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RESUME

Contexte : L'ocytocine (OT) et la vasopressine (VP) modulent les comportements sociaux. Leurs réles ont été étudiés
indépendamment I'un de I'autre mais des effets combinatoires de ces deux peptides sont a envisager puisqu’ils sont tous les
deux libérés au cours des comportements sociaux. Dans le septum latéral (SL), une structure cérébrale intégrant des
informations sociales, I'ocytocine et la vasopressine sont libérées au cours des interactions sociales et modulent la
reconnaissance ainsi que la discrimination sociale.

Objectif : Comprendre la fonction duale de I'ocytocine et de la vasopressine mise en jeu lors des interactions sociales
dans un cadre physiologique et pathologique

Méthode : Chez la souris male, nous avons utilisé 'activité électroencéphalographique (EEG) comme marqueur et avons
caractérisé des traces EEG dépendantes de I'OT et de la VP. Nous avons manipulé le systeme OT et le systéme VP au sein du
septum au cours d’un protocole de reconnaissance/discrimination sociale en utilisant des outils pharmacologiques ou
optogénétiques. Des expériences d’électrophysiologie sur tranche ont permis de caractériser la réponse électrophysiologique
des neurones du septum latéral a I'application de chacun de ces peptides.

Résultats : L'étude de I'activité EEG nous a permis de discriminer des effets induits par I'action septale de I'OT et la VP
dans la bande de fréquence theta. Ces résultats suggerent que la VP serait libérée dans le septum au cours de la premieére
rencontre avec un juvénile alors que I’OT serait libérée au cours du processus d’habituation. La modulation de I'action de I’OT
et de la VP sur le SL démontre que |'activation des récepteurs V1a au cours de la premiére rencontre est essentielle a la
discrimination sociale tandis que I’activation des récepteurs a I'OT au cours du processus d’habituation permet de regain
d’intérét lorsqu’un nouveau juvénile sera présenté. Nous montrons aussi que I’OT et la VP modulent I'activité électrique de la
guasi-totalité des neurones septaux. La nature de ces modulations définit 3 catégories de neurones qui communiquent entre
eux via des signaux GABAergiques. Chez la souris Magel2KO, un modele murin de troubles des comportements sociaux, la
balance des effets septaux de I'OT et de la VP est altérée. Ceci suggere que cette régulation pourrait étre impliquée dans
certaines conditions pathologiques.

Conclusion : Ces résultats mettent en évidence qu'’il est essentiel, lorsque I'on étudie I'ocytocine, d’étudier le systeme
vasopressinergique. Avec cette approche, nous avons montré que l'activation séquentielle du SL par I'OT et la VP est
importante pour la régulation des interactions sociales. De plus, cette séquence d’évenements est altérée dans un modele
animal présentant des troubles sociaux.



ABSTRACT

Context : Oxytocin (OT) and vasopressin (VP) modulate social behaviors. The roles of OT and VP have been interrogated
so far in isolation whereas combinatorial effects are anticipated as both hormones are secreted during social behavior. In the
lateral septum (LS), a brain area processing behavioral social cues, OT and VP are released during social interaction and
modulate social recognition or discrimination.

Aim : To understand the dual function of OT and VP during social behavior in physiological and pathological conditions

Methods : In male mice, we used electroencephalographic (EEG) activity as a readout to characterize OT and VP
dependent electrophysiological signatures and their sequence. We manipulated OT and VP systems to LS during social
recognition/discrimination paradigm using pharmacology and optogenetic tools. Using slice electrophysiology, we
characterized electrophysiological responses of LS neurons to both of these hormons.

Results : Measurement of EEG theta activity allowed us to discriminate between OT and VP dependent LS modulation
and indicated that VP would be released in the LS during 1st encounter with a juvenile while OT would be released during the
habituation process. Modulation of OT and VP actions on the LS demonstrate that V1a activation during 1st encounter is
essential for social discrimination and OT receptor activation during the habituation process allows the regain of interest for a
new juvenile. We also demonstrated that OT and VP modulate electrical activity of almost all LS neurons. The nature of this
modulation define 3 neuronal categories that communicate with each other through GABAergic signalling. Magel2KO mouse,
which features social deficits, presents an altered balance of LS regulation by OT and VP. It suggests that this regulation could
be involved in some pathological symptomatology.

Conclusions : These results shed a light on the necessity to study vasopressin along with oxytocin. Doing this, we showed
that vasopressinergic and oxytocinergic activation of the LS are sequentially important during the social recognition paradigm.
Futhermore, this sequence of events is impaired in a mouse model featuring deficits of OT and social disabilities.
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1. L'ocytocine et la vasopressine : deux neuro-modulateurs centraux

1.1. Généralités sur I'ocytocine et vasopressine

1.1.1. Deux hormones peptidergiques

L'ocytocine et la vasopressine sont deux hormones dont les réles périphériques sont bien décrits.
L'ocytocine a été trés étudiée pour son role dans la parturition et I'allaitement et est utilisée pour déclencher
I"accouchement [1]. La vasopressine, aussi appelée hormone anti-diurétique (ADH), régule I'état hydrique et

la pression artérielle [2][3].

Ces deux hormones sont composées de 9 acides aminés (nonapeptides) et leurs structures sont
caractérisées par un pont disulfure formé par les cystéines situées en position 1 et 6. Les génes de |'ocytocine
et de la vasopressine sont situés a proximité I'un de l'autre sur le chromosome 20 chez 'Homme. Ces genes
sont tous les deux composés de 3 exons. L'ARNm issu de la transcription de ’ADN va coder pour des

précurseurs d’hormones: pré-pro-ocytocine et pré-pro-vasopressine [4].

La maturation de la pré-pro-ocytocine permettra I'expression de I'ocytocine et également d’une
protéine associée, appelée la neurophysine 1, qui sera présente dans les vésicules de sécrétion. Cette

derniére se lie a I'ocytocine [5] et joue le role de transporteur (fig 1).

La maturation de la pré-pro-vasopressine permettra |'expression de la vasopressine, d’une
neurophysine 2 de séquence trés semblable a la neurophysine 1 et qui joue le réle de transporteur de la
vasopressine, et d’une glycoprotéine appelée co-peptine (fig 1). Le role physiologique de cette derniere n’est
pas compris, mais elle est souvent utilisée pour les dosages plasmatiques chez 'Homme car elle est plus
stable que la vasopressine et son utilisation en tant qu’outil diagnostique est envisagée dans le cadre de
plusieurs pathologies [6]. Notons que chez le rat Brattelboro, une mutation dans la partie codante de la
neurophysine Il est responsable des défauts de transport de la vasopressine et du diabéte insipide observé

chez ces animaux [7].

1.1.2. Laproduction d’ocytocine et de vasopressine

1.1.2.1. Des hormones produites par les neurones magno- et parvo-cellulaires hypothalamiques

L'ocytocine et la vasopressine sont des hormones produites, principalement, au niveau de

I’hypothalamus.
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- par les neurones parvo-cellulaires du noyau para-ventriculaire (PVN) qui projettent vers le systéeme
porte de I'adénohypophyse ou ces hormones régulent la libération de différents facteurs endocrines
(ACTH et prolactine par exemple). Ces derniers réguleront les fonctions physiologiques telles que la
réponse au stress ou la lactation.

- par les neurones magnocellulaires du PVN, du noyau supra-optique (SON) et des noyaux accessoires
qui projettent dans le systéme sanguin de la neurohypophyse. Ceci permet leur acheminement

jusqu’aux tissus cibles situés en périphérie (utérus, canaux galactophores, reins, glande surrénale...).

Notons que certains types cellulaires retrouvés en périphérie peuvent produire de I'ocytocine et c’est
notamment le cas du corps lutéal [8] [9] ainsi que des membranes amniotiques et chorioniques [10]. De la
méme maniére, des organes périphériques peuvent produire de la vasopressine. C'est le cas de la glande
médullo-surrénale au sein de laquelle la production de vasopressine peut étre stimulée par I'application du

facteur de libération des corticostérones (CRF) [11].

1.1.2.2. Maturation et dégradation de I’ocytocine et de la vasopressine

La pré-pro-ocytocine, tout comme la pré-pro-vasopressine, comprend une séquence signal qui va
permettre a ces précurseurs de se rendre dans le réticulum endoplasmique ou ils seront pris en charge afin
de subir une maturation. Une peptidase va d’abord cliver la séquence signal. La pro-hormone convertase va
alors séparer |'ocytocine (ou la vasopressine) et la neurophysine. A ce stade, I'ocytocine comporte, en C-
terminal 3 acides aminés (Glycine, Lysine et Arginine) qui seront ensuite clivés par la carboxypeptidase E, une
glycoprotéine transmembranaire. L’alpha-amidating monooxygenase (PAM) va ensuite amider la partie C-
terminale du peptide et former I'ocytocine ou la vasopressine mature. Notons que cette étape d’amidation
n’a lieu qu’au cours de la vie post-natale pour I'ocytocine chez les rongeurs alors qu’elle a déja lieu au cours

de la vie embryonnaire pour la vasopressine [12] (fig 1).

Certaines études suggerent que des formes immatures de I'ocytocine pourraient étre sécrétées et
avoir des fonctions physiologiques. C'est notamment le cas de I'ocytocine-Gly-Lys-Arg qui favorise la
différenciation des cardiomyocytes [13] [14]. La libération de formes immatures peut étre controlée par des
processus physiologiques. Ainsi, on retrouve plus de formes immatures dans le sang de personnes traitées
aux oestrogénes ou de femmes enceintes [15]. Je n’ai trouvé aucune étude similaire concernant les effets de

formes immatures de la vasopressine.
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L’ocytocine et la vasopressine peuvent étre dégradées par les enzymes de la famille des ocytocinases
[16] (qui dégradent également les enképhalines, les dynorphines et I'angiotensine 1ll) mais aussi par d’autres
peptidases. Les ocytocinases sont des enzymes membranaires mais leur clivage par des métallo-protéases
peut induire leur sécrétion [17]. Ces enzymes sont retrouvées en périphérie mais également au sein du
cerveau chez 'Homme et les rongeurs [18]. La demi-vie de I'ocytocine et de la vasopressine dans ces deux
compartiments (2 minutes dans le sang et 20 minutes dans le liquide cérébrorachidien [19]) suggére que
I’action de ces enzymes est principalement périphérique. Néanmoins, dans les neurones magnocellulaires du
SON et du PVN, I'expression des ocytocinases augmente au cours de la lactation et elle limite le phénomene
d’auto-activation des neurones de I'hypothalamus [20]. D’autres processus physiologiques modulent
I'activité de cette enzyme. Ainsi, dans le cas d’un stress, I'activité de I'ocytocinase diminue dans la fraction
soluble de I'amygdale [21]. Notons que les produits de dégradation de la vasopressine, par exemple, peuvent

également activer les récepteurs de la vasopressine et induire une réponse calcique [22]

1.1.2.3. La libération axonale de ’ocytocine et de la vasopressine

Généralités

La libération d’ocytocine, comme celle de vasopressine, nécessite tout d’abord I’ancrage des
vésicules a corps dense a proximité du site de libération. Les vésicules pourront ensuite fusionner avec la
membrane plasmique via un mécanisme d’exocytose. Ces deux phases sont dépendantes du calcium et
peuvent étre induites par la présence de potentiels d’action au niveau des neurones ocytocinergiques ou

vasopressinergiques [23][24].

L'efficacité de la libération dépend de la fréquence des potentiels d’action et celle-ci est maximale
lorsque l'activité électrique présente des bursts séparés par de courtes périodes silencieuses [25][26]. Ce
mécanisme de facilitation de la libération s’explique notamment par une meilleure capacité a recruter le

calcium intracellulaire [27].

Les libérations périphériques d’ocytocine et de vasopressine sont dues aux neurones

magnocellulaires.
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Figure 1 : Maturation de I'ocytocine et de la vasopressine

Adapté de Grinevich et collaborateurs, Frontiers in Neuroanatomy, 2014 [28]
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Spécificités de l'ocytocine

a. Le principal stimulus physiologique induisant une sécrétion d’ocytocine est I'arrivée de la fin de la

gestation [29]. En effet, I'ocytocine permet la parturition.

b. Un autre stimulus induisant une sécrétion d’ocytocine qui a été tres étudiée est la tétée chez la

femelle lactante [30].

c. Physiologiquement, I'ocytocine est également libérée en situation de stress que ce soit :

- le stress physique, induit par une perturbation de I'"homéostasie. C'est le cas dans le cadre d’une
perturbation de I'osmolarité par exemple [31]
- le stress psychologique, induit par I'anticipation d’un stimulus nocif. C’est le cas lorsqu’un rongeur

explore un nouvel environnement ou dans les protocoles de peur conditionnée [32].

