e., to go to
the N arm), less than 10% to show a direct swim to the former platform location (i.e.,
to the NE arm); the other rats swam to the SE or S arms. This behavioral pattern did
not differ significantly among ReRh-CONT and ReRh-INAC groups, whatever the
probe trial (Chi® statistic). However, in terms of quantitative variables, clear-cut
differences emerged during the probe trials, especially during the second one (Figs.
7d-f). The 2 X 2 ANOVA of the time spent in the place target (NE) showed no
significant overall Inactivation (F21) = 2.96, ns) and Probe trial (F21) = 2.29, ns)
effects (Fig. 7d). The interaction between both factors was significant (F 21y = 5.73, p
< 0.05). Multiple comparisons showed that the inactivation induced a marked deficit
as compared to control rats during the second probe trial (p < 0.01). In ReRh-CONT
rats, performance of the second probe trial was significantly above chance (p < 0.05),
whereas in ReRh-INAC it was not. The analysis of the time spent in the response
target (N) showed no significant Inactivation (F21) = 0.80, ns) and Probe trial (F 21
= 0.06, ns) effects, and the interaction between the two factors was not significant
(Fa,21) = 0.13, ns) (Fig. 7e). Performance in ReRh-INAC rats was significantly below
chance level. Finally, the analysis of the place visit index (Fig. 7f) showed a
significant effect of the Inactivation (F21) = 6.12, p < 0.05). ReRh-CONT rats were
significantly better than their counterparts and, contrary to the latter, showed
performance that was significantly higher than chance level. Swim tracks from a
representative rat of each group are shown in Fig. 7g.

Thus, following two learning days, rats from the two groups did not search for the
platform as accurately as did the ReRh-CONT rats after two additional learning days.
The inactivation of the ReRh clearly disabled searching in the appropriate arm.
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Effects of ReRh MSCI inactivation on performance in the double-H maze task. Drug-free acquisition
was expressed as average latency (a) and distance (b) to reach the platform (+ SEM), as well as swim
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velocity (¢). As in experiment 1, all rats were subjected to 4 daily trials on days 1, 2, 4 and 5. On days
3 and 6, they were given a probe trial after bilateral infusion of MSCI (INAC) or PBS (CONT). Probe
trial performance was shown as the time spent in the place target arm (NE arm) (d), time spent in the
response arm (N arm) (e), and as a place visit index (f). Representative swim paths were shown in (g);
the letter “x” indicating where the rat was taken out of the maze at the end of the 60-s probe trial. For
abbreviations see legend of Figure 4, ReRh = reuniens and rhomboid nuclei of the ventral midline
thalamus. Statistics: # significant difference, p < 0.05; * significantly different from chance level
(indicated by hatched line in d-f), p < 0.05.

Discussion

Using the water maze, we confirmed that reversible inactivation of the dHip disrupts
retrieval of a recently acquired spatial memory. As can be expected from the
literature, this effect was mimicked neither by mPFC nor by ReRh inactivation. In the
double-H maze, however, we show for the first time that the inactivation of the ReRh
induces performance alterations which are closely mimicked by dHip or mPFC
inactivation. Such dissociations among tasks/regions demonstrate that while the dHip
— not the mPFC or ReRh — is essential for retrieving a recently acquired spatial
memory, all three structures participate, most probably in a cooperative way, in
behavioral adaptations to negative feedback requiring a shift from a response
strategy, which was affected by none of the inactivations, to a strategy engaging the
use of a memory for place. The fact that inactivation of the mPFC and ReRh had no
detectable effects on water maze performance suggests that, in the double-H maze,
it is not the spatial memory system per se which is affected by the inactivation of the
ReRh, but most probably the process triggering the shift from the inappropriate to the
appropriate strategy. This cognitive operation might require a coordinated interaction
between the mPFC, as the potential set-shifting structure, and the dHip, as the
spatial memory substrate. Given the reciprocal connectivity of the ReRh with both
structures, we propose a role for the ReRh in the regulation of strategy shifting
underlying behavioral flexibility and thus adaptations to modifications of

environmental demands.

Hippocampal, not medial prefrontal or reuniens-rhomboid nuclei inactivation
alters spatial memory retrieval in the water maze

As concerns mPFC and dHip inactivation effects and as long as recent memory is
concerned, our data from the water maze task are fully in line with the literature
(Broadbent et al., 2006; Klur et al., 2009; Lopez et al., 2012; Teixeira et al., 2006).
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Regarding the ReRh, Doleman van der Weel et al. (2009) found that its lesion did not
obliterate the ability to learn a water maze task and to subsequently remember the
platform location in a probe trial. Probe trial performance, however, was below that
observed in controls. To this difference the authors proposed a nonmnemonic
interpretation considering that rats with ReRh encountered problems in strategy
shifting. In the current study, we did not confirm this observation, as was also the
case in our former study which compared recent to remote memory recall after
permanent or reversible ReRh lesions (Loureiro et al., 2012). In both our studies,
probe trial performance tested either 1 or 5 days post-acquisition was extremely
similar in inactivated and control rats. The absence of spatial memory deficits in the
water maze probe trial provides a strong demonstration that the lidocaine- or
muscimol-induced inactivation of the ReRh neither disrupted cognitive processes
supporting recent spatial memory retrieval, nor produced arousal, sensorimotor, cue-
processing or motivation deficiencies impacting on performance (see also Loureiro et
al., 2012).

Inactivation of the prefrontal cortex, hippocampus, or ventral midline thalamus
induce comparable deficits in the double-H maze

The double-H maze is a novel device in which we recently validated a series of
response or place learning tasks, and checked their sensitivity to either amnestic
drugs or protocol manipulations (Cassel et al., 2012; Pol-Bodetto et al., 2011). In one
of these protocols, we trained rats from a constant start (S) to a constant target arm
(NE). When subsequently tested in a misleading probe trial (with a 60-cm translation
to the left of the start arm, as in the present experiments), most rats first engaged a
behavior driven by response memory, but then shifted to a behavior driven by place
memory, indicating a high degree of flexibility in their cognitive processing of the
situation (Cassel et al., 2012). In the current study, the training protocol was slightly
different from the one used by Cassel et al (2012). Rats had to use one out of two
efficient response sequences depending on the arm from which the trials were
started. For the probe trials, however, they had no constraint hindering the shift to
place memory-driven behavior. Furthermore, all rats were given two probe trials, one
after two training days (which were not sufficient to enable focused search in the
target arm) and another one after two additional days. Interestingly, in all three
control groups, the shift to place memory-driven behavior eventually occurred in the
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second probe trial, as control rats, whatever the infusion site, spent more time in the
former target arm than in the other ones, and therein performed significantly above
chance level. This focused search pattern was not observed after dHip, mPFC, or
ReRh inactivation, suggesting a disruption of either spatial memory processing or of
strategy shifting. The fact that dHip-INAC rats were also impaired in the water maze
suggests that these rats could have had trouble in retrieving the spatial memory in
both tasks. We have no arguments to exclude a genuine spatial memory retrieval
deficit in the double-H after dHip inactivation. The fact that mPFC-INAC and ReRh-
INAC rats performed normally in the water maze indicates that neither mPFC nor
ReRh contributes significantly to recent spatial memory retrieval, so that an
alternative interpretation must be proposed. In many experiments, it was shown that
functional alterations of the mPFC do not induce dramatic alterations of learning and
memory functions but rather affect the capability of shifting to the correct strategy
when task contingencies or environmental conditions are modified (e.g., Block et al.,
2007; Dias and Aggleton, 2000; Oualian and Gisquet-Verrier, 2010; Ragozzino et al.,
1999). Therefore, it is well possible that following mPFC inactivation, rats just
became unable to properly manage this shift to a place memory-based behavior
despite their intact memory for the training location of the platform. Why then the
same effects after ReRh inactivation? An adapted behavior supposes not only the
mPFC-dependent shift to be operated, but also the memory for place to be conjointly
retrieved, a process for which the hippocampus is important. In other words, the most
adapted behavior requires interactions between mPFC (for shifting) and dHip (for
memory retrieval). In all tasks requiring such interactions and in which the effects of
ventral midline thalamus lesion or inactivation have been explored, deficits were
found. Hembrook et al. (2012) found evidence for impaired delayed nonmatching to
position performance in operant chambers after ReRh inactivation, a task sensitive to
either mPFC or hippocampal lesions. These authors also reported that permanent
ReRh lesions altered win-shift performance in a radial maze, a task requiring
coordinated activation of mPFC and hippocampus (Hembrook and Mair, 2011).
Finally, we recently found that permanent ReRh lesions did not prevent water maze
acquisition or recent memory retrieval, but obliterated memory persistence (Loureiro
et al., 2012), for which cortico-hippocampal interactions are crucial (e.g. rev
Frankland and Bontempi, 2005). All these findings along with the current ones are in
complete agreement with neuroanatomical and electrophysiological findings. First,
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neurons from the reuniens and rhomboid nuclei have, among others, dense
overlapping terminal fields in region CA1 of the hippocampus and in the mPFC
(Vertes et al., 2006). A recent study even found a subpopulation of Re neurons with
axon collaterals in each terminal field (Hoover and Vertes, 2012). As there are direct
projections from the hippocampus to the mPFC, but no return projection from the
mPFC to the hippocampus, the ReRh thus appears as a crucial relay in cortico-
hippocampo-cortical interactions (see Figure 8). Second, Di Prisco and Vertes (2006)
reported that stimulation of the ReRh induced strong, monosynaptic activations in the
PFC (see also Eleore et al., 2011). Dolleman-Van der Weel (1997) had shown earlier
that stimulation of the Re induced activity changes in the CA1 region of the
hippocampus. Furthermore, Zhang et al. (2012) reported that systemic blockade of
NMDA receptors by ketamine produced a coherent increase of activity in both the
reuniens and hippocampus, and blockade of the reuniens by muscimol infusion
reduced the ketamine-induced changes in the hippocampus.