Quelle que soit son origine, le stress induit I'activation de I'axe hypothalamo-adéno-surrénalien ce qui stimule
le systeme sympathique. La noradrénaline issue de la médulla oblongata peut alors induire la libération
d’ocytocine [32]. Notons que l'ocytocine est également sécrétée en réponse a la nouveauté puisqu’une
administration (intra-péritonéale) d’antagonistes des récepteurs de |'ocytocine diminue I’"hypophagie induite

par la présentation d’'un nouvel environnement [33].

d. La stimulation tactile peut induire une libération d’ocytocine. Ainsi, des études au cours desquelles
I'ocytocine plasmatique a été dosée par radio-immuno-assay ont montré chez le rat anesthésié que les
caresses, tout comme la stimulation des fibres A responsables de la sensation de toucher, peuvent induire la
libération d’ocytocine. Il en est de méme pour les stimuli d’ordre douloureux ou la stimulation des fibres C
responsables de la transmission des informations nociceptives [34]. Cette libération met également en jeu
des neurones parvocellulaires qui agissent directement sur les neurones spinaux mais qui activent aussi la

production d’ocytocine par les neurones magnocellulaires [35].

e. Chez I’'Homme, la visualisation d’une vidéo a caractére émotionnel est suffisante pour induire une

augmentation de 47% de I'ocytocine sanguine dont I'origine est méconnue [36].

f. La libération d’ocytocine suit le cycle oestral. Ainsi, chez la femelle, la sécrétion augmente depuis

la phase d’oestrus jusqu’a la phase de pro-oestrus [37] [29].
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Spécificités de la vasopressine

La majeure partie des stimuli stressants induisent une libération périphérique de vasopressine.

a. La vasopressine est libérée dans le sang en réponse a un stress osmotique. Celui-ci est percu au
niveau d’osmorécepteurs hypothalamiques notamment [2]. Ainsi, les neurones vasopressinergiques du SON
répondent a une augmentation de la pression osmotique en doublant leur activité électrique [31] induisant
ainsi une libération de vasopressine. De fagon intéressante, la réponse a un stress osmotique constant est
une libération pulsatile de vasopressine. L'intensité du choc osmotique module la quantité de vasopressine

libérée a chaque pulse mais pas la fréquence de ceux-ci [38].

b. En cas de chute de la pression artérielle, la vasopressine va également étre libérée en périphérie.
En effet, 'angiotensine (Il et Ill) libérée suite a une chute de la pression artérielle augmente I'activité des
neurones magnocellulaires du PVN et du SON, induisant ainsi la libération de vasopressine dans le sang (pour

revue, voir [39]).

c. La libération de vasopressine est aussi induite en cas d’hypoxie [40]. Celle-ci peut étre détectée via
les chemo-récepteurs situés centralement (principalement au niveau de la medulla ventrolatérale rostrale et

sensibles au pH sanguin), au niveau des carotides (activés par une faible tension O,) ou des reins.

1.1.2.4. Récepteurs de ’ocytocine et de la vasopressine

Les récepteurs de I'ocytocine

L’ocytocine se lie a son récepteur avec une affinité nanomolaire (fig 2). Ce récepteur est couplé aux
protéines G : la liaison de I'ocytocine induit I'activation d’une protéine Gqg responsable de la stimulation de
la phospho-lipase C. Ceci induit un mécanisme de mobilisation du calcium intracellulaire (issu du réticulum)
dépendante du calcium (calcium induced calcium release) via |'activation de récepteurs de l'inositol tri-

phosphate (IP3) [41].
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Chez I'adulte, les récepteurs de I'ocytocine (OT-R) périphériques sont retrouvés principalement au
niveau du muscle utérin et des canaux galactophores chez les mammiferes. Ils sont alors responsables
respectivement de la contraction du muscle utérin lors de I'accouchement [42][43] et de I'éjection de lait au
cours de la lactation [44]. On retrouve également des récepteurs de I'ocytocine au niveau du systeme nerveux
périphérique ou ils jouent un réle dans le controle de la douleur [45] ainsi que dans le systéeme nerveux

central.

Il a aussi été démontré récemment que I'ocytocine pouvait se lier au récepteur-canal TRPV1 (EC50

de I'ordre de la micromolaire) induisant sa désensibilisation et un effet analgésique [46].

Les récepteurs de la vasopressine

Il existe 3 récepteurs de la vasopressine [47] dont les fonctions sont complémentaires :
- les récepteurs Vla et V1b [48] qui sont tous deux associés a la protéine Gq. La voie de signalisation
qu’ils induisent est la méme que celle décrite précédemment pour le récepteur de I'ocytocine.

- lerécepteur V2 qui est associé a la protéine Gs. Son activation induit une production d’AMPc.

Le récepteur Vl1a est principalement exprimé au niveau des vaisseaux sanguins dont il régule la
contraction [49]. On le retrouve aussi exprimé au niveau de tissus périphériques (foie, reins...) et du systeme
nerveux central [48][50].

Le récepteur V1b [51] est principalement exprimé par les cellules corticotropes de I'adénohypophyse
ou il régule la libération d’ACTH. Il est aussi exprimé par certains tissus périphériques (reins, thymus, coeur...)
et par le systeme nerveux central.

On retrouve le récepteur V2 fortement exprimé au niveau du rein mais aucune étude n’a démontré

d’expression centrale de récepteur V2 jusqu’ici.

Notons que dans le cerveau, des récepteurs V1a, V1b et OT-R sont exprimés.
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Figure 2 : Affinité de différents agonistes et antagonistes pour les récepteurs de I’ocytocine et de

la vasopressine de souris — communication des Dr Gilles Guillon et Rafik Marir
Les affinités indiquées ont été déterminées a partir :

- de cultures de cellules HEK293 pour les récepteurs de I'ocytocine et pour les récepteurs V1b

- de foie pour les récepteurs Vla

- derein pour les récepteurs V2

Affinités (nM) Statut pharmacologique OT-R Via Vib V2
ocytocine Hormone naturelle 0,83 20,4 36,3 93
vasopressine Hormone naturelle 1,8 1,3 0,3 0,3
TGOT Agoniste OT-R 0,04 >1.000 >10.000
Manning

Antagoniste V1a et OT-R 42,6 1,7 73,9
compound
Atosiban Antagoniste OT-R 1,3 >1.000 >1.000
OTA3 [52] Antagoniste OT-R 1,24 >10.000 >10.000
SR126678 Antagoniste OT-R et V1b 4 1117 29 1056
dLeu*Lys8vP Agoniste V1b 99 1993 1,4 60,7
SR149415 Antagoniste V1b 62 4329 1,5 3137
dDAVP Agoniste V2 et OT-R 46,7 2437 192 1,9
SR121463 Antagoniste V2 et V1a 1465 23 >10.000 3,4
Fe201874 Agoniste V1a et OT-R 20 40 184 597
SR49059 Antagoniste V1a et OT-R 13,2 0,9 116 697
LVA Antagoniste Vl1a 3,9 0,1 9,7
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1.1.3. Principales fonctions périphériques de I’ocytocine et de la vasopressine
1.1.3.1. L’ocytocine et son réle au cours de la parturition et de ’allaitement

L’ocytocine joue un role essentiel dans la mise-bas et dans I'allaitement. Afin que ces fonctions soient
assurées, le systeme ocytocine subit une maturation importante au cours de la gestation. Le nombre de
récepteurs de l'ocytocine augmente a la fin de la gestation au niveau du muscle utérin mais aussi
centralement. D’autre part, I'ocytocine libérée localement au niveau de I'hypothalamus, induit des
changements morphologiques des neurones ocytocinergiques, diminue la sensibilité de ces neurones au

GABA et change leurs propriétés électrophysiologiques [53] [54] [55].

Au cours de la parturition, I'action de I'ocytocine en périphérie facilite la libération de

prostaglandines ce qui amplifie les contractions du muscle utérin et facilite la mise bas [43].

L'ocytocine joue également un role essentiel au cours de l'allaitement. Des bursts d’activité des
neurones a ocytocine précédent I'éjection du lait [30]. Ainsi, chez la femelle allaitante, la succion déclenche
une libération d’ocytocine responsable de la contraction des canaux galactophores induisant une expulsion

du lait [44].

1.1.3.2. La vasopressine et la régulation de I’état hydrique

Suite a la détection d’une hyper-osmolarité plasmatique, la vasopressine est libérée en périphérie
via la neurohypophyse. Celle-ci va alors activer les récepteurs V2 situés au niveau du tube contourné distal
et du canal collecteur rénal. Leur activation induit la synthese et la translocation d’aquaporine 2 a la
membrane. Cette derniére est un canal qui laisse passer |I'eau et son expression permet une réabsorption

d’eau via la concentration de I'urine. Pour revue, voir [2].

1.1.3.3. La vasopressine et la régulation de la pression artérielle

La vasopressine est aussi libérée en cas de chute de la pression artérielle. Dans ce cas également, elle
va étre libérée via la neurohypophyse dans la circulation générale. Dés lors, elle atteindra les récepteurs Vl1a
situés sur les cellules musculaires lisses (ou éventuellement au niveau de I’'endothélium) et I'activation de ces

récepteurs induira la contraction des vaisseaux [56]. Ceci permet une normalisation de la pression artérielle.

Les récepteurs V1a jouent également un role dans la régulation du volume sanguin [57] via leur action

sur le systeme rénine-angiotensine-aldostérone et I'augmentation de I’excrétion d’eau via les urines [58].
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1.1.3.4. La vasopressine et la régulation hormonale du stress

La vasopressine joue un role complémentaire au facteur de libération de la corticostérone (CRF). En
effet, sa libération au niveau de I’éminence médiane induit la libération d’ACTH par les cellules corticotropes
de I'adénohypophyse. Cette derniére agira en périphérie au niveau de récepteurs cortico-surrénalien et
permettra la libération de glucocorticoides. Ainsi, la vasopressine est un acteur majeur de I'axe hypothalamo-

hypophyso-surrénalien, un axe essentiel a la régulation du stress.

La vasopressine peut également agir directement au niveau de la glande médullosurrénale et induit

alors la libération de catécholamines [11].

1.1.4. Une régulation du systétme ocytocine/vasopressine a long terme via des mécanismes
épigénétiques

Les mécanismes de modulation de Iactivité du systéme ocytocine/vasopressine décrits

précédemment conduisent a des modulations peu durables. Néanmoins, des mécanismes épigénétiques

peuvent induire des effets a long terme sur l'expression des récepteurs de l'ocytocine et/ou de la

vasopressine ou des peptides. Ces mécanismes pourraient étre impliqués dans la physiopathologie des

troubles du comportement [59].

Chez ’'Homme, un lien a été fait entre certaines modifications épigénétiques du gene codant pour le
récepteur de l'ocytocine (méthylation de I'ADN) et la perception des émotions (études d’imagerie par
résonnance magnétique (IRM) fonctionnelle) [60] ou encore des troubles sociaux de type autisme [61]. De
plus, un stress psychologique pourrait réguler les mécanismes épigénétiques touchant le gene du récepteur
de I'ocytocine. Son incidence dans la petite enfance pourrait conduire a une altération précoce de la fonction
ocytocinergique (la méthylation du promoteur est associée a une diminution des taux sanguins d’ocytocine
[62]) et a une altération des comportements sociaux [61]. Chez la souris, des études ont permis de montrer
que la méthylation du promoteur du géne codant pour le récepteur de I'ocytocine est impliquée dans la
régulation de son expression et que ce controle est régulé de maniére structure-spécifique [63]. De plus, les
méthylations ont lieu dans des zones de liaison de facteurs de transcription tels que le récepteur aux
oestrogenes alpha (ERalpha) [63] et la méthylation de ce site inhibe significativement la transcription de
I’ARNm codant pour le récepteur de I'ocytocine [64]. Ce résultat suggére que la modulation de I'expression
des récepteurs par des modulateurs tels que les oestrogénes dépendent des modifications épigénétiques

portées par le géne de ces récepteurs.
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La modification épigénétique du gene de I'ocytocine, elle aussi, a été impliquée dans la régulation de
la sociabilité chez I'Homme. Ainsi, une faible méthylation de I'’ADN est corrélée a une meilleure
reconnaissance des émotions faciales. De plus, notons que ces modifications épigénétiques peuvent avoir
des conséquences anatomiques puisque la méthylation du gene de I'ocytocine est inversement corrélée au

volume de matiere grise du gyrus fusiforme [65].

Le systéme vasopressinergique est également susceptible aux facteurs épigénétiques. Ainsi, la
séparation de la meére induit, chez les souriceaux, une augmentation de l'expression du gene de la
vasopressine associée a une diminution de la méthylation de séquences régulatrices. Ceci conduit a une
altération de la réponse au stress et de la mémoire [66] [67]. Ainsi, un stress périnatal conduit a un marquage
épigénétique du géne de la vasopressine qui induit une augmentation de son expression et a un impact sur
I'activité de I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien. Ceci pourrait expliquer, au moins en partie, la

susceptibilité au stress que présentent ces animaux a I'age adulte [68].

1.2. Unsystéeme ocytocine/vasopressine central

Les fonctions périphériques de I'ocytocine et de la vasopressine ont été extensivement étudiées mais
ne seront pas traitées dans cette these. Les fonctions centrales de ces peptides, elles, sont moins bien
comprises mais une altération de ces fonctions semble étre mise en jeu dans le cadre de nombreuses

pathologies telles que les troubles du spectre autistique.

1.2.1. Libération centrale de I'ocytocine et de la vasopressine

1.2.1.1. Ocytocine et vasopressine : transport sang/cerveau, liquide cérébro-rachidien/parenchyme
cérébral

Dans le cadre des études qui seront décrites, 3 compartiments sont a prendre en considération pour
comprendre les effets centraux de I'ocytocine et de la vasopressine :
- le compartiment sanguin au travers duquel ces molécules jouent le réle d’"hormones
- le parenchyme cérébral au sein duquel les concentrations de ces deux peptides varient en fonction
de la structure considérée

- leliquide cérébro-rachidien
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Ocytocine/vasopressine et barriére hémato-encéphalique

La barriere hémato-encéphalique limite les échanges entre le sang et le systéme nerveux central.
Ceci est essentiel afin de limiter les variations de composition du milieu extracellulaire et I'entrée de
pathogenes. Cette barriere est composée de cellules endothéliales qui forment des jonctions serrées ainsi
que de pieds astrocytaires situés a la surface de ces cellules. Les péricytes jouent également un role dans le
controle de I'étanchéité de cette barriere [69]. Le passage de molécules depuis le sang vers le cerveau ou
inversement est régulé via la mise en jeu de protéines de transport spécifiques [70].

L’ocytocine et la vasopressine étant libérées en tres grande quantité dans le sang, il est envisageable
gu’une diffusion ou qu’un transport depuis le sang vers le cerveau soit responsable des effets centraux de
ces neuropeptides. L'utilisation d’ocytocine ou de vasopressine radio-marquées a permis d’étudier le passage
de ces peptides au travers de la barriere hémato-encéphalique. L'ocytocine radiomarquée injectée dans le
liquide cérébro-rachidien (LCR) est capable de traverser la barriére puisqu’elle est retrouvée dans le sang. Ce
passage est saturable ce qui suggére I'existence d’'un mécanisme de transport [71]. La vasopressine peut
également traverser la barriere hémato-encéphalique et se retrouver dans le sang apres avoir été injectée
dans le LCR [72]. Elle est capable de traverser la barriere dans I'autre sens mais elle sera alors rapidement
dégradée [73]. Dix minutes apres l'injection sous-cutanée ou intra-veineuse d’ocytocine ou de vasopressine,
environ 0,002% de la quantité injectée sera retrouvée dans le cerveau [19].

Ainsi, le passage entre le sang et le LCR est limité mais semble néanmoins possible. Par ailleurs,
notons que des facteurs pathologiques [74] [75], développementaux [76] [77] ou environnementaux
[78]interagissent avec ce phénomeéne et ce transport peut donc devenir important dans des conditions

physiologiques particuliéres.

Ocytocine/vasopressine et liquide cérébro-rachidien

La délimitation entre le tissu interstitiel du cerveau et le LCR est formée par une couche de cellules
épendymales qui bordent les parois des ventricules [79].

De nombreuses études ont montré la présence d’ocytocine et de vasopressine dans le LCR. Celles-ci
peuvent provenir d’une diffusion depuis le parenchyme ou d’une libération contrélée depuis le PVN ou le
noyau supra-chiasmatique. En effet, ces structures sont proches du 3™ ventricule et I'étude immuno-histo-
chimique des neurones a ocytocine et a vasopressine montre des prolongements qui se dirigent vers le
ventricule. De facon intéressante, les neurones du systéme ocytocine/vasopressine des espéces primitives
envoient également des prolongements dans le ventricule et ceux-ci peuvent induire la libération intra-

ventriculaire d’ocytocine mais peuvent aussi sentir les variations de composition du LCR [80].
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Notons que les taux de vasopressine mesurés dans le LCR suivent un rythme circadien et ceci est sous

le controle du noyau supra-chiasmatique suggérant une libération de vasopressine au sein du LCR [81].

Ainsi, les variations de la quantité d’ocytocine et de vasopressine du LCR peuvent refléter I'activité
ocytocinergique et vasopressinergique de structures proches des ventricules du fait d’une diffusion de ces
neuro-peptides. Néanmoins, une libération dans une structure éloignée des ventricules n’induira
probablement pas d’augmentation des taux d’ocytocine et de vasopressine dans le LCR car ces peptides

seront dégradés rapidement (pour revue, voir [82]).

Dans le cadre de cette these, nous nous concentrerons sur la libération des peptides au sein du
parenchyme cérébral (et plus précisément au sein de structures cérébrales déterminées) mais il est
important de garder en mémoire l'influence de ces deux compartiments (sang et LCR) sur les niveaux

centraux d’ocytocine et de vasopressine.

1.2.1.2. Production de I’ocytocine et de la vasopressine libérées centralement

Les sources de I'ocytocine centrale sont les mémes que celles de I'ocytocine périphérique. En effet,
centralement, seuls les neurones du PVN, du SON et des noyaux accessoires expriment I'ocytocine [83].
La vasopressine libérée centralement met en jeu d’autres structures cérébrales contenant des
neurones vasopressinergiques. C'est le cas :
- du noyau supra-chiasmatique : la vasopressine issue de ce noyau joue un réle important dans la
régulation du rythme circadien [84][85]
- du bulbe olfactif [86]
- du noyau du lit de la strie terminale (BNST) et de I'amygdale [83]: chez les rongeurs la vasopressine

issue de ce noyau joue un réle dans I'agressivité et la régulation de la reconnaissance sociale [87]

Notons que ces deux derniéres structures, souvent rassemblées sous le terme « amygdale étendue », sont
riches en récepteurs vasopressinergiques et que leur production de vasopressine est I'objet d’un important

dimorphisme sexuel dépendant de la testostérone [88].
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1.2.1.3. Deux modes de libération centraux de I’ocytocine et de la vasopressine : axonale et
dendpritique

Libération axonale

La libération axonale d’ocytocine et de vasopressine au sein du cerveau a été suggérée lorsque des
synapses ocytocinergiques ou vasopressinergiques ont été découvertes dans le systeme limbique [89]. Des
fibres vasopressinergiques et ocytocinergiques innervant plusieurs structures cérébrales (amygdale, noyau
du lit de la strie terminale, aire tegmentale ventrale, noyau du raphé dorsal...) ont également été découvertes
[90] [91]. Les techniques récentes, plus sensibles, permettent de montrer qu’a quelques exceptions pres, les
structures cérébrales exprimant des récepteurs de I'ocytocine possedent également des fibres
ocytocinergiques [92]. En 2012, Knobloch et collaborateurs ont été les premiers a montrer que certains
neurones ocytocinergiques du SON, du PVN ou des noyaux accessoires envoient des axones vers la
neurohypophyse et vers des structures cérébrales définies (dans ce cas, dans I'amygdale) [91].

La fonctionnalité de ces connexions a récemment été démontrée par des études utilisant
I'optogénétique notamment :

- pour stimuler les fibres vasopressinergiques de I'aire CA2 de I'hippocampe issues du PVN. Cette
stimulation a fait perdurer la mémoire sociale des animaux testés, démontrant une fonction de ces

fibres d’origine hypothalamique [93].

- pour stimuler les fibres ocytocinergiques de I'amygdale. Cette stimulation a induit une diminution du

comportement d’immobilité induit par la peur chez le rat [91].

Libération dendritique

La libération d’ocytocine et de vasopressine ne se fait pas seulement a partir des axones puisqu’il
existe une libération dendritique [94]. Ces deux peptides peuvent alors avoir un effet autocrine ou paracrine
puisque les neurones ocytocinergiques (et les neurones vasopressinergiques) hypothalamiques possedent
eux méme des récepteurs de l'ocytocine (ou de la vasopressine) [95][96] et que des synapses
ocytocinergiques ont été observées sur les neurones a ocytocine [97]. Ainsi, dans certains processus
physiologiques, I'ocytocine libérée au niveau des dendrites induit, via une action auto ou paracrine, une
amplification de la libération d’ocytocine. Ce mécanisme de libération locale est, par exemple, nécessaire au
réflexe d’éjection du lait induit par la tétée [98][99][100]. Une telle libération pourrait également moduler
I'activité au sein de structures cérébrales proches de I’hypothalamus. Ceci expliquerait que le pallidum
ventral, 'aire préoptique médiane ou I’hypothalamus ventral expriment des récepteurs de I'ocytocine bien

que des fibres ocytocinergiques n’aient pu étre détectées au sein de ces structures [92].
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L’activation des récepteurs vasopressinergiques des neurones a vasopressine induit d’'une part une
augmentation de la libération dendritique mais module négativement ['activité électrique et par
conséquence la libération axonale au niveau de I'hypophyse [101]. Ceci suggere que les deux modes de

libération peuvent étre indépendants I'un de l'autre.

Autre possibilité

Il n’est pas exclu que I'ocytocine ou la vasopressine périphériques influent sur I'activité des régions
péri-ventriculaires au niveau desquelles la barriere hémato-encéphalique est moins « étanche » (septum
latéral, hippocampe, hypothalamus) [102]. Ces hormones pourraient, via une action sur le PVN notamment,
moduler leur propre libération. Dans cette these, nous nous concentrerons néanmoins sur les effets centraux

liés a la libération locale de ces neuro-peptides (mode de libération axonal).

1.2.1.4. Facteurs modulant la libération centrale d’ocytocine et de vasopressine

Plusieurs facteurs impliqués dans la régulation de la libération d’ocytocine ont été décrits.

Parmi les protéines impliquées dans la libération de I'ocytocine, CD38 a été beaucoup étudiée. CD38
est une protéine a activité ADP-ribosyl-cyclase qui induit la production d’ADP-ribose, un messager intra-
cellulaire qui module les mouvements de calcium via l'activation de la protéine kinase C [103][104]. Les souris
CD38-/- présentent des taux d’ocytocine circulante et dans le LCR qui sont faibles mais une accumulation
d’ocytocine au niveau de I'hypothalamus. Les troubles sociaux observés chez ces animaux peuvent étre
restaurés par I'administration d’ocytocine. Chez ’'Homme, un polymorphisme dans ce géne est associé a une

diminution des taux d’ocytocine circulante et a I'autisme [105].

Un autre modulateur de la libération d’ocytocine est I'alpha-melanocyte stimulating hormone
(alpha-MSH), une hormone produite par les cellules mélanotropes du lobe intermédiaire de I’"hypophyse et
par des neurones du noyau arché de I'hypothalamus. L'action de cette hormone passe notamment par
I"activation du récepteur de la mélacortine 4 (MC4R) qui est exprimé au niveau de I'hypothalamus. Un
agoniste MC4R, ou l'alpha-MSH elle-méme, induit I'augmentation du calcium intracellulaire dans les
neurones a ocytocine du noyau supraoptique et la libération dendritique d’ocytocine. Néanmoins, |'activité
électrique de ces neurones est diminuée suite a I'application de ces molécules ce qui diminue la libération
d’ocytocine au niveau de la neurohypophyse [106]. Dans certaines études, un agoniste MC4R est utilisé afin

d’induire, entre autres, la libération endogene d’ocytocine [107].
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Ocytocine/vasopressine endogénes : taux centraux vs circulants

Chez 'Homme, les mesures d’ocytocine et de vasopressine sont principalement réalisées a partir
d’échantillons sanguins. Une méta-analyse récente a permis de montrer une corrélation entre les taux
d’ocytocine mesurés au sein du LCR et les taux d’ocytocine sanguine dans le cadre d’un stress ou d’une
administration intra-nasale [108]. Une étude a également pu montrer que chez I'Homme, les taux de
vasopressine circulants (associés a un état anxieux) correlent avec I'activation de 'amygdale [109].