strategy place memory
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Figure 8

Proposed functional model of hippocampo-cortico-thalamic interactions underlying strategy-shifting in
the double-H maze test. The hippocampus (CA1), the medial prefrontal cortex (mPFC) and the
reunions/rhomboid nuclei (ReRh) of the ventral midline thalamus belong to a system characterized by
a connectivity encompassing direct projections from the hippocampus to the mPFC, without any direct
return projections, reciprocal connections of the ReRh with the mPFC and with the hippocampus, and,
in the Re, neurons having an axon projecting collaterals in each of the cortical and hippocampal
terminal fields (Hoover and Vertes, 2012). Our double-H maze data are compatible with a functional
model in which negative feedback may trigger a mPFC-dependent shift towards a hippocampus-
dependent strategy engaging a place memory. The crucial functional relay in this cooperation could be
one or both nuclei of the ventral midline thalamus, namely the reuniens nucleus or/and the rhomboid
nucleus.

Conclusions
Altogether, our current data indicate that, in the double-H maze, a behavioral
adaptation to a task contingency modification requiring a shift towards the use of a
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memory for location might operate in a distributed circuit encompassing the mPFC as
the possible shift-triggering (or inappropriate strategy inhibiting) structure, the
hippocampus as the substrate from where the place memory is retrieved, as well as
the ventral midline thalamus, and therein the ReRh, as a potential coordinator of this
processing. Therefore, the ReRh could be a crucial conductor of the dynamic
interactions between the mPFC and the hippocampus and thus a major subcortical
actor of behavioral flexibility. Beside their fundamental interest, these findings provide
a significant contribution to our understanding of the cognitive alterations
characterizing diencephalic amnesia associated with stroke or Korsakoff’'s syndrome.
Our results could also be of some interest regarding our interpretation of cognitive
symptoms seen in schizophrenia. Indeed, the Re was recently proposed as a
possible link of a loop contributing to the psychotic break in schizophrenic patients
(Lisman et al., 2010; Zhang et al., 2012). Finally, these results might shed further
light on our understanding of neurological or psychiatric diseases characterized by

symptoms of cognitive flexibility failures.
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Cette these avait pour objectif d’étudier I’implication de ’HPC ventral et des noyaux Re et Rh
du thalamus dans les processus cognitifs qui sous-tendant la mémoire spatiale. Par la mise en
ccuvre d’une technique d’inactivation fonctionnelle réversible par instillation intra-
hippocampique de lidocaine, nous avons pu mettre en évidence I’implication spécifique de
I’HPC ventral dans le rappel d’une mémoire spatiale de référence récente (24h et 5 jours) en
piscine de Morris, tout en confirmant le réle crucial de ’'HPC dorsal a la fois dans
I’acquisition et le rappel (Publication 1). De plus, nous avons montré, et ceci pour la premiere
fois, un role probable des noyaux Re et Rh du thalamus dans la persistance d’'une mémoire
spatiale chez le Rat. Cette hypothese est appuyée par des données que nous avons obtenus a
partir : 1) de la quantification de I’expression du gene précoce c-fos dans les noyaux Re et Rh
a deux délais post-acquisition (5 vs 25 jours) dans le test de la piscine de Morris ; 2) de
I’étude des conséquences d’une lésion excitotoxique des noyaux Re et Rh dans le méme test
de mémoire spatiale; et 3) des effets d’une inactivation fonctionnelle réversible par
instillation intra-thalamique de lidocaine, réalisée juste avant un test de rappel effectué soit a 5
ou 25 jours apres la fin de D'acquisition (Publication 2). Enfin, nous avons démontré
I’'implication des noyaux Re et Rh dans le labyrinthe du double-H, un test mettant en jeu la
mémoire spatiale, dépendant le I’HPC dorsal, et des capacités d’adaptations

comportementales, impliquant le mPFC (Publication 3).

1. Le rappel d’une mémoire spatiale nécessite I’engagement d’un réseau
distribué au sein de I’hippocampe

Depuis la publication d’une revue influente, écrite par Moser et ses collaborateurs en 1998,
I’'idée d’une ségrégation anatomique des fonctions hippocampiques avec un HPC dit « froid »,
impliqué dans les processus cognitifs, et un HPC dit « chaud », impliqué dans le traitement
des émotions, a donné lieu a de nombreuses expériences qui ont, en partie, validé cette
hypothese. Selon ces auteurs, ’'HPC dorsal serait impliqué de fagon privilégiée dans le
traitement et la rétention des informations spatiales alors que I’'HPC ventral serait plutot
impliqué dans le traitement des émotions. L’idée d’une implication différentielle de ces deux
sous-régions hippocampiques, dorsale pour la cognition et ventrale pour le traitement des