Ainsi, dans certaines conditions physiologiques, les taux d’ocytocine et/ou de vasopressine circulants
peuvent nous informer sur un état physiologique central. Cependant, une étude récente indique que les
méthodes de mesure utilisées donnent des résultats qui divergent et on ne peut pas toujours établir de

corrélation fiable entre concentration plasmatique et cérébrale [110].

Administration périphérique et taux centraux d’ocytocine

Les administrations d’ocytocine réalisées chez I’'Homme utilisent des voies d’entrée périphériques :
- injection intra-nasale (pour revue, voir [111])
- injection intraveineuse.
Notons que les mécanismes d’action de |'ocytocine injectée par voie intra-nasale sont peu connus (effet
périphérique principalement ?) et que ceci génere des doutes quant a I'efficacité d’un tel traitement [112].
Néanmoins, des études réalisées chez les rongeurs ou chez les primates [113][114] démontrent que
I"administration intra-nasale d’ocytocine induit une augmentation des taux d’ocytocine mesurés dans le LCR.
Chez les rongeurs, des études montrent qu’une telle administration augmente les concentrations en
ocytocine au sein de certaines structures cérébrales (hippocampe, amygdale) et il en est de méme pour une
administration intra-péritonéale [113]. Cette augmentation pourrait étre due :
- al’entrée de I'ocytocine administrée dans le cerveau
- a la stimulation de la production endogéne d’ocytocine (directe via une action sur les neurones
ocytocinergiques ou indirecte via la modulation d’un parametre induisant lui-méme I’activation des

neurones ocytocinergiques).

1.2.2. Des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine sont exprimés centralement

On retrouve des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine dans diverses structures du cerveau

[115]. Tout d’abord, on retrouve ces récepteurs au sein de I’"hypothalamus, respectivement sur les neurones
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a ocytocine [95] et a vasopressine [96] [116] (autorécepteurs) du PVN et du SON (qui expriment les OT-R et
des récepteurs de la vasopressine V1a). lls permettent, via un mécanisme de rétrocontréle dépendant du
calcium [117] [118], de moduler I'activité des neurones a ocytocine et a vasopressine [119] [120] [121] et |a
libération de ces deux peptides dans certaines conditions physiologiques (lactation [30], choc osmotique
[122]). Les récepteurs du systéme ocytocine/vasopressine sont également exprimés par d’autres structures
hypothalamiques [28] [123] [124] [125] parmi lesquelles on retrouve notamment :

- L’hypothalamus latéral qui exprime des récepteurs Vla de la vasopressine

- L’hypothalamus ventro-médian qui exprime des récepteurs de I'ocytocine

- Le noyau supra-chiasmatique qui exprime des récepteurs V1a et OT-R

- Le noyau arqué qui exprime des récepteurs Vla et V1b

Les récepteurs de l'ocytocine et de la vasopressine sont également retrouvés dans le systéeme
limbique et le cortex ou leur activation module des comportements sensoriels, émotionnels, sociaux et
mnésiques. Les récepteurs OT-R de I’hippocampe dorsal (CA2/CA3) modulent ainsi la reconnaissance sociale
[126] tandis que ceux exprimés par le septum latéral modulent la réponse de peur [127]. Une représentation
schématique des principales structures cérébrales exprimant chaque sous type de récepteurs est présentée

en figure 3.

Certaines structures cérébrales possedent des récepteurs de |'ocytocine et de la vasopressine. C'est
notamment le cas de I'amygdale centrale au sein de laquelle on retrouve des neurones activés suite a
I"application d’ocytocine et d’autres activés en réponse a |'application de vasopressine. De maniére
intéressante, les neurones activés par |'ocytocine sont capables d’inhiber ceux activés par la vasopressine
fournissant un exemple de régulation locale par ces deux peptides [128]. Ce mécanisme serait important

pour la régulation de la réponse a la peur.

Notons que l'expression des récepteurs de l'ocytocine et de la vasopressine est sujette a un
dimorphisme sexuel [129][130][131]. Le dimorphisme sexuel ne touche pas seulement les récepteurs
puisque le nombre de neurones vasopressinergiques au sein de I'amygdale étendue est plus important chez
le male (pour revue, voir [123]). Ces différences pourraient s’expliquer par la sensibilité de ces systemes aux

hormones stéroidiennes sexuelles [132] [133] [134].
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Figure 3 : Expression de récepteurs de I’ocytocine (OT-R) et de la vasopressine (V1a et V1b) par les

différentes structures cérébrales chez les rongeurs adultes [28] [123] [124] [125]
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1.2.3. Sstimuli responsables d’une libération centrale d’ocytocine et de vasopressine

Comme nous l'avons vu précédemment, I'ocytocine et la vasopressine peuvent activer un rétrocontrole
local de leur libération au sein de I’hypothalamus.

Au dela de ce mécanisme qui a été bien étudié, les études récentes se sont portées sur la libération
centrale de ces peptides. Celles-ci ont pu montrer qu’un grand nombre de stimuli modulent la libération
d’ocytocine et de vasopressine au sein de certaines structures cérébrales (pour revue, voir [82]). Pour étudier
ces libérations endogenes, des expériences utilisant la micro-dialyse ont été réalisées et ont permis de

montrer une libération de ces peptides en réponse a une grande variété de stimuli sociaux notamment :

* Dans le cadre des comportements sexuels

- une libération d’ocytocine dans le PVN de rats males en réponse a la présence d’'une femelle
réceptive [135]

* Dans le cadre de la parturition, I'allaitement et le comportement maternel

- une libération d’ocytocine dans les bulbes olfactifs induite par la stimulation vagino-cervicale chez la
brebis qui pourrait étre impliquée dans I'induction du comportement maternel et la reconnaissance
olfactive de la progéniture [136]

- une libération d’ocytocine dans I"hippocampe et le septum chez la ratte lactante [137] et dans la
substance noire et les bulbes olfactifs de la brebis au cours de la parturition et I'allaitement ainsi que
dans la substance noire au cours de la prise alimentaire [138]

- une libération d’ocytocine dans le PVN et 'amygdale centrale lors de I'agression maternelle chez les
rattes lactantes (high-anxiety related behavior Wistar rats) lorsqu’une femelle vierge est introduite
dans la cage [139] [140]

* Dans le cadre de I'agressivité ou de I'anxiété

- une libération de vasopressine dans le septum lors d’un comportement agressif entre deux rats
males. Notons que la corrélation entre la concentration septale de vasopressine et les niveaux
d’agressivité n’est pas claire et semble dépendre majoritairement de I'état anxieux des animaux
[141]

- une libération d’ocytocine dans I'amygdale centrale de rats males en réponse a un stress
aigu (protocole de nage forcée) [142]

e dans le cadre des interactions sociales
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- Une libération de vasopressine dans le septum latéral chez les rats males en réponse a la rencontre
avec un juvénile male [143]
- une libération d’ocytocine dans le septum latéral de rats males lorsqu’un juvénile male

précédemment rencontré est a nouveau présenté [144]

Dans plusieurs études mentionnées plus haut, les microdialyses ont été réalisées dans différentes
structures cérébrales mais I'impact du stimulus étudié n’a été observé que dans I'une d’entre elles. Par
exemple, I'étude de Bosch et collaborateurs réalisée en 2004 [140] a permis de montrer une libération
d’ocytocine dans le PVN de femelles vierges introduites dans la cage de femelles lactantes mais aucune
variation n’a été vue concernant la libération d’ocytocine dans le septum latéral ou I'amygdale centrale. Ainsi,
la libération intra-cérébrale d’ocytocine et de vasopressine est stimulus spécifique et est controlée
spatialement. Ce résultat semble favoriser I’hypothése de sécrétion synaptique activité-dépendante au
détriment de I'hypothese de diffusion des compartiments sanguin ou LCR, bien que celle-ci ne soit pas

formellement invalidée.

1.3. Fonctions centrales de I'ocytocine et de la vasopressine

1.3.1. L’ocytocine et la vasopressine, deux neuromodulateurs centraux

L'ocytocine et la vasopressine sont deux neuromodulateurs centraux. Leur libération, conditionnée
par un stress [82] [142], induit la modulation de circuits neuronaux définis. L'effet neuromodulateur de ces
deux peptides a particulierement bien été étudié au sein de I'amygdale centrale chez la souris. Une étude a
ainsi permis de montrer que l'ocytocine et la vasopressine sont capables de moduler différemment
I'influence des afférences corticales et de celles issues de I'amygdale latérale, modulant ainsi I'intégration

des informations issues de ces structures [128].

Chez 'Homme également, un stress psychologique (induit par I'opération d’un parent) induit
"augmentation des taux plasmatiques et centraux (LCR) de vasopressine [145]. Centralement, la
vasopressine pourrait moduler l'activité de différentes aires cérébrales et ainsi réguler la réponse

émotionnelle au stimulus stressant.
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Ces peptides ne sont pas seulement libérés en cas de stress aigu mais une augmentation des taux
d’ocytocine centraux a également été montrée au cours de la lactation. Au cours de ce processus,
I'intégration des informations sensorielles est largement modulée. Une étude a notamment permis de
montrer que dans ce cadre, I'ocytocine augmente la réponse du cortex auditif aux cris des petits chez la ratte.

Ceci permet une réaction plus rapide de la mere qui va chercher le souriceau isolé [146].

1.3.2. L’action centrale de I'ocytocine et de la vasopressine module la valence des informations
percues
Les effets de I'ocytocine sur la réponse a un conditionnement aversif sont dépendants du contexte

et de la structure cérébrale considérée :

- Lorsque le conditionnement aversif est induit par un protocole de défaite sociale, les récepteurs
(septaux) de l'ocytocine sont responsables d’une augmentation de l'immobilité qui traduit une
augmentation de I'anxiété [127].

- Lorsque le conditionnement aversif est induit par des chocs électriques, la stimulation optogénétique
de la libération d’ocytocine (au sein de I'amygdale) diminue I'immobilité ce qui traduit un effet

anxiolytique [91].

Des études comme celles-ci suggerent que la libération d’ocytocine (ou de vasopressine) pourrait, en
fonction du contexte, moduler l'intégration des informations sensorielles et leur associer une valence

agréable ou désagréable [147].

Ainsi, I'ocytocine (administrée ou libérée via |'utilisation d’outils chémogénétique) augmente la

réponse de peur induite, chez la souris, par I'observation d’un congéneére en détresse [148].

1.3.3. L’ocytocine et la vasopressine régulent les comportements

La modulation de la valence associée au contexte permettrait |'adaptation des comportements a la
nature du stimulus évocateur. Chez le rongeur, la libération de vasopressine (dans I'amygdale) induite par le
protocole de la nage forcée (un paradigme consistant a faire nager un rongeur dans un environnement
duquel il ne peut s’échapper) favorise I’'adoption d’une stratégie passive “d’abandon” [149]. Ainsi, ce peptide

module la stratégie comportementale mise en ceuvre dans un contexte donné.
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Dans le cadre de l'effet anorexigéne de I'ocytocine, |'utilisation d’agoniste et d’antagoniste des
récepteurs de I'ocytocine a permis de montrer que l'activation des récepteurs de |'ocytocine du noyau
accumbens module la prise alimentaire probablement via une modulation de I'activité du systeme de la
récompense [150]. De plus, cet effet est perdu dans un contexte social, soutenant I’'hypothése selon laquelle
I'action de ce peptide permet de prendre en compte le contexte. De fagcon complémentaire, il a été montré
que l'ocytocine favorise le contréle cognitif via une activation des réseaux du cortex pré-frontal [151] [152],
limitant ainsi la consommation de nourriture palatable. Ainsi, I'action de ce peptide régule les
comportements alimentaires via une modulation de l'activité de réseaux neuronaux et ceci de fagon

contexte-dépendante.

1.4. Deuxsystemes a étudier en paralléle

1.4.1. Des systémes présentant de fortes homologies

1.4.1.1. Homologies entre ’ocytocine et la vasopressine

Les genes codant pour I'ocytocine et la vasopressine sont trés proches I'un de I'autre : ils sont situés
sur le méme chromosome, dans des loci chevauchants orientés tétes béches. lls sont tous les deux composés
d’une séquence signal et de 3 exons dont le premier code pour ’hormone, et le second pour un transporteur
nommé neurophysine 1 ou 2. Chez le rat, les exons 1 et 3 de I'ocytocine et de la vasopressine possédent des
séquences trés proches (70 a 90% d’homologie selon la séquence) [153]. Ces fortes similitudes menent a

I’expression de deux nona-peptides dont les différences sont seulement de 2 acides aminés.

Notons que des peptides homologues a I'ocytocine et a la vasopressine sont retrouvés chez la
majorité des espéces animales. Ainsi, on retrouve par exemple une conopressin chez les escargots et les
cones et une inotocine chez les insectes. Ces nona-peptides présentent de fortes homologies entre eux et
avec l'ocytocine et la vasopressine. De plus, des études démontrent que la fonction de ces peptides est
également similaire. Ainsi, chez caenorhabditis elegans, la mutation de la nématocine ou de I'un de ses
récepteurs altére les comportements reproducteurs (sans altérer les fonctions sensori-motrices)
[154] rappelant le réle de I'ocytocine dans les comportements reproducteurs des mammiféres. Chez les
vertébrés, on retrouve souvent, chez le méme animal, deux homologues de cette famille : la vasotocine et |a

mésotocine ou l'isotocine [155].
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Ceci suggere que le géne codant pour un peptide ancestral serait apparu tot au cours de |'évolution,
aurait évolué différemment selon les espéeces et aurait, dans certaines espéces, subi une duplication. Chez
les vertébrés, les deux peptides résultants ont évolué et divergé [156]. Ceci explique les similitudes et

complémentarités fonctionnelles observées dans les effets de ces deux peptides.

1.4.1.2. Homologies entre leurs récepteurs

La comparaison des génes codant pour les 3 récepteurs de la vasopressine et de celui codant pour

le récepteur de I'ocytocine a également permis de démontrer de grandes homologies.

Comme pour les peptides, il n’y aurait eu initialement qu’un récepteur pour ce systeme et celui-ci
aurait été dupliqué a plusieurs reprises. Chacun des genes aurait alors divergé pour donner les 4 récepteurs
présents aujourd’hui chez les mammiferes: OT-R, V1a-R, V1b-R et V2-R. En divergeant, chacun de ces
récepteurs aurait acquis des fonctions spécifiques (contraction du muscle utérin pour OT-R, vasoconstriction
pour V1a...) tandis que certaines fonctions physiologiques seraient encore sous-tendues par plusieurs de ces
récepteurs, en particulier en ce qui concerne les fonctions centrales (OT-R et Vl1a sont tous les deux

importants pour la formation du couple) [157].

Du fait de ces fortes homologies, la pharmacologie du systéme ocytocine/vasopressine est complexe.
L'ocytocine, a forte dose, peut lier les récepteurs de la vasopressine tandis que la vasopressine, elle, peut se

lier aux récepteurs de I'ocytocine (fig 2).

Pour cette raison, il est difficile d’étudier le réle spécifique de chacun de ces peptides dans la
régulation des comportements. Le développement de molécules agonistes ou antagonistes spécifiques est
actuellement au centre de diverses études et seule 'utilisation de tels outils nous permettra de discerner les

effets dépendant des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine (pour revues, voir [158] [159] [160]).

Notons que les propriétés pharmacologiques des agonistes et antagonistes varient en fonction de

I’espéce, rajoutant un niveau de complexité au systeme.

Ainsi, il est important de choisir les outils (et leurs concentration) de maniére raisonnée afin que les
conclusions tirées quant a I'implication du systéme ocytocinergique ou du systéme vasopressinergique soient

correctes.
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1.4.2. Compensations fonctionnelles entre les systémes ocytocine et vasopressine

1.4.2.1. Un systéme ocytocine et un systéme vasopressine distincts

Bien que les séquences des exons des genes codants pour I'ocytocine et la vasopressine soient trés
proches, les séquences composant les introns, elles, different grandement. Les régions régulatrices situées
500 paires de bases avant le site de début de transcription ont été bien étudiées et ceci a permis de montrer
que ces régions régulatrices difféerent entre les génes de l'ocytocine et de la vasopressine. L'étude de ces
séquences suggere que les facteurs de transcription recrutés pour |'expression de |'ocytocine et de la
vasopressine sont différents. Ainsi, I'expression de I'ocytocine et de la vasopressine peut étre ségrégée dans
des cellules différentes et I'expression de I'un ou l'autre des peptides sera induite dans des conditions

physiologiques différentes elles aussi. Pour revue, voir [161].

1.4.2.2. L’administration d’ocytocine exogéne induit ’activation des récepteurs de la vasopressine

L'ocytocine pouvant se lier aux récepteurs de la vasopressine, I'administration d’ocytocine exogéne
a des animaux peut induire des effets de type vasopressine (et inversement). Un exemple démonstratif
provient des souris déficientes pour le récepteur de I'ocytocine. Ces animaux présentent des troubles sociaux
et des défauts d’adaptabilité qui en font un bon modele d’autisme. Malgré I'absence de récepteur chez ces
animaux, l'injection intra-cérébrale d’ocytocine induit une amélioration des troubles due en réalité a
I'activation des récepteurs V1a [162]. Une telle promiscuité fonctionnelle est aussi observée chez des
animaux sauvages tels que les campagnols chez qui un traitement intra-nasal chronique a I’ocytocine diminue

le nombre de cellules du PVN qui expriment la vasopressine chez le male [163].

Notons que plusieurs structures cérébrales expriment a la fois des récepteurs de |'ocytocine et des
récepteurs de la vasopressine [164]. Par conséquent, ces possibilités d’action croisée des nonapeptides sont
a envisager méme dans le cas d’une injection localisée des peptides. De plus, il n’est pas exclu que certaines
cellules expriment des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine et qu’ainsi, les deux peptides soient

capables de moduler I'activité d’une méme cellule.

1.4.2.3. Adaptation a un déficit dans I’un des systémes au cours du développement

Comme nous le verrons dans la suite de cette these, le développement du systeme
ocytocine/vasopressine a majoritairement lieu en post-natal. Ainsi, des modifications environnementales ou
hormonales peuvent influencer le développement de ces systéemes. Des études chez le campagnol ont

montré qu’un traitement avec un antagoniste du récepteur de 'ocytocine au cours du premier jour post-
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natal a des conséquences a long terme sur le systeme vasopressine (diminution du nombre de récepteurs
Vla dans le septum latéral et le noyau du lit de la strie terminale notamment) [165]. De plus, les souris
déficientes pour le récepteur de I'ocytocine (souris OT-R KO) présentent une diminution de la liaison au
récepteur Vla dans le noyau olfactif accessoire et le cortex pyriforme ainsi qu’une augmentation dans
I’hippocampe [162] suggérant une compensation développementale.

Il est connu que les évenements ayant lieu au cours de la petite enfance peuvent avoir des
conséquences épigénétiques notamment au niveau des génes codant pour le CRF, les récepteurs aux
glucocorticoides ou la vasopressine [166]. Le réle des évenements précoces dans la régulation épigénétique

du systéme ocytocine/vasopressine a été traité dans la partie 1.1.4. de cette thése.

Ce chapitre nous a permis de rappeler les principales caractéristiques du systéme ocytocine/vasopressine
ainsi que les principales fonctions de celui-ci.
Dans la partie suivante, nous aborderons le réle joué par ces peptides dans la régulation des

comportements sociaux (physiologiques et pathologiques) via leur action centrale.
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2. l'ocytocine et la vasopressine : modulateurs du comportement
social

2.1. Ocytocine/vasopressine et réponse sociale

2.1.1. Le systéme ocytocine/vasopressine module une grande variété de comportements sociaux

|II

On regroupe sous le terme “comportement social” tous les comportements mettant en relation deux
individus. Ainsi, on peut différencier les interactions sociales observées chez I'adulte, I'agressivité/la
hiérarchie sociale, l'interaction entre un male et une femelle (comprenant tous les comportements
reproducteurs ainsi que les comportements liés au couple), le comportement parental et le comportement
de jeu. L'ocytocine et la vasopressine sont impliquées dans tous ces aspects et ceci dans de nombreuses

especes animales via I'action de ces neuropeptides sur différentes structures cérébrales appartenant a des

réseaux neuronaux régulant les comportements sociaux (pour revue, voir [167][168]).

Les principales fonctions du systéme ocytocine/vasopressine ont été mises en évidence par des

manipulations de la fonction de celui-ci. Un résumé des principales découvertes est présenté en figure 3.

Les études réalisées chez 'Homme suggerent que la modulation des comportements sociaux par le

systéme ocytocine/vasopressine est conservée.

Ainsi, des taux importants de vasopressine plasmatiques sont associés a un réseau social étendu
tandis que des taux faibles sont associés a la peur de I'attachement [169]. Ce résultat est surprenant puisque
le stress augmente les taux de vasopressine plasmatiques (ainsi que les taux dans le LCR) [145] et que le
stress est associé a une baisse de la sociabilité. Il est possible que les taux plasmatiques de ces hormones
soient le reflet d’'un ensemble d’évenements conduisant a des libérations directes ou indirectes dans le sang.
Ainsi, 'interprétation de ces résultats nécessite de prendre en considération I'historique des patients. De
plus, plusieurs polymorphismes dans le gene codant pour le récepteurs de I'ocytocine ou les récepteurs Vla
ont été associés a des niveaux d’empathie [170][171], de confiance différents [172][173] ou de réponse a la
trahison [174]. De méme, des études ont permis de montrer que certains polymorphismes du récepteur V1b
étaient associés a des troubles du comportement et notamment a une sensibilité accrue a la dépression et a
des risques de tentatives de suicide plus élevés. L'étude de ces variants ont permis de montrer des fonctions

de couplage différentes aux voies de signalisation intracellulaire [175].
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L'impact de la variation dans la séquence microsatellite située en 5’ du géne codant pour le récepteur
V1la pour la régulation de la formation du couple ne s’arréte pas aux rongeurs. En effet, des variations dans
cette séquence microsatellite sont également associées a des variations dans le comportement conjugal chez

'Homme [176].

Notons que chez I'Homme les taux plasmatiques d’ocytocine et de vasopressine sont associés
respectivement a la fréquence des contacts affectueux d’un parent vers son enfant et la tendance a stimuler

I’enfant au travers de jeux [177].

Chez la femme, deux polymorphismes dans le récepteur de I'ocytocine ont été associés a des
comportements maternels positifs et a une réponse importante du cortex orbito-frontal, du cortex cingulaire
antérieur et de I'hippocampe a la présentation d’'une photographie de leur enfant [178]. De méme, certaines
femmes présentant des variations dans le géne codant pour CD38, une protéine importante pour la libération

centrale d’ocytocine, partagent plus de regards avec leurs enfants [179].