émotions, s’est appuyée sur trois arguments principaux. Premierement, les connexions
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anatomiques de I’HPC avec le cortex entorhinal se font selon un gradient dorso-ventral qui a
pour conséquence une arrivée vers I’HPC dorsal des principales informations sensorielles
corticales nécessaires au codage de I’'information spatiale (Fanselow et Dong, 2010 ; Witter et
Amaral, 2004). En effet, ’'HPC dorsal recoit des informations visuo-spatiales en provenance
de la partie dorso-latérale du cortex entorhinal. De plus, cette région du cortex entorhinal
possede des cellules de la grille beaucoup plus précises dans leur codage de 1’espace par
rapport aux cellules de la grille de la partie ventro-médiane du cortex entorhinal, une région
corticale connectée a I’HPC ventral. Ces caractéristiques anatomiques sont en adéquation
avec le fait que les cellules de lieu de I’'HPC dorsal posseédent des champs d’activité beaucoup
moins étendus, donc probablement plus précis, par rapport aux cellules de lieu de ’'HPC
ventral (Kjelstrup et coll., 2008 ; Maurer et coll., 2008 ; Moser et Moser, 1998 ; Poucet et
coll., 1994). Deuxiemement, la 1€sion de I’HPC dorsal entraine une diminution significative
des performances des rats dans le test de la piscine de Morris, ce qui n’est pas observé lorsque
I’HPC ventral est 1€sé (Moser et Moser, 1995). Ces résultats peuvent également €tre observés
dans le test du labyrinthe radial (Pothuizen et coll., 2004). Troisiemement, une lésion de
I’HPC ventral, et non de I’HPC dorsal, entraine des modifications du niveau d’anxiété des
animaux (Kjelstrup et coll., 2002). Ces observations a propos de I’implication fonctionnelle
de ’'HPC ventral sont confortées par des données neuroanatomiques, a savoir les connexions
de cette sous-région hippocampique avec I’amygdale, I’hypothalamus et 1’axe hypothalamo-
hypophyso-cortico-surrénalien, des régions et circuits neuroendocriniens bien connus pour
participer au traitement des émotions et aux effets physiologiques qui les accompagnent (Jay
et coll., 1989). Cependant, a c6té de ces différences, I’HPC dorsal et ’'HPC ventral partagent aussi
des similitudes, particulierement au niveau du fonctionnement de la boucle tri-synaptique intra-
hippocampique (Witter et Amaral, 2004). En effet, les connexions entre le gyrus denté, CA3 et
CA1 sont comparables du pdle septal au pdle temporal de I’'HPC. De plus, ’'HPC possede des
connexions intrinseques permettant aux sous-régions hippocampiques de communiquer entre elles
et de ce fait, susceptibles d’engager 1’intégralité de I’HPC dans un processus unique de traitement

des informations corticales, en particulier des informations de nature spatiale.

En ce qui concerne la mémoire, au moment ou nous avons commencé notre étude, certains
travaux suggéraient cependant que I’HPC ventral pourrait contribuer au traitement de
I’'information spatiale, en particulier au rappel de ce type d’information. En effet, plusieurs
travaux expérimentaux ont montré que ’HPC ventral seul peut permettre 1’apprentissage

d’une tiche de mémoire spatiale en piscine de Morris lorsque le protocole est adapté (De Hoz
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et coll., 2003). Dans I’étude de De Hoz et coll. (2003), les auteurs ont évalué les performances
de rats ayant des lésions partielles de 'HPC, laissant 20 a 40 % de la partie septale ou
temporale de I’HPC intacte. Pour ce faire, ils les ont testés en piscine de Morris en utilisant un
protocole de mémoire spatiale de référence identique a celui que Moser et Moser ont utilisé
dans leur travail publié en 1995 (8 essais par jour pendant 6 jours). Les performances relevées
dans ce test ont été comparées a celles de rats pour qui le protocole d’apprentissage était plus
long avec des essais plus espacés dans le temps (4 essais par jour pendant 8 jours). Les
résultats du test de rétention ont montré qu’en utilisant le second protocole, les animaux ayant
I’HPC ventral intact développaient une préférence de place pour le quadrant de la piscine dans
lequel se situait la plateforme lors de 1’acquisition de la tache. Ces données suggerent donc
que ’'HPC ventral est suffisant pour sous-tendre 1’apprentissage et la rétention d’une mémoire
spatiale de référence (De Hoz et coll., 2003). Par ailleurs, 1’étude de ’activation du gene
précoce c-fos montre que I’HPC ventral est activé de la méme maniere que I’HPC dorsal lors
d’un test de mémoire spatiale de travail (Vann et coll., 2000). De plus, Gusev et ses
collaborateurs (2005) ont montré une augmentation significative de 1’expression du gene
précoce Arc/Arg 3.1 au niveau de I’HPC ventral lors du rappel récent (24h) d’une mémoire
spatiale de référence. Ces auteurs ont également montré que cette augmentation ne persistait
pas dans le temps. En effet, lorsque les rats étaient testés a un délai plus long (1 mois),
I’expression du gene Arc/Arg3.1 dans I’'HPC ventral était significativement moins importante
que lors du test a 24h. Des données similaires ont été obtenues a partir d’une quantification de
I’expression du gene précoce zif268 ou d’une évaluation de la consommation de 2-
deoxyglucose, un marqueur de I’activité métabolique, au niveau de I’HPC ventral, dans des
tests évaluant la mémoire spatiale (Maviel et coll., 2004 ; Bontempi et coll., 1999).
Concernant I’implication de ’HPC ventral dans le rappel d’une mémoire spatiale en fonction
de I’ancienneté du souvenir, les données de la littérature concernant I’effet d’une 1lésion
different par rapport aux données d’imagerie cérébrale présentées ci-dessus. En effet, la 1ésion
de I’'HPC ventral chez le Rat affecte le rappel aussi bien a un délai récent (24h) qu’a un délai
ancien (au-dela d’un mois) dans un protocole de mémoire de référence en piscine de Morris
(Martin et coll., 2005), mais également dans un test de peur conditionnée au contexte ou au

son (Sutherland et coll., 2008 ; 2010).

Les expériences effectuées lors de ma premicre année de these (Publication 1) viennent
compléter ces données concernant I’'implication de I’HPC ventral dans le rappel récent d’une

mémoire spatiale de référence. En effet, 1’objectif principal de cette étude était d’examiner le
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role de I’HPC ventral par rapport a celui de ’'HPC dorsal, dans I’acquisition et le rappel d’une
mémoire spatiale de référence dans le test de la piscine de Morris. L’ originalité de notre étude
consistait a comparer, et ce pour la premiere fois dans une méme étude, le role des deux sous-
régions hippocampiques, a la fois sur I’acquisition et le rappel d’une mémoire spatiale de
référence, et cela en utilisant une approche d’inactivation fonctionnelle réversible par
instillation intra-cérébrale de lidocaine. Les études précédentes avaient, pour I’essentiel,
utilisé des 1ésions permanentes. Ainsi, nous avons mis en évidence I’implication spécifique de
I’HPC ventral dans le rappel d’une mémoire spatiale de référence en piscine de Morris aux
deux délais testés, soit 1 et 5 jours post-apprentissage. Nous avons pu établir que
I’inactivation de I’HPC ventral juste avant chaque session d’acquisition n’avait pas altéré les
performances d’apprentissage des animaux. De plus, nous avons confirmé le role essentiel de
I’HPC dorsal a la fois lors de I’acquisition et du rappel d’une mémoire spatiale de référence

(voir Figure 3, 5 et 6 de la Publication 1).

Ainsi, les données obtenues apres une inactivation des sous-régions hippocampiques juste
avant les tests de rétention confirment 1’existence d’un réseau distribué au sein de 1’HPC,
selon son axe longitudinal, impliqué dans le rappel d’un souvenir spatial. Lorsque ’'HPC est
intacte lors de I’acquisition, c’est I’ensemble de I"'HPC qui serait nécessaire au rappel d’une
mémoire spatiale, une proposition qu’avaient déja évoquée Moser et Moser en 1998.
Cependant, 1’acquisition de la tache est possible avec seulement I’une ou ’autre des sous-
régions hippocampiques, bien que de maniere moins efficace lorsque c¢’est ’'HPC dorsal qui
est temporairement inactivé ; en effet, les performances de rappel a 24h étaient altérées chez
les rats dont I’'HPC dorsal a été inactivé au cours de I’apprentissage, comparativement a celles
relevées chez les rats dont ’HPC ventral a été inactivé. Ces conclusions permettent de
supposer que lorsque I'une ou 1’autre région était inactivée, la partie hippocampique restée
opérationelle fonctionnait normalement et que la zone d’inactivation demeurait limitée a la
sous-région ciblée. La dissociation que nous avons observée quant aux effets d’une instillation
de lidocaine dans les deux sous-régions hippocampiques avant chaque session d’acquisition
est un argument en faveur de la préservation du fonctionnement de I’HPC dorsal lorsque
I’HPC ventral était inactivé. En effet, I’inactivation de I'HPC ventral n’a pas eu de
répercussions sur les capacités des animaux a apprendre la localisation d’une plateforme en
piscine de Morris. Si linstillation de lidocaine dans I’HPC ventral avait entrainé des
perturbations du fonctionnement de I’HPC dorsal, nous aurions dii observer le méme profil de

perturbation apres I’inactivation de chacune des deux sous-régions hippocampiques. Or, tel
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n’a pas été le cas. Enfin, I’examen qualitatif de 1’étendue de la diffusion de la lidocaine par
’utilisation d’une solution contenant du bleu Evans a permis d’exclure une possible diffusion
de la substance dans I’HPC dorsal lorsque les instillations étaient réalisées dans I’HPC ventral
(voir Figure 2 de la Publication 1). Il est a noter toutefois qu’il n’est pas possible d’étre
certain que I’étendue de la diffusion de la lidocaine est strictement comparable a celle du bleu

Evans.