L'ocytocine et la vasopressine sont des hormones pro-sociales dont le role va dépendre de I'espéce
considérée. Dans les especes grégaires, I'ocytocine et la vasopressine régulent les interactions au sein d’un
groupe. En effet, chez le mandarin, I'ocytocine et la vasopressine produites au niveau du PVN régulent les
comportements grégaires : la vasopressine les favorise chez le male et la femelle tandis que I'ocytocine les
favorise chez les femelles uniquement [180]. Chez le campagnol, les males dominants possedent moins de
neurones ocytocinergiques et plus de neurones vasopressinergiques au sein du PVN, du SON et de
I’hypothalamus latéral et antérieur que les individus dominés tandis que les femelles dominantes possédent
plus de neurones vasopressinergiques au sein de I'hypothalamus latéral et antérieur que chez les individus

dominés [181].
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Figure 3 : Roles du systéme ocytocine/vasopressine dans la régulation des comportements sociaux chez les rongeurs

NATURE DU
Systéme
COMPORTEMENT Structure Fonction Outils utilisés pour la démonstration Références
impliqué
SOCIAL
Préférence sociale et préférence
Interaction sociale OT-R Souris OT-R KO [162]
pour la nouveauté sociale
oT Amygdale médiane Reconnaissance sociale Souris OT-KO, administration locale d’OT (0,1pg) [182]
" , - . , . ~ . [183]
Préférence pour la nouveauté Administration d’antagonistes (OTA3, 10ng/coté
oT Noyau accumbens
sociale - rat)
OT et son
Aspect  récompensant  des Inhibition optogénétique des terminaisons
interaction avecla Noyau accumbens [184]
interactions sociales ocytocinergiques
sérotonine
Via Reconnaissance sociale Souris V1a KO [185]
Via Bulbes olfactifs Reconnaissance sociale siRNA dirigé contre le Vla [86]
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Aire CA2 de Augmentation de la durée de
VP Activation optogénétique des fibres VP du PVN  [93]
I'hippocampe la reconnaissance sociale

Comportement de
Administration locale d’antagonistes (OTA3,
OT-R Amygdale soumission induit par le [187]
1ug/coté - rat)

stress
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Formation du couple

Comportement

parental

Comportement de

jeu chez les juvéniles

Vla

OT-R

Vla

OT-R

Vila

Variation

d’expression dans

le pallidum ventral

Septum latéral

Cortex auditif

Septum latéral

Fréquence des comportements

maternels

Augmentation de la sensibilité aux

informations auditives

Augmentation du jeu chez le male et

diminution chez la femelle

Préférence pour le partenaire

Variations de longueurs d’une séquence
microsatellite située en 5’ du géne codant
pour V1aR différent entre les especes de
campagnol monogames et polygames.
Expériences de remplacement de |Ia
séquence de I'espece polygame par celle de

I’espece monogame.

Corrélation entre la fréquence des
comportements maternels et la densité de ces
récepteurs dans le septum latéral dans des

lignées de souris hybrides

Activation optogénétique des fibres issues du
PVN, administration localisée d’antagonistes
(OTA: 1,5uL a 1pM; L-368,899: 1,5uL a
2.5mM)

Administration locale d’agonistes (AVP, 200pg
- rat) ou d‘antagonistes (Manning Compound,

10ng —rat)

Pour revue,

voir [189]

[192]

[146]

[188]
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2.1.2. Activation aigué chez I'adulte

Plusieurs études ont consisté a administrer de I'ocytocine a des sujets sains afin d’étudier I'impact
de cette hormone sur la cognition sociale (empathie, interprétation des émotions a partir d’une
photographie, coopération, ...). Malgré un possible biais d( a I'hétérogénéité historique et génétique, ces
études permettent d’avoir acces a des réponses socio-cognitives plus élaborées que les études réalisées chez
les rongeurs.

Pour cela, l'ocytocine a été administrée principalement par voie intra-nasale et afin d’étudier son
impact sur l'activité cérébrale et les connections entre différentes structures cérébrales, des IRM
fonctionnelles ont été réalisées (pour revue, voir [189] [190]). L’effet le plus reproduit est la modulation de
I'activité au sein de I'amygdale et notamment la diminution de I'activation induite par des visages énervés.
L’administration d’ocytocine module également la connectivité fonctionnelle entre I'amygdale et le cortex
orbito-frontal, le cortex cingulaire antérieur ou I’"hippocampe.

Bien que les études soient moins nombreuses, elles ont également permis de montrer qu’une
administration intranasale de vasopressine atténue I'activité d’un réseau amygdale/cortex préfrontal en
réponse a la vue de visages effrayés [191] et module la reconnaissance sociale, probablement via une

modulation de I'activité de la jonction temporo-pariétale [192].

En terme de comportement, les études ont permis de montrer un effet bénéfique de I'ocytocine sur
la réponse a un stimulus menacgant, la reconnaissance des émotions, I'attention visuelle ou encore la
confiance (pour revue, voir [193].

Dans une revue publiée en 2012, Bos et al. [194] suggerent que la vasopressine (et la testostérone)
auraient un effet stimulant via une augmentation de la vigilance et de la motivation a agir tandis que
I'ocytocine (et les ocestrogenes), via son action sur le systéeme parasympathique, promouvrait les

comportements calmes et 'attention/le soin portés aux jeunes.
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2.1.3. Activation chronique chez I'adulte

Bien qu’un traitement aigu a l'ocytocine ait des effets positifs sur le comportement social, il est
intéressant de noter qu’un traitement chronique n’est certainement pas envisageable chez 'Homme. En
effet, des études réalisées chez les rongeurs ont permis de montrer qu’un traitement intranasal chronique
(jusqu’a 21 jours de traitement) réalisé chez I'adulte altere les comportements sociaux. Ceci pourrait étre da
a un effet du traitement sur I'expression des récepteurs de I'ocytocine mais également de la vasopressine :
le traitement diminue le nombre de sites OT-R dans différentes structures cérébrales impliquées dans la
régulation des comportements sociaux (septum latéral, hippocampe, noyau olfactif antérieur, cortex
piriforme, noyau accumbens et amygdale) mais augmente le nombre de sites V1a dans le septum latéral
spécifiquement [195]. De la méme maniere, chez le campagnol des prairies, alors qu’un traitement aigu a
I’ocytocine améliore la préférence pour le partenaire, un traitement chronique I'altére [196]. Un traitement
intra-cérébro-ventriculaire de 7 jours (pompes osmotiques), lui, diminue I'agressivité et augmente
I’exploration sociale chez le rat [197]. La divergence dans ces résultats pourrait s’expliquer par le mode
d’administration de I'ocytocine. En effet, lors de I'administration périphérique, les doses utilisées sont tres
importantes et au moment ou la drogue est injectée, la concentration est tres importante et peut induire
une désensibilisation des récepteurs de l'ocytocine ou encore une activation des récepteurs de la
vasopressine. L’administration avec la pompe est plus controlée et permet d’éviter cet effet bolus ainsi que

le stress induit par la manipulation et l'injection.

Jusqu’ici, aucune étude n’a permis d’identifier un effet comportemental suite a un traitement
chronique a la vasopressine chez I'adulte probablement parce que les effets indésirables induits par un tel
traitement (hausse de la pression artérielle notamment) seraient importants et limiteraient la valeur des

conclusions.

2.2. Ocytocine et vasopressine dans le cadre de pathologies entrainant des troubles
du comportement social
2.2.1. Troubles du spectre autistique : un trouble neuro-développemental

L'organisation mondiale pour la santé estime que dans le monde, 1 enfant sur 160 est atteint du
syndrome du spectre autistique (ASD) [198]. Le diagnostic ASD est établi lorsque les patients présentent :

- Des troubles persistants de la communication et de I'interaction sociale
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- Un répertoire de comportements, d’intéréts et d’activités restreint et répétitif
Ces symptomes doivent étre présents t6t au cours du développement et causer une altération significative
du comportement social, professionnel ou d’autres éléments importants du fonctionnement quotidien.
D’autre part, ces troubles ne doivent pas étre expliqués simplement par la présence de déficits intellectuels

ou un retard développemental global (criteres définis dans le DSM-5 — fig 4) [199].

Comme le montre cette définition, on rassemble sous le terme ASD des troubles de sévérité variée
dont les causes différent. L’étiologie des ASD reste en effet méconnue.

Les études de familles de patients ont mis en évidence l'implication de la génétique dans le
développement de ces troubles. En effet, le risque d’étre atteint d’autisme augmente considérablement
lorsqu’un membre de la fratrie est atteint d’ASD (prévalence évaluée entre 3 et 14% selon les études) [200].
Plusieurs genes ont été identifiés comme facteurs de risques pour le développement de I'autisme et plusieurs
d’entre eux sont connus pour leur implication dans la fonction synaptique glutamatergique [201] mais
également GABAergique [202].

Bien que des facteurs de risque génétiques aient été décrits, il est important de garder en mémoire
que la majorité des cas d’ASD ne sont pas expliqués par des variations génétiques. Ainsi, le facteur
environnemental joue un réle important dans le développement de cette pathologie. Il a été montré que
I’exposition a des toxines, une synthése de mélatonine anormale, une déficience en zinc, une infection virale
prénatale, un stress prénatal, I'age des parents ou le diabete de la mere sont des facteurs de risques [203].
Parmi ces facteurs, plusieurs jouent un role avant méme la naissance de I'enfant. Une étude californienne a
été menée sur 404 jumeaux mono ou dizygotes dont au moins un des membres est autiste. Les résultats
indiquent que le partage de facteurs environnementaux joue un role plus important que |’héritabilité

génétique dans I'apparition des ASD chez deux jumeaux [204].

Le manuel diagnostique et statistique des troubles mentaux (DSM-5) décrit les troubles neuro-
développementaux comme :

“a group of conditions with onset in the developmental period. The disorders typically manifest early
in development, often before the child enters grade school, and are characterized by developmental deficits
that produce impairments of personal, social, academic, or occupational functioning. The range of
developmental deficits varies from very specific limitations of learning or control of executive functions to
global impairments of social skills or intelligence.”

Les ASD sont ainsi définis comme des troubles neurodéveloppementaux.
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Figure 4 : Criteres diagnostiques pour I’établissement du diagnostic d’ASD selon le DSM-V — Adapté d’aprés

Spectredelautisme.com

Criteres diagnostiques d’aprés le DSM-V — troubles du spectre autistiques

1. Déficits persistants dans la communication et les interactions sociales dans de multiples contextes (par
exemple : déficits de la réciprocité social émotionnelle, déficits dans les comportements de
communication non verbaux utilisés pour I'interaction sociale, déficits dans le développement, le maintien
et la compréhension des relations)

2. Modes restreints, répétitifs de comportements, d’intéréts ou d’activités (par exemple : mouvements
moteurs, utilisation d’objets ou parole stéréotypés ou répétitifs, insistance sur I'adhésion inflexible a des
habitudes ou modes ritualisés de comportements verbaux ou non verbaux, intéréts tres restreints et
circonscrits qui sont anormaux dans leur intensité ou leur orientation, hyper ou hypo-réactivité a des
entrées sensorielles ou niveau intérét inhabituel pour les aspects sensoriels de I'environnement

3. Symptomes présents dans la période de développement précoce

4. Symptomes causant une altération cliniquement significative du fonctionnement actuel dans les
domaines sociaux, scolaires ou professionnels ou d’autres domaines importants

5. Ces perturbations ne sont pas mieux expliquées par la déficience intellectuelle
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2.2.2. Une connectivité cérébrale altérée dans les troubles du spectre autistique a l'origine des

déficits comportementaux ?

Selon une hypotheése actuelle [205], les troubles observés dans les ASD seraient dus a une
connectivité anormale des réseaux neuronaux impliqués dans la régulation des comportements sociaux. Ces
altérations auraient lieu précocement (avant 1 an) et permettraient également d’expliquer les troubles non

sociaux associés aux ASD [206] [207].

2.2.2.1. Des altérations morpho-anatomiques

Plusieurs études montrent des altérations morpho-anatomiques du cerveau des patients autistes. Il
y a plus de 20 ans déja, une étude montrait que le volume du cerveau des patients atteints d’ASD était plus
important que celui de contréles. Cette différence est due a une augmentation de la taille des ventricules
mais également a une augmentation du volume de tissus cérébral évalué par IRM [208]. Ces résultats ont été
confirmés via une méta-analyse récente [209] néanmoins, les différences sont principalement observées au
cours de I'enfance avec 37% des enfants autistes agés de 2 a 4 ans qui sont diagnostiqués macrocéphales
[210]. Une étude prospective récente a permis de montrer que ces défauts apparaissent avant que les
premiers troubles comportementaux ne soient visibles. En effet, les enfants qui vont étre diagnostiqués
autistes a 24 mois présentent déja, entre 6 et 12 mois, une augmentation de la surface corticale [211].

Apres une phase de macrocéphalie dans la jeune enfance, on observe un arrét de la croissance
cérébrale qui induit une normalisation voire une diminution en comparaison d’un développement typique
[212]. En effet, chez des enfants se développant de fagon typique, le volume de la matiéere grise frontale
augmente de 20% entre 2-4 et 6-8 ans alors qu’elle n"augmente que de 1% chez les enfants atteints d’ASD.
Ces résultats suggerent un développement précoce anormal chez les patients atteints d’autisme.