Hypotheése d’un continuum dorso-ventral lors du rappel d’une mémoire spatiale.

Nos données ne confirment pas I'idée d’une ségrégation anatomique stricte des fonctions
hippocampiques. Elles seraient plutdt compatibles avec celle d’un réseau distribué au sein de
I’HPC, au moins pour ce qui concerne la mémoire spatiale. Cependant, on ne peut exclure
I’hypothese d’un réle de ’'HPC ventral qui pourrait étre différent de celui de I’'HPC dorsal,
bien que I'inactivation des deux sous-régions hippocampiques ait perturbé de facon similaire
le rappel. Par leurs propriétés anatomiques et électrophysiologiques, chaque sous-région
pourrait étre engagée dans une composante distincte du processus de rappel d’un souvenir.
Ainsi, ’opération consistant a localiser un endroit précis de méme que les processus de
navigation pourraient impliquer plutét ’HPC dorsal, et notamment les cellules de lieux
présentes dans cette région. Par contre, le contrdle comportemental nécessaire a une bonne
réalisation de la tache pourrait impliquer préférentiellement I’HPC ventral. Ainsi, les
connexions entre I’HPC et les régions cérébrales qui participent au contrdle comportemental
nécessaire a la réalisation d’une performance mnésique montrent un gradient inverse a celui
observé avec le cortex entorhinal et la précision du traitement des informations spatiales. En
effet, les connexions avec le mPFC, le noyau accumbens, le striatum médiodorsal,
I’amygdale, I’hypothalamus et les modulations de la transmission dopaminergique via I’aire
tegmentale ventrale se font principalement avec la partie ventrale de I’HPC et non avec sa
partie dorsale (Andersen et coll., 2007 ; Bast, 2007). En accord avec ces données
anatomiques, de nombreuses fonctions impliquées dans le controle comportemental incluant
I’activité locomotrice et les processus liés a la peur et I’anxiété sont plus fortement modulées
par des manipulations (Iésions ou inactivations) de I’'HPC ventral par rapport a des
manipulations du méme ordre de I’HPC dorsal (Bast, 2007 ; Bannerman et coll., 2004 ; Bast
et Feldon, 2003). De plus, I’activité neuronale corrélée a 1’anxiété et a 1’intégration d’une
récompense est plus prononcée dans la partie temporale en comparaison a la partie septale de
I’HPC. Pour résumer (voir Figure 30), alors que I’HPC dorsal, notamment par 1’intermédiaire

de ses interactions avec le cortex entorhinal dorsolatéral, participerait de fagon privilégiée aux
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traitements et a la rétention d’information spatiale, I’HPC ventral serait plus impliqué dans le
controle comportemental impliquant des fonctions sous-tendues par le mPFC, des régions
sous-corticales et la transmission dopaminergique via des projections vers 1’aire tegmentale

ventrale (Bast et coll., 2007 ; Bast, 2011).

a b

Hippocampe CE dorselatéral
dorsal
Precision du
trattement de .
I'infermation spatiale Hippocampe
ventral

Controlz comportemental.,
ratieent des enoiions

mPFC, amygdale,
noyau accumbens,
hypothalamus

Figure 30. Continuum dorso-ventral dans les processus cognitifs qui sous-tendent la mémoire spatiale. (a)
L’hippocampe dorsal (en bleu) est impliqué de facon privilégiée dans la navigation spatiale alors que
I’hippocampe ventral (en rouge) est plus connu pour son rdle dans le contrdle comportemental et le traitement
des émotions. (b) Ces distinctions fonctionnelles sont sous-tendues par des gradients de connexions anatomiques
montrant une densité importante de connexions entre le cortex entorhinal (CE) dorsolatéral (relayant les
informations visuo-spatiales) et I’hippocampe dorsal et un gradient inverse pour ce qui concerne les connexions
entre 1’hippocampe ventral et les régions impliquées dans le contrdle comportemental et le traitement des
émotions.

La connexion unidirectionnelle de I'HPC ventral vers le mPFC est particulicrement
intéressante dans le cadre de cette discussion. En effet, certaines cellules du mPFC ont pour
particularité de coder I’emplacement d’objectifs au sein d’un environnement exploré par un
animal (Hok et coll., 2005). Cette capacité du mPFC a encoder 1’objectif que le rat doit
atteindre est un processus indispensable pour planifier la trajectoire que 1’animal va suivre
lors d’un test de navigation spatiale. Récemment, Burton et ses collaborateurs (2009) ont
montré qu'une lésion de I’HPC ventral altere cette modulation de 1’activité des neurones du
mPFC en lien avec I’objectif a atteindre. Ainsi, dans notre étude, I'inactivation de ’'HPC
ventral a pu perturber le transfert d’information vers le mPFC, nécessaire pour une stratégie
de recherche efficace lors du test de rappel en piscine de Morris. L’importance des
interactions entre le lobe temporal médian et le cortex préfrontal, lors de ’encodage et du
recouvrement d’informations de type épisodique (sous-systeme de mémoire associé a un

contexte spatio-temporel précis), a également été démontrée chez I’Homme, et ceci dans

plusieurs tiches mnésiques (pour revue voir Siemons et Spiers, 2003). Enfin, au sein de
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I’HPC, un dialogue entre les deux sous-régions dorsale et ventrale est rendu possible par leurs
connexions intrinseques (Amaral et Witter, 1989), mais également par le biais de structures
extra-hippocampiques telles que les cortex périrhinal et postrhinal, ou encore ’amygdale, le
cortex préfrontal, voire le noyau reuniens du thalamus (Witter et Amaral, 2004 ; Vertes et
coll., 2007 ; Fanselow et Dong, 2010). L’altération fonctionnelle de ’'HPC ventral pourrait
donc perturber de fagcon directe ou indirecte le traitement de 1’information spatiale réalisé au
niveau de I’HPC dorsal. En conclusion, les particularités anatomo-fonctionnelles de ces deux
sous-régions hippocampiques pourraient favoriser 1’échange d’information de 1’une vers
I’autre, et par ce biais permettre la réalisation de fonctions cognitives complexes impliquant
des processus différents mais complémentaires. Nos données étayent donc 1’idée d’un
continuum dorso-ventral plutdt que celle d’une ségrégation stricte des fonctions
hippocampiques selon son axe longitudinal, au moins pour le rappel d’une information

spatiale, avec 1’idée que ces deux sous-régions puissent participer a des processus

complémentaires indispensables a une performance optimale.

2. Role des noyaux reuniens et rhomboide dans les processus cognitifs
nécessitant une interaction entre I’hippocampe et le cortex préfrontal
médian

2.1 Implication des noyaux Re et Rh dans la persistance d’'une mémoire spatiale de
référence
Les amnésies diencéphaliques faisant suite a des 1ésions du thalamus, comme par exemple,

celles qui caractérisent le syndrome de Korsakoff ou font suite a des accidents vasculaires
thalamiques, ont amené les chercheurs a s’intéresser aux noyaux thalamiques pouvant étre a
I’origine des amnésies diencéphaliques (voir par exemple : Aggleton, 2011 ; Aggleton et
Brown, 1999 ; Carlesimo et coll., 2011 ; Kopelman, 2002). Ces amnésies présentent des
similitudes avec les amnésies dites hippocampiques pour une partie (pour revue voir Aggleton
et Brown, 1999) ou avec celles liées a un dysfonctionnement du cortex préfrontal pour I’autre
(Savage et coll., 1997 ; Bailey et Mair, 2005 ; Mitchell et Dalrymple-Alford, 2005 ; Wolff et
coll., 2008 ; Moreau et coll., 2012). Les études cliniques ainsi que celles utilisant des modeles
animaux ont permis de mettre en avant I’implication d’une atteinte des noyaux antérieurs du
thalamus, ces derniers étant fortement connecté a I’HPC, mais aussi celle d’une atteinte des
noyaux intralaminaires du thalamus, connectés aux aires corticales, et en particulier au mPFC
(Berendse and Groenewegen, 1991 ; Van der Werf et coll., 2002), dans I’acquisition et la
persistance des souvenirs (Aggleton et Brown, 1999 ; Gold et Squire, 2006 ; Lopez et coll.,
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2009). Cependant, sur le plan neuroanatomique, les noyaux Re et Rh de la partie ventrale de
la ligne médiane du thalamus sont également bien positionnés pour influencer la
mémorisation de nouvelles informations, voire leur consolidation. Par leurs connexions
réciproques avec le mPFC d’une part, et ’HPC d’autre part (Vertes, 2002 ; Vertes et coll.,
2006 ; Hoover et Vertes, 2012), I’hypothése d’une implication de ces deux noyaux
thalamiques dans les processus mnésiques, et en particulier ceux qui sous-tendent la
consolidation d’une mémoire de type déclaratif au niveau des systemes, méritait d’étre testée.
En effet, selon les différentes théories de la consolidation systémique (pour revue voir
Frankland et Bontempi, 2005 ; Winocur et coll., 2010 ; Nadel et Hardt, 2011), la stabilisation
dans le temps d’une trace mnésique nécessite une réactivation des connexions hippocampo-
corticales. Ces réactivations, qui se produisent « off-line », principalement pendant le
sommeil, mais aussi pendant 1’éveil (Carr et coll.,, 2011; Born et Whilhelm, 2012),
conduiraient a un renforcement des connexions hippocampo-corticales initialement engagées
dans I’encodage des informations, puis cortico-corticales avec un désengagement progressif
de I’hippocampe en fonction de la nature et de I’ancienneté du souvenir. Ainsi, ces théories
suggerent I’existence d’un échange bidirectionnel d’informations entre I’HPC et le mPFC
(Frankland et Bontempi, 2005 ; Sutherland et coll., 2010 ; Winocur et coll., 2010). Cependant,
bien qu'une connexion directe, et donc monosynaptique, entre I’HPC ventral et le mPFC soit
bien décrite dans la littérature (Thierry et coll., 200 ; Vertes et coll., 2006), il n’existe pas de
connexion monosynaptique en retour du mPFC vers I’HPC. Ainsi, la position anatomique des
noyaux Re et Rh est un argument majeur quant a la possibilité pour ces deux noyaux d’influer
sur les processus de consolidation systémique. Cet argument est renforcé par des données
électrophysiologiques montrant que les noyaux Re et Rh ont un impact sur ’activité
neuronale des cellules de 'HPC et du mPFC. Par exemple, une stimulation tétanique des
neurones du Re peut engendrer un phénomene de plasticité synaptique a long terme (LTP) au
niveau des neurones de la région CAl de 'HPC (Bertram et Zhang, 1999). De plus, les
noyaux Re et Rh peuvent également moduler I’activité du mPFC. En effet, des stimulations
répétées des noyaux Re et Rh entrainent des phénomenes de facilitation, c'est-a-dire une
augmentation progressive de 1I’amplitude des potentiels de champs enregistrés au niveau du
mPFC, suite a une premiere stimulation (Viana di Prisco et Vertes, 2006 ; Eleore et coll.,
2011). Ainsi, les noyaux Re et Rh peuvent moduler a court et a long terme la plasticité
synaptique au niveau du mPFC et de I’'HPC, des étapes cellulaires nécessaires a la

stabilisation des souvenirs au niveau systémique (Redondo et Morris, 2011).
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Au moment ol nous avons débuté nos travaux, a savoir en 2009, peu d’études avaient abordé
le role des noyaux Re et Rh dans les fonctions mnésiques. Seules deux articles présentaient
des résultats concernant I’implication des noyaux Re et Rh dans les processus sous-tendant la
mémoire spatiale de référence testée a 24h. Ces études ont débouché sur des résultats menant
a des conclusions différentes. Ainsi, la 1€sion excitoxique des noyaux Re et Rh, réalisée avant
I’acquisition par Dolleman-Van Der Weel et ses collaborateurs (2009) n’a pas empéché les
animaux d’acquérir et de rappeler une représentation de I’emplacement d’une plateforme
cachée dans un test de mémoire de référence en piscine de Morris. On note toutefois qu’au
test de rappel, les performances étaient significativement inférieures a celles des animaux
controles. Apres une astucieuse analyse de la stratégie utilisée par les animaux lors du test de
rétention, les auteurs ont conclu a une implication des noyaux Re et Rh dans les changements
de stratégies, et plus particulierement dans la suppression d’un comportement inadapté, cette
fonction cognitive étant sous-tendue par le mPFC et ’'HPC ventral (Chudasama et coll.,
2012). Dans la seconde étude, Davoodi et ses collaborateurs (2009) ont utilisé une méthode
d’inactivation fonctionnelle réversible. Ils ont mis en évidence, disent-ils, une implication des
noyaux Re et Rh dans 1’acquisition, la consolidation et le rappel d’'une mémoire spatiale de
référence. Cette étude souffrait toutefois d’un probleme méthodologique majeur : si les rats
ayant subi I’inactivation étaient significativement moins performants que leurs témoins, les
performances de ces derniers ne différaient pas du hasard, traduisant donc un rappel nul. Qui
plus est, le dispositif utilis€ pour I’instillation apparaissait relativement grossier et avait
occasionné de sérieux dégats dans I’hippocampe dorsal comme dans d’autres noyaux
thalamiques, et ce chez tous les animaux. Il résulte de ces défauts que I’interprétation des

résultats apparait difficilement défendable.