Au-dela des différences dans le volume cérébral total, des études par IRM ont permis d’évaluer le
volume occupé par la substance blanche, représentative des connexions entre structures cérébrales. Les
patients présentent une hypo-connectivité cérébrale. Il a d’abord été montré une diminution de la taille du
corps calleux chez les patients autistes, cette diminution étant principalement localisée dans la partie
postérieure du corps calleux, une zone dans laquelle on trouve des fibres issues des lobes pariétaux [213].
Les lobes pariétaux sont impliqués dans l'intégration d’informations issues de différentes modalités
sensorielles et les patients autistes présentent effectivement des difficultés a interpréter les actions des
personnes qui les entourent. Une étude menée chez des patients atteints du syndrome d’Asperger, une sous-

catégorie de troubles autistiques, a mis en évidence une diminution du volume de la substance grise dans
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I'aire de Brodmann n°44 (pars opercularis), une aire cérébrale importante pour I'activité du systéme des

neurones miroirs [214] suggérant encore des déficits d’interprétation des informations sociales.

2.2.2.2. Des altérations de la connectivité fonctionnelle

L'étude de la connectivité fonctionnelle chez les patients autistes a été rendue possible par le
développement de techniques complémentaires [215]:

- I"électroencéphalographie (EEG) qui permet d’étudier I'activité électrique cérébrale.
L'utilisation de casques multi électrodes permet de déterminer |'origine du signal et ainsi,
des corrélations peuvent étre faites entre l'activité ayant lieu dans différentes aires
cérébrales. En fonction de I'importance de ces corrélations, les médecins peuvent évaluer la
connectivité fonctionnelle.

- la magnétoencéphalographie (MEG) permet d’étudier la connectivité cérébrale de fagon
similaire a I'EEG, la différence venant du fait que la MEG étudie les champs magnétiques
induits par I'activité électrique du cerveau.

- I'IRM fonctionnel qui permet d’identifier I'activité métabolique des aires cérébrales du fait

de leur forte consommation de glucose

Ainsi, il a été montré que les différences observées entre patients atteints du spectre autistique et
contréles ne sont pas seulement anatomiques. Une méta-analyse des données obtenues par
électroencéphalographie ou magnétoencéphalographie confirme I'existence d’une hypo-connectivité
fonctionnelle entre les aires distantes du cerveau chez les patients autistes [216]. Ce défaut de connectivité
est particulierement marqué en ce qui concerne les connections inter-hémisphériques et ceci est en accord
avec la taille réduite du corps calleux chez les patients autistes [213].

Les données les plus récentes suggerent que I'étude, par IRM, de la connectivité fonctionnelle chez
des patients de moins de 6 mois permettrait de prédire les enfants qui développeront un trouble autistique
avec une trés bonne fiabilité [207]. Ceci est encourageant mais notons qu’il existe plusieurs formes d’autisme
(avec ou sans déficience intellectuelle par exemple) et qu’il est peu probable qu’un traitement convienne a
toutes les formes. Des outils diagnostiques doivent encore étre développés afin de discerner ces différentes

formes.

2.2.2.3. Des altérations de la fonction synaptique

Une altération de la fonction synaptique pourrait expliquer ces défauts de connectivité fonctionnelle

dans les ASD. Des études génétiques ont montré que parmiles genes de susceptibilité a I'autisme, une grande
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partie sont impliqués dans la fonction synaptique [217] [202] et cette derniére est au coeur des études
cliniques en cours dans le cadre des ASD [218]. D’autre part, les facteurs environnementaux augmentant le
risque de développer un ASD sont eux-mémes susceptibles de moduler la fonction synaptique [203].

Notons que certains des déficits décrits précédemment sont récapitulés dans des modeles murins
d’« autisme » induits par I'expression de modifications génétiques retrouvées dans certains cas génétiques
d’ASD. C’est notamment le cas de la souris FMIR1-KO déficiente pour le géne FMR1 codant pour la protéine
« fragile mental retardation protein », qui est un modéle du syndrome du X fragile, la forme la plus courante
de retard cognitif dans laquelle les troubles comportementaux sont trés semblables a ceux observés dans le
cadre des ASD. Dans ce modele murin, les animaux présentent des défauts dans la morphologie des épines
dendritiques dans le cortex-sensoriel [219], le gyrus denté [220] ou les cellules pyramidales de I'aire CA1 de
I’hippocampe [221]. Des études basées sur I'imagerie 2-photon des épines dendritiques corticales ont permis
de montrer que, chez la souris WT, il existe dans les phases précoces du développement des épines
dendritiques immatures se présentant sous la forme de filopodes. Celles-ci sont ensuite remplacées par des
épines « mushroom » dont la téte est plus grosse. Cette transition est retardée de plusieurs semaines chez
les souris FMR1KO [222].

L'utilisation de ce modéle permet de mieux comprendre le lien entre un probléme de maturation des
épines dendritique et les troubles sociaux observés dans la pathologie et le modele animal. En effet, les
études ont pu montrer, dans ce modele, une insensibilité des épines a I'expérience sensorielle [223]
suggérant que les circuits neuronaux ne sont pas activés par les stimuli sensoriels au cours du

développement, induisant un développement aberrant.

2.2.3. Ocytocine et vasopressine dans le traitement des troubles du spectre autistique ?

2.2.3.1. Un déficit du systéme ocytocine/vasopressine dans les troubles du spectre autistique

Connaissant le réle du systéme ocytocine/vasopressine dans la régulation des comportements
sociaux, plusieurs groupes ont tenté d’évaluer I'activité de ce systeme dans le cadre des troubles autistiques.
Des études génétiques ont montré que des variations dans les génes de I'ocytocine, de la vasopressine, de
leurs récepteurs ou de CD38 étaient associés aux symptomes autistiques et au diagnostic d’ASD (pour revue,
voir [224]).

Ces derniéres années, et afin d’identifier de nouvelles cibles, la recherche de biomarqueurs de
I"autisme a suscité un grand intérét (pour revue, voir [225]). En 1998, Modhal et al [226] observent pour la
premiére fois que les patients autistes présentent des taux d’ocytocine circulante diminués. Quelques années

plus tard, ces résultats ont été raffinés au travers d’'une étude qui a permis de montrer que bien que les taux

47



d’ocytocine mature soient diminués chez les patients, les taux d’ocytocine immature, eux, sont augmentés.
Ceci suggére un déficit dans le maturation de I'ocytocine chez les patients autistes [227].

De fagon semblable, il a été montré chez des patients autistes que les taux de vasopressine circulants
sont inversement corrélés avec la sévérité des troubles sociaux (considérés comme un score faible au test
« Theory of Mind and Affect Recognition tasks ») [228].

Ces résultats indiquent un défaut d’activité du systéme ocytocine/vasopressine chez les patients

autistes et suggérent I'utilisation de I’ocytocine et/ou de la vasopressine dans un objectif thérapeutique.

2.2.3.2. Traitement a I’ocytocine chez ’adulte

Les modeles animaux d’autisme sont nombreux [229] et permettent d’étudier le réle de genes de

susceptibilité dans le développement de troubles sociaux. L'utilisation de ces animaux a permis de tester
plusieurs pistes thérapeutiques et parmi celles-ci, I'ocytocine a donné des résultats trés prometteurs.
Un traitement a l'ocytocine ou la stimulation de la libération d’ocytocine endogéne via l'utilisation
d’agonistes MC4R ou via une stratégie chémogénétique (utilisation de Designer Receptors Exclusively
Activated by Designer Drugs, DREADD) améliore les déficits sociaux observés chez les souris Cntnap2-/-, un
modele d’ASD [107]. Des effets semblables ont été confirmés dans d’autres modéles animaux (pour revue,
voir [230] ou [231]). Bien que toutes les études réalisées chez I'animal ne permettent pas de confirmer ces
effets positifs [232], ces résultats ont conduit des cliniciens a envisager l'utilisation d’un traitement a
I’ocytocine chez 'Homme. Pour cela, ils ont d’abord évalué les effets indésirables potentiels induits par un
tel traitement. Une étude réalisée chez des patients ayant entre 10 et 17 ans suggéere qu’un traitement
chronique a l'ocytocine (12 semaines de traitement) ne présente pas de risque majeur pour des sujets
atteints d’ASD [233].

Les résultats des premieres études réalisées chez I’'Homme sont encourageants. Ainsi, un traitement
aigu a l'ocytocine chez l'adulte atteint d’ASD semble avoir des effets positifs notamment sur la
reconnaissance des émotions et le contact visuel (pour revue, voir [234] [235]). Néanmoins, notons qu’un tel
traitement reste symptomatique et non curatif.

Notons cependant que ces études sont récentes et que nous n’avons probablement pas encore le

recul nécessaire pour voir d'éventuels effets néfastes a long terme.
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2.2.3.3. Traitement a I’ocytocine chez le jeune

L'ocytocine joue un réle important a la naissance en régulant le switch du GABA rendant celui-ci
inhibiteur et limitant ainsi les effets cérébraux de I’'hypoxie induite par le changement de mode d’oxygénation
chez le bébé. De facon intéressante, ce switch est altéré chez deux modeéles animaux d’autisme (les rats
exposés au valproate au cours du développement intra-utérin et les souris porteuse d’'une mutation “X
fragile”) [236] suggérant un défaut ocytocinergique dans ces modeles animaux. Ce résultat suggére que
I’ocytocine aurait un role particulier au cours du développement et que ce réle serait perdu chez des modéles
animaux d’ASD, mettant ainsi en évidence l'intérét potentiel d’un traitement précoce dans le cadre de ces
pathologies.

Chez la souris Cntnap2-/-, bien qu’un traitement aigu a I'ocytocine soit bénéfique, notons qu’un
traitement chronique réalisé chez le jeune induit des effets bénéfiques plus durables et une réversion des

déficits d’expression d’ocytocine observés au niveau du PVN chez ces animaux a P30 [107].

Le lien entre ocytocine/vasopressine et développement sera plus amplement traité dans la partie Il

de cette introduction.

2.2.4. Autres maladies neuro-développementales associées a des troubles sociaux et pour lesquelles

un traitement a I’ocytocine semble prometteur

2.2.4.3. Pourquoi étudier les syndromes d’origine génétique responsables de troubles sociaux ?

L’étude des ASD est rendue difficile par la grande variabilité dans la sévérité du trouble et I'origine
de la pathologie (génétique, environnementale). En effet, les résultats a priori contradictoires obtenus dans
certaines études peuvent parfois s’expliquer par la sélection de patients présentant des co-morbidités
spécifiques (déficience intellectuelle associée ou non par exemple) [237].

Notons que les syndromes du spectre autistique ne sont pas les seules pathologies entrainant des
troubles sociaux. Plusieurs syndromes trouvant leur origine dans un défaut génétique ont pour conséquence
une altération des comportements sociaux. Afin de comprendre les mécanismes impliqués dans la
physiopathologie des troubles sociaux, il est souvent plus simple de sélectionner une pathologie d’origine
connue (génes identifiés) et dont la manifestation clinique est pénétrante.

Plusieurs études sur 'ocytocine et la vasopressine se sont portées sur des syndromes d’origine
génétique marqués par des troubles des comportements sociaux et dans lesquels la prévalence d’ASD est
significativement augmentée par rapport a la population générale. Ainsi, nous traiterons principalement:

- dusyndrome du X fragile (FXS)
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- dusyndrome de Prader Willi (PWS)
- dusyndrome de Schaaf Yang (SYS)

Nous traiterons aussi du syndrome de Williams, une pathologie marquée par une hyper-sociabilité.

2.2.4.4. Le syndrome de Williams

Le syndrome de Williams est une pathologie d’origine génétique liée a une délétion sur le
chromosome 7 du locus q11.23 dont le diagnostic est établi via « fluorescence in situ hybridization » (FISH).
Parmi les génes touchés par cette délétion, le plus étudié est |'élastine dont la mutation peut causer une
sténose aortique supra-valvulaire.

Ce syndrome touche un individu sur 20.000 et induit des troubles divers : troubles cardio-vasculaires,
retard psychomoteur, dysmorphie du visage, hypercalcémie et altération cognitive et comportementale. Les
troubles comportementaux sont marqués par une hyper-sociabilité [238] et une hypersensibilité au bruit
notamment [239].

Le systéme ocytocine/vasopressine est modulé par la pathologie. En effet, les patients présentent
des taux d’ocytocine circulante plus élevés que la population générale. L'augmentation des taux d’ocytocine
et de vasopressine dépendante de |'activité (exposition au froid ou stimulation auditive) est également plus
importante chez les patients [240].

Les récepteurs de I'ocytocine sont plus exprimés chez les patients que chez des contréles [241]. En
2015, Haas and Smith [242] ont proposé que |'absence de la protéine WBSCR22, une protéine impliquée dans
la production de la méthyl-transférase, induirait un défaut de méthylation des genes codant pour les
récepteurs de l'ocytocine et que ce défaut d’expression des récepteurs pourraient étre a |'origine de la

perturbation du systeme ocytocinergique observé dans ce syndrome (voir partie 1.1.4.).