Les résultats obtenus a partir des expériences réalisées au cours de ma theése apportent donc
les premiers arguments en faveur de I'implication spécifique des noyaux Re et Rh dans la
persistence d’une mémoire spatiale de référence chez le Rat (Publication 2) plutdt que dans un
processus d’acquisition ou de consolidation d’un souvenir récent. En effet, bien que la 1ésion
des noyaux Re et Rh n’ait pas altéré 1’acquisition de la localisation d’une plateforme dans la
piscine de Morris ou le rappel d’un souvenir récemment acquis (test effectué 5 jours apres la
fin de I’acquisition ; des résultats identiques mais non publiés ont été obtenus a un délai de 24
h), les animaux 1€sés ont été dans 1’incapacité de rappeler I’emplacement de la plateforme lors
du test effectué a 25 jours, démontrant une association entre la 1ésion des noyaux Re et Rh

avec la stabilisation et/ou le rappel a long terme d’un souvenir spatial (voir Figure 4 de la
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Publication 2). L’étude de I’expression du gene précoce c-fos au moment du rappel est en
faveur d’une implication de ces noyaux dans le rappel d’une information spatiale ancienne.
En effet, nous avons observé une augmentation significative de I’expression de la protéine c-
Fos chez les rats testés a 25 jours en comparaison aux rats testés 5 jours apres la fin de
I’acquisition (voir Figure 2 de la Publication 2). Cependant, 1’absence d’effet de 1’inactivation
des noyaux Re et Rh juste avant le rappel, quel que soit le délai post-acquisition, va a
I’encontre d’un rdle essentiel de ces noyaux thalamiques dans le processus méme de
recouvrement des informations (voir Figure 5 de la Publication 2). Si I’augmentation de c-Fos
observée dans notre étude reflete un engagement des noyaux Re et Rh lors du rappel a 25
jours, leur implication ne serait donc pas indispensable au vue des résultats obtenus a partir de
I’inactivation de ces noyaux. Cette hypothese est surprenante compte tenue du fait que I’'HPC
et le mPFC sont tous deux impliqués dans le rappel d’une mémoire spatiale au délai de 25
jours. En effet, par la mise en ceuvre d’une inactivation fonctionnelle réversible et la
quantification de la protéine c-Fos, I’'implication de ces deux régions a été démontrée au sein
du laboratoire dans un protocole de mémoire spatiale de référence en piscine de Morris
(Lopez et coll., 2012). Une autre explication pourrait étre que les noyaux Re et Rh soient bien
impliqués dans le rappel d’un souvenir spatial ancien mais que le degré d’inactivation par
instillation de lidocaine, a la concentration utilisée dans nos expériences, n’ait pas été
suffisant pour altérer les performances des animaux. Ce dernier point nécessiterait des
expériences complémentaires utilisant, par exemple, une concentration plus élevée de
lidocaine et/ou d’autres substances, telles que le muscimol ou le CNQX, pour compléter notre
approche avec des composés plus sélectifs par rapport aux neurones « résidents » au sens ol

ils ne toucheraient pas 1’activité des fibres en passage dans la ou les structures inactivées.

Ainsi, en considérant i) ’ensemble des données de la littérature sur le plan anatomique et
électrophysiologique pour les croiser avec nos propres observations démontrant une capacité
des neurones des noyaux Re et Rh d’influencer I’activité du mPFC et de I’'HPC, et ii) les
différentes théories de la consolidation systémique, 1’idée du role essentiel des noyaux
ventraux de la ligne médiane du thalamus dans les processus de consolidation mnésique parait
plausible. Cependant, des expériences complémentaires seront indispensables pour
comprendre quels sont les processus mnésiques et neurobiologiques qui ont été altérés chez
les animaux 1€sés et ainsi valider I’hypothese concernant I’implication spécifique des noyaux
Re et Rh dans le processus de consolidation. En effet, la lésion ayant été réalisée avant

I’acquisition de la tdche mnésique, cette approche ne semble pas la plus pertinente pour se
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mettre a 1’abri de la critique suivante : les rats auraient pu, du fait de la Iésion, apprendre la
tache d’une maniere différente de celle des témoins, et cette différence aurait pu influencer la
maniere dont I’'information serait ultérieurement consolidée. En effet, on ne peut pas exclure
que cette 1é€sion pré-acquisition a pu perturber ‘I’étiquetage’ des réseaux corticaux qui se fait
lors de I’apprentissage, une étape nécessaire a la réactivation ultérieure des réseaux

hippocampo-cortico et cortico-cortico permettant la stabilisation a long terme des

informations de type épisodique (Lesburgueres et coll., 2011).

Implication des noyaux non-spécifiques du thalamus dans la consolidation systémique

Les résultats obtenus a partir des expériences Iésionnelles, d’inactivations et de
quantifications de la protéine c-Fos apportent des arguments en faveur d’une implication des
noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus dans la persistance a long terme d’une
mémoire spatiale. Ces données completent les résultats obtenus récemment au laboratoire a
propos de I’implication des noyaux intralaminaires (ILN) du thalamus dans la persistance
d’un souvenir spatial (Lopez et coll., 2009). Dans I’étude de Lopez et coll., les animaux ayant
subit préalablement une lésion des ILN étaient entrainés a 1’aide d’un protocole identique a
celui que nous avons utilisé pour nos rats ayant subi une lésion des noyaux Re et Rh. Les
résultats obtenus dans 1’étude de Lopez et coll. (2009) sont similaires a ceux que nous avons
observés apres une atteinte des noyaux Re et Rh (Figure 31). En effet, la 1ésion des noyaux
intralaminaires du thalamus a détérioré les performances de rappel des rats au test de rétention
effectué 25 jours apres la fin de 1’acquisition, alors que les performances d’acquisition et de
rétention a 5 jours n’étaient pas différentes de celles des animaux témoins.

Partormances obtenues lors du test
de rappel en piscine de Motrts

ILN Re/Rh

Bonne — = Bonne — .\l

Llauvarse — Llauvarse —

S jours 25 jours S jours 25 jours

B Groupetémom

Figure 31. Effets d’une 1ésion des noyaux intralaminaire (ILN) et des noyaux Re et Rh du thalamus sur les
performances de rappel obtenues a deux délais post-acquisition (5 et 25 jours) en piscine de Motris.
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Ces deux groupes de noyaux, les ILN comprenant notamment les noyaux para-centraux et
centro-latéraux, ainsi que les noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus (les noyaux
Re et Rh) appartiennent aux noyaux dit non-spécifiques du thalamus. Ces différents noyaux
thalamiques sont bien connus pour leurs implications dans les processus d’attention, de
conscience et de motivation, notamment via leur connexions avec le cortex cingulaire
antérieur (Van der Werf et coll., 2002 ; Llinas et Steriade, 2006) et les noyaux du tronc
cérébral impliqué dans la régulation des états de vigilance (Van der Werf et coll., 2002),
possedent des connexions relativement diffuse vers différentes aires corticales et sont
impliqués dans la synchronisation de I’activité corticale (Miller 1996 ; Jones, 2001 ; Llinas et
Steriade, 2006). Ces caractéristiques sont particuliecrement intéressantes dans le cadre de la
consolidation systémique dans la mesure ou la stabilisation des informations nécessite la
réactivation des réseaux de neurones corticaux ayant été engagés lors de I’encodage (Sirota et
coll., 2003 ; Battaglia et coll., 2011). Ainsi, d’apres nos données expérimentales et celles de la
littérature, les noyaux intralaminaires et les noyaux Re et Rh du thalamus pourraient étre
impliqués dans la stabilisation des informations, tres probablement via leurs implications dans
la régulation du flux d’informations arrivant au cortex et plus particuliecrement dans la
communication entre le mPFC et ’'HPC, un échange hippocampo-cortical indispensable a la

consolidation des informations au niveau des systemes cérébraux.