2.2.4.5. Le syndrome du X fragile (FXS)

Le syndrome du X fragile est la cause la plus fréquente de déficit intellectuel héréditaire et 'une des
principales causes génétiques de I'autisme. En France, 1 garcon sur 5000 et 1 fille sur 9000 sont diagnostiqués
FXS. C'est une maladie due a une hyper-méthylation du gene FMR1 causée par une répétition anormale du
codon CGG a proximité de celui-ci. Le géne FMR1, situé sur le chromosome X, code pour la protéine FMRP
(fragile mental retardation protein). Cette protéine est impliquée dans le transport des ARNm mais
également dans leur traduction a la synapse. La mutation de cette protéine cause des altérations synaptiques
avec des épines dendritiques qui sont longues et fines et, chez la souris, elle induit aussi une altération de la

potentialisation a long terme (LTP) et une augmentation de la dépression a long terme (LTD) dans certaines
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structures cérébrales. Le second chromosome X permet souvent de limiter les troubles d’ou une prévalence
plus faible chez les femmes.
Chez un modéle murin de ce syndrome, le switch du GABA n’a pas lieu a la naissance mais un
traitement a I'ocytocine de tranches aiglies de cerveau issus d’animaux a PO permet de le restaurer [236].
Chez 'Homme, un traitement intra-nasal a I'ocytocine chez des patients dgés de 13 a 28 ans semble
bénéfique puisqu’il diminue I'anxiété sociale (mesurée 50 minutes aprés I'administration du traitement)

[243].

2.2.4.6. Le syndrome de Prader Willi (PWS)

Le syndrome de Prader Willi est une maladie d’origine génétique touchant moins d’un enfant sur
10.000 (Orphanet). Elle est due a I'absence d’expression d’une série de génes soumis a empreinte situés sur
le chromosome 15 (locus PWS : 15q11-g13). Le diagnostic peut étre établi tot [244] car les enfants présentent
une hypotonie importante (qui peut méme étre détectée au cours de la période prénatale) et un test
génétique permet de confirmer le diagnostic. Ceci permet généralement une prise en charge précoce : pour
les enfants nés en France en 2013, I'age de prise en charge médian est de 18 jours [245].

Les symptomes de la maladie évoluent au cours du développement (pour revue, voir [246]). Dans la
petite enfance, les patients présentent une hypotonie importante et des troubles de la prise alimentaire
nécessitant souvent une intubation au cours des deux premiéres années de vie. Autour de 4-5 ans, les enfants
présenteront une absence de satiété conduisant a une hyperphagie marquée et, en I'absence d’un suivi, a
une obésité morbide. Cette seconde phase s’accompagne du développement de troubles de I'apprentissage
et du comportement plus ou moins marqués ainsi que de troubles sociaux. En outre, les patients présentent
des caractéristiques physiologiques traduisant un déficit endocrinien tels que des troubles de la reproduction
ou une petite taille.

Afin de traiter le probleme majeur que présente I'obésité chez ces patients, la prise en charge passe
actuellement par un contrdle constant de I'accés a la nourriture. Pour ces raisons, les patients ne peuvent
avoir que tres peu d’indépendance. Plusieurs stratégies thérapeutiques sont actuellement envisagées afin de
diminuer I'impact de la pathologie :

- un traitement a base d’hormone de croissance (GH). Celui-ci diminue I'obésité en favorisant
la croissance et permet ainsi une meilleure répartition du poids. Une étude rétrospective sur
522 enfants atteints du syndrome de Prader Willi a en effet montré un impact bénéfique du

traitement a la GH sur la croissance et sur I'indice de masse corporelle [247].
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- une modulation du ratio ghréline acétylé (forme orexigénique) sur ghréline non-acétylée qui
est augmenté chez les patients. Ainsi, un traitement par voie sous-cutanée de 14 jours avec
un analogue de la ghréline non-acétylé s’est avéré prometteur puisqu’il induit une
diminution de I'appétit ainsi qu’une diminution de la masse graisseuse et de la circonférence

de la taille [248].

Les mécanismes conduisant a la pathologie ne sont pas élucidés et cela est probablement d{ au fait
que le nombre de genes impliqués est important (Fig 5). Des études se sont penchées sur le role de chacun
des genes notamment en utilisant des modeles transgéniques murins (pour revue, voir [249]). Parmi les
génes impliqués, on compte notamment :

- des genes de la familles MAGE (melanoma-associated antigen). C'est le cas de Necdin et de
Magel2, deux génes codant pour des protéines impliquées dans la régulation du cycle
cellulaire ou dans la voie recyclage/élimination des protéines dépendant de I'ubiquitination
[250] [251]. Cette famille de génes a d’abord été étudiée du fait de sa forte expression par
les tissus tumoraux mais ils sont également exprimés par les tissus sains.

- des snoRNA (small nucleolar RNA) dont la fonction est encore mal connue.

Figure 5 : représentation de la région Prader Willi du chromosome 15 chez ’'Homme
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L'utilisation de souris déficientes pour la protéine Necdin a mis en évidence le réle de celle-ci dans la
croissance axonale [252] mais également dans les troubles respiratoires sérotonine-dépendants observés
dans la pathologie [253].

L'utilisation de souris déficientes pour le gene Magel2, a quant a elle mis en évidence I'implication
de ce gene dans les troubles alimentaires précoces ainsi que dans les troubles sociaux et d’apprentissage

observés dans la pathologie [254] [255], mais également dans la régulation des rythmes circadiens [256].
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Ces différences de fonctions peuvent étre dues a une expression différentielle des 2 génes. En effet,
bien qu’aucun anticorps spécifique n’existe pour localiser ces deux protéines, des expériences d’hybridation
in situ de ’ARN ont été menées. Celles-ci ont permis de montrer qu’au cours du développement [257], a
E15.5-E18.5, les deux génes sont exprimés dans le cerveau mais le patron d’expression de Magel2 et de
Necdin au sein de I’"hypothalamus différe :

- Magel2 est principalement exprimé au niveau du noyau suprachiasmatique, du SON et de
I'aire pré-optique. De facon intéressante, le patron d’expression de Magel2 dans le SON et
le noyau suprachiasmatique rappelle celui de la vasopressine.

- Necdin est exprimé dans I'aire péri-fornicale, I’hypothalamus latéral, I'hypothalamus médio-

dorsal et le noyau arqué.

Dans le cadre du syndrome de Prader Willi, une altération du systéme ocytocinergique a été
identifiée. Ainsi, le nombre de neurones ocytocinergiques du PVN est diminué chez les patients [258]

Chez ces patients, une administration intra-nasale d’ocytocine (aiglie ou de quelques jours) améliore
le comportement social [259] [260] suggérant qu’un traitement a I'ocytocine pourrait s’avérer positif dans le

cadre de cette pathologie.

Plusieurs études cliniques ont été développées afin d’étudier I'éventuel impact d’un traitement
chronique a l'ocytocine dans le cadre du PWS (pour revue, voir [261]). Une étude récente a permis de
montrer une amélioration du comportement chez les enfants de moins de 11 ans via un traitement de 4
semaines a l'ocytocine (moins de coleres, de tristesse, de conflits et de comportements reliés a la nourriture
ainsi qu’un meilleur comportement social) alors que le méme traitement altére la joie, augmente la tristesse
et les coleres chez des enfants de plus de 11 ans [262]. Cette dichotomie dans les effets peut expliquer les
effets négatifs observés par Einfeld et collaborateurs [263] suite a un traitement chronique a I'ocytocine chez
des enfants de plus de 13 ans.

Ainsi, I'age auquel a lieu le traitement serait déterminant, suggérant un impact développemental.
Une étude menée par le groupe de Maithé Tauber a consisté a traiter des enfants de moins de 6 mois a
I’ocytocine pendant 1 semaine [264]. Sans effet néfaste, un tel traitement améliore la prise alimentaire chez
les bébés ainsi que le comportement social. Les effets ne sont pas uniquement aigus puisque I'impact positif
de ce traitement est encore présent a 2 ou 3 ans. Ainsi, le suivi des patients traités indique une amélioration
de leurs capacités motrices par rapport a des sujets non traités (suggérant une diminution de I’"hypotonie) et

également de meilleures compétences sociales. Cet effet a long terme sur les interactions sociales suggere
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que le développement du cerveau des patients a été modifié par I'administration d’ocytocine et que I'activité

des réseaux neuronaux régulant les comportements sociaux s’est normalisé.

2.2.4.7. Le syndrome de Schaaf Yang (SYS)

Le syndrome de Prader Willi, comme le syndrome de Williams, est un trouble complexe puisqu’il
implique plusieurs génes.

Le syndrome de Schaaf Yang est causé par une mutation dans un seul des genes de la région PWS :
le géne Magel2. La mutation touche I'allele d’origine paternelle. Décrit pour la premiére fois par Schaaf en
2013 [265], le syndrome est caractérisé par une importante prévalence d’ASD (75% des patients présentant
une mutation dans Magel2 sont également diagnostiqués ASD alors que seulement 25% des patients atteints
du syndrome de Prader Willi le sont), un retard mental et certains troubles Prader-Willi-like dont notamment

I’hypotonie [266].

Il est possible que les taux d’ASD soient sous-estimés dans le cadre du syndrome de Prader Willi du
fait de la gravité des autres troubles ou que le nombre de patients atteints du syndrome de Schaaf Yang non

ASD soit sous-estimé car ils ne présentent que peu de troubles rendant ainsi le diagnostic difficile a établir.

Bien que le role exact de la protéine Magel2 soit mal compris, celui-ci semble essentiel pour le
recyclage des protéines membranaires et la régulation des processus d’ubiquitination (pour revue voir [267]).
Nous reviendrons sur ce mécanisme dans la Discussion générale.

L’ARN messager codant pour cette protéine est exprimé fortement par les structures cérébrales
essentielles pour I'effet de I'ocytocine et de la vasopressine sur la régulation des interactions sociales (voir
Fig 6) :

- Le noyau suprachiasmatique et le noyau du lit de la strie terminale qui produisent la
vasopressine et projetent vers les structures cérébrales dans lesquelles elle module les
comportements sociaux

- Le noyau paraventriculaire et le noyau supra-optique qui produisent I'ocytocine et de la
vasopressine

- Le septum latéral qui médie plusieurs des effets pro-sociaux de l'ocytocine et de la

vasopressine
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Figure 6 : Patron d’expression cérébrale de Magel2 déterminé par hybridation in situ de I’ARN chez

des souris — images issus de I’Allen Brain Atlas
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Afin d’étudier la fonction du gene Magel2, des modeles murins déficients pour ce géne ont été

générés (pour revue, voir [268]) :

la souris Magel2KO générée par I'équipe de Rachel Wevrick (Magel2tm1Stw) dans laquelle
la fonction du géne est perdue et dans laquelle le cadre de lecture ouvert est remplacé par
une cassette LacZ-neo [256]. Cette souris exprime ainsi une protéine fusionnée a la béta-
galactosidase que l'on peut localiser. Ceci permet de suivre le pattern d’activation du
promoteur et des éléments régulateurs: ces animaux présentent une mortalité a la naissance
de l'ordre de 10%, une diminution de la prise de poids précédant le sevrage suivie par une
augmentation de I'adiposité apres le sevrage [269], une diminution de la masse musculaire
et de l'activité locomotrice [270], une altération de la réponse a la nouveauté [271], des
troubles circadiens [256], une infertilité progressive [272] et une altération tardive de
I'olfaction. Tous ces défauts sont caractéristiques de perturbations des fonctions
hypothalamiques primitives.

la souris Magel2KO générée par I'équipe de Francoise Muscatelli (Magel2tm1.1Mus) qui
présente une délétion du gene Magel2 ainsi que de ses séquences promotrices (région de
3.397kb) [254] : ces animaux présentent une mortalité péri-natale de 'ordre de 50%, une
altération du systeme ocytocinergique (au cours de la période péri natale : accumulation de
formes immatures de I'ocytocine ; chez I'adulte : diminution du nombre de récepteurs de
I'ocytocine dans le septum latéral, augmentation de I'immuno-réactivité ocytocinergique
dans différentes structures cérébrales) et une altération de I'activité de succion [254], du