2.2. Implication des noyaux Re et Rh dans le changement de stratégie et la flexibilité
comportementale

Un certain nombre d’expériences évaluant les effets d’une altération du fonctionnement du
mPFC ont montré que cette altération ne perturbait pas I’apprentissage et la mémoire, mais
plutdt la capacité des rats a utiliser la bonne stratégie lorsque, par exemple, les animaux
doivent passer d’une stratégie allocentrique a une stratégie égocentrique dans un labyrinthe en
croix (Block et coll., 2007 ; pour d’autres tiches comportementales, voir : Dias et Aggleton,
2000 ; Oualian et Gisquet-Verrier, 2010 ; Raggozzino et coll., 1999). Tres récemment,
I’équipe de Chudasama et ses collaborateurs (2012) a mis en évidence que le controle de
I’inhibition comportementale impliquait a la fois le mPFC et ’'HPC ventral. Pour cela, les
auteurs ont évalué les conséquences d’une Iésion unilatérale du mPFC et de I’'HPC ventral soit
dans le méme hémisphere (ipsilatérale), soit dans les deux hémispheres (controlatérale). Ils
ont constaté que la déconnexion entre le mPFC et I’'HPC ventral a entrainé des
comportements impulsifs et compulsifs dans le test du temps de réaction sérielle a 5 choix (5-

choice serial reaction time task), un test évaluant I’attention visuelle soutenue et les processus

159



Discussion Générale et Perspectives

de controle inhibiteur du comportement. Dans une autre étude, les mémes auteurs ont montré
qu’une lésion du noyau Re du thalamus, connecté de facon réciproque au mPFC et a ’'HPC
ventral, entrainait des comportements impulsifs chez le rat, et ce dans la méme tache
comportementale (Prasad et coll., 2012). En ce qui concerne les noyaux de la ligne ventrale
du thalamus, dans 1’étude évaluant les effets d’une 1ésion excitotoxique du noyau Re dans un
protocole de mémoire de référence en piscine de Morris, Dolleman-Van der Weel et ses
collaborateurs (2009) ont montré que si la lésion n’avait pas empéché le rappel lors du test de
rétention, les rats avaient montré une approche différente de la tache. En effet, les animaux
1ésés recherchaient plus rapidement une nouvelle localisation de la plateforme lors du test de
rappel par rapport aux animaux contrOles. Ainsi, bien que les animaux aient eu des
performances supérieures au hasard, ils passaient significativement moins de temps dans le
quadrant cible. Les auteurs ont interprété ces résultats en faisant référence a des perturbations
de la capacité a changer de stratégie et en proposant que les rats avec une lésion du noyau Re
présentaient probablement une altération des mécanismes de contrle inhibiteur de leur
comportement. D’un point de vue comportemental, cela se traduisait, pour les rats 1ésés, par
une trajectoire initiale directe entre le point de lacher et I’emplacement de la plateforme.
Toutefois, apres cette navigation parfaitement correcte, les rats 1€sés persistaient moins dans
leur recherche de la plateforme que ne le faisaient les rats témoins. Cette interprétation est a
mettre en lien avec les connexions du noyau Re avec le mPFC, mais aussi ’'HPC ventral,
deux structures impliquées dans 1’inhibition d’une stratégie inadéquate (Floresco et coll.,

2008 ; Chudasama et coll., 2012).

Les données que nous avons obtenues concernant I’implication des noyaux Re et Rh dans le
test du double-H semble effectivement confirmer 1’existence d’un réle de ces noyaux dans des
taches nécessitant une flexibilité comportementale engageant a la fois ’'HPC et le mPFC.
Récemment validé au sein du laboratoire (Pol Bodetto et coll., 2011 ; Cassel et coll., 2012),
I’originalité de ce test est de permettre d’étudier avec un méme protocole, 1’utilisation d’une
stratégie égocentrique ou allocentrique dans une tache consistant a retrouver une plateforme
immergée. Mais surtout, elle permet d’explorer dans quelle mesure un rat a la capacité de
passer de la premiere a la seconde lorsqu’une modification du point de lacher rend la stratégie
égocentrique inadaptée. Nous avons exploité cette particularit¢é dans ’optique de tester
I’implication des noyaux Re et Rh dans une tiche mettant en jeu a la fois la mémoire spatiale
(allocentrique) et la mémoire procédurale (égocentrique), mais surtout la nécessité pour le rat

de basculer d’une approche é€gocentrique de la tache vers une approche allocentrique. Le
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protocole que nous avons mis en place impliquait que les rats apprennent a utiliser deux
trajectoires différentes (tourner a droite puis a gauche ou tourner deux fois de suite a gauche)
en fonction du point de lacher dans le labyrinthe. Lors du test de rétention, les rats étaient
lachés dans une branche différente de celles utilisées lors de I’apprentissage de la tache (la
branche Sud-Ouest). Plus précisément, le nouveau point de laché correspondait a une
translation de 60 cm vers la gauche par rapport a I'une des branches utilisées pendant
I’acquisition (la branche Sud (S) dans notre expérience, voir Figure 1b et 1c de la Publication
3). Lors de ce test, la majorité des rats reproduisent d’abord le parcours appris a partir de la
branche S (droite-gauche), ce qui les conduit dans la mauvaise branche. Une fois I’erreur
intégrée, les animaux témoins se dirigent vers la branche-cible et y passent significativement
plus de temps par rapport au temps passé dans les autres branches du labyrinthe. Dans cette
expérience, 1’inactivation soit du mPFC, de 'HPC dorsal ou des noyaux Re et Rh par
instillation intracérébrale de muscimol a entrainé une incapacité des animaux a retrouver la
branche cible (Publication 3). Cependant, 1’analyse de la premiere branche choisie par ces
animaux a montré que I’utilisation initiale d’une stratégie égocentrique (les conduisant a une
erreur) n’a pas été perturbée. Ces données indiquent que, dans le test du double-H, c’est
I’adaptation comportementale a une modification de la tache (translation du point de laché de
60 cm) requérant un changement de stratégie d’utilisation des informations spatiales qui
nécessite 1’intégrité d’un circuit comprenant: 1) le mPFC, probablement impliqué dans
I’inhibition de la mauvaise stratégie et le passage a celle permettant de réussir la tache ; 2)
I’HPC dorsal, la structure fournissant les informations spatiales nécessaire a I’engagement de
la stratégie allocentrique ; et 3) les noyaux Re et Rh potentiellement impliqués dans la
coordination entre le changement de stratégie et I'utilisation de I’information spatiale (Figure

32).

Cortex Flexibilité comportementale Hi
, " . . ippocampe
préfrontal Changements de stratégies Informations spatiales dorsal
meédian Inhibition comportementale

N O/

Reuniens ¢t Rhomboide

Coordination
Synchronisation neuronale
Transfer d’mformations

Figure 32. Schéma récapitulatif des fonctions sous-tendues par le cortex préfrontal médian, I’hippocampe dorsal
et les noyaux Re et Rh, impliquées dans le test du double-H, et des relations anatomiques au sein de ce circuit.
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Fondée sur des données anatomiques, 1’hypothése proposée par Vertes (2006) a propos du
role des noyaux Re et Rh dans des fonctions cognitives engageant a la fois le mPFC et ’HPC
a été confirmée récemment par Hembrook et Mair (2011 ; 2012). Dans leurs deux études,
I’inactivation fonctionnelle des noyaux Re et Rh entrainait des perturbations du comportement
dans une tache de conditionnement opérant nécessitant I’intégrité de I’HPC dorsal et du
mPFC pour étre réalisée. En revanche, dans un protocole mis en ceuvre dans un labyrinthe
radial a 8 branches et pour lequel seul ’'HPC dorsal est indispensable, 'instillation de
muscimol ciblée sur les noyaux Re et Rh n’a pas entrainé de modification des comportements.
Les données présentées dans la Publication 3, obtenues dans le labyrinthe du double-H et la
piscine de Morris, sont une démonstration expérimentale supplémentaire confirmant
I’implication spécifique des noyaux ventraux du thalamus dans des processus cognitifs

nécessitant a la fois I’ HPC et le mPFC.

3. Conclusion

Les expériences réalisées a I’appui de ma these étaient fondées sur I’implication d’un circuit
hippocampo-préfronto-thalamique dans les processus cognitifs sous-tendant la mémoire
spatiale chez le Rat. Par I’utilisation de différentes méthodes (inactivations pharmacologiques,
lésion excitotoxique, imagerie cérébrale), j’ai pu contribuer: 1) a une meilleure
compréhension du rdle des deux sous-régions hippocampiques (dorsale et ventrale) dans le
traitement de I’information spatiale, avec une implication spécifique de I’HPC ventral lors du
rappel d’une mémoire spatiale de référence a des délais récents ; 2) a proposer, et ce pour la
premiere fois, un réle des noyaux Re et Rh du thalamus dans la persistance d’un souvenir
spatial ; et 3) a démontrer I’implication des noyaux Re et Rh dans une tache comportementale
nécessitant 'utilisation conjointe d’informations spatiales allocentriques, impliquant I’HPC
dorsal, et une flexibilité comportementale optimale, impliquant le mPFC. L’ensemble de ce
travail ouvre ainsi de nombreuses perspectives pour mieux comprendre le rdle des noyaux
non-spécifiques du thalamus dans les processus cognitifs perturbés chez I’Homme, comme
c’est le cas, par exemple, dans le syndrome de Korsakoff ou dans des amnésies

diencéphaliques consécutives a un accident vasculaire.
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4. Perspectives

4.1. Confirmer I’implication des noyaux Re et Rh du thalamus dans le processus de

consolidation d’une mémoire spatiale comparativement a celle d’une mémoire
contextuelle

Déja mentionnée plus haut dans cette discussion générale, la détérioration des performances
des rats lors du rappel d’un souvenir spatial ancien (25 jours) suite a une Iésion excitotoxique
des noyaux Re et Rh, réalisée avant 1’acquisition de la tache, ne permet pas de conclure avec
certitude quant au type de processus mnésique (acquisition, consolidation, rappel) altéré. En
effet, bien que les performances lors de I’acquisition n’aient pas été différentes de celles des
animaux témoins, les processus de plasticité synaptique permettant I’étiquetage des réseaux
corticaux impliqués lors de I’encodage, et nécessaires a la réactivation ultérieure de ces
derniers, a pu €tre endommagé. Lesburgueres et ses collaborateurs (2011) ont ainsi montré
que I’inactivation du cortex orbito-frontal lors de 1’acquisition empéchait le rappel d’une
mémoire a long terme (I mois). Ces auteurs ont montré également que le processus
d’étiquetage impliquait des mécanismes épigénétiques au sein du cortex orbito-frontal. Les
déficits observés apres 1€sions étaient associés a une détérioration des marqueurs de plasticité
synaptique (une baisse notamment de la densité des épines dendritiques) en lien avec la
consolidation a long terme. De par la position privilégiée des noyaux Re et Rh entre I’'HPC et
le mPFC, ces noyaux thalamiques pourraient &tre impliqués dans les modifications cellulaires
précoces au niveau des réseaux corticaux impliqués lors de I’encodage. Pour vérifier cette
hypothese, il serait intéressant d’étudier les effets d’une inactivation des noyaux Re et Rh
réalisée a différente moments de la période d’apprentissage, soit pendant I’acquisition, soit
juste apres l’acquisition sur plusieurs jours consécutifs (12 jours dans 1’expérience de
Lesburgueres et coll., 2011), et d’en étudier les effets sur le rappel a 25 jours, ainsi que sur la

plasticité corticale associée (par ex. comptage d’épines dendritiques).

Nos études concernant les noyaux Re et Rh ont été entierement réalisées en utilisant une tache
de navigation spatiale, la piscine de Morris. Par les connexions entre les noyaux Re et Rh
avec ’amygdale (et notamment le noyau basolatéral (BLA)), ’'HPC ventral et le mPFC, les
noyaux ventraux de la ligne médiane du thalamus pourraient également étre impliqués dans la
consolidation d’une mémoire émotionnelle, notamment si cette dernieére se rapporte au
contexte d’une expérience vécue. En effet, ces trois régions (BLA, HPC ventral et mPFC)
sont connues pour leurs implications dans des tests de conditionnement de peur a un contexte

ou a une odeur (Lauzon et coll., 2009 ; 2011 ; Sutherland et coll., 2010 ; Tan et coll., 2011).
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Ainsi, il conviendrait d’étudier les effets d’une 1ésion ou d’une inactivation précoce de ces
noyaux thalamiques sur la formation et le rappel d’un conditionnement de peur. Cette
expérience permettrait de savoir si les noyaux Re et Rh sont impliqués dans la consolidation
systémique de maniere générale, plutdt que plus spécifiquement dans celle de taches de
navigation spatiale. Elle permettrait également d’éclaircir le role des noyaux Re et Rh dans le
processus de recouvrement d’informations corticales a un délai ancien (25, 30 jours) par
rapport a une implication dans D’apprentissage de la tiche mnésique. Méme si nos
observations nous poussent a privilégier la these d’une participation des noyaux Re et Rh dans

les opérations-mémes qui sous-tendent le processus de consolidation a 1’échelle des systemes,

les autres pistes ne peuvent étre exclues pour I’heure.

4.2 Etude du circuit hippocampo-cortico-thalamique dans le cadre de la consolidation
systémique et de la mémoire spatiale chez le Rat

Mes travaux de these ont consisté a étudier séparément I’implication de I'une ou I’autre des
régions faisant partie du circuit hippocampo-cortico-thalamique dans la mémoire spatiale.
Dans la poursuite de ce projet de recherche, notamment en ce qui concerne le role des noyaux
Re et Rh dans les processus mnésiques et la cognition spatiale, il serait pertinent d’évaluer les
conséquences d’une lésion ou d’une inactivation des noyaux Re et Rh sur la plasticité
synaptique au niveau de I’HPC et du mPFC. En effet, Lesburgueres et ses collaborateurs
(2011) ont montré que la consolidation d’une préférence alimentaire est accompagnée par des
modifications structurales des neurones, notamment de la croissance d’épines dendritiques, au
niveau de 'HPC et du mPFC. De méme, Restivo et ses collaborateurs (2009) ont montré
qu’une lésion de I’HPC dorsal réalisé avant 1’acquisition d’un conditionnement de peur au
contexte entrainait une altération des performances de rappel lors d’un test réalisé 36 jours
apres l’acquisition de la tache. L’augmentation du nombre des épines dendritiques
normalement observé a ce délai dans le mPFC était absente, suggérant que la 1ésion de I’'HPC
dorsal a empéché, dans le mPFC, la plasticité synaptique nécessaire au processus de
consolidation. La 1ésion des noyaux Re et Rh entrainant des déficits comportementaux
similaires en piscine de Morris, une altération des marqueurs de plasticité synaptique, par
exemple de la GAP-43, une protéine pré-synaptique impliqué dans la potentialisation a long
terme (Routtenberg et coll.,, 2000), et des mécanismes épigénétiques sous-tendant la
consolidation au sein de I’'HPC et/ou du mPFC est treés probable. Cette possibilité mériterait

aussi une vérification expérimentale.
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4.3 Impact d’une lésion des noyaux Re et Rh sur Pactivité des cellules du mPFC et de
I’HPC impliquées dans la navigation

Toujours dans le cadre des interactions entre les noyaux Re et Rh avec I’'HPC et le mPFC, il
serait tout a fait intéressant d’étudier I’impact des 1€sions ou des inactivations de ces noyaux
thalamiques sur 1’activité cellulaire des neurones impliqués dans la navigation spatiale. En
effet, une seule étude, présentée trés récemment lors du congreés américain des neurosciences,
indique un effet de la Iésion des noyaux Re et Rh sur la modulation de la fréquence de
décharge des cellules de lieu de CA1 en fonction de la trajectoire de 1’animal, et ce lors d’un
test d’alternance dans un labyrinthe en 8 (Ito et coll., 2012). Pour comprendre les déficits que
nous avons observés dans le labyrinthe du double-H, il serait crucial de savoir si I’inactivation
des noyaux Re et Rh modifie également I’activité des cellules codant 1’objectif que 1’animal
doit atteindre, ce qui semble impliquer des cellules présentes dans le mPFC (Hok et coll.,
2005). Enfin, les noyaux Re et Rh, via leurs connexions vers le cortex entorhinal (Vertes et
coll., 2006), pourraient modifier I’activité des cellules de la grille présentes dans cette région
corticale et ainsi moduler un type de traitement des informations spatiales parvenant a et/ou

sortant de I’ HPC.
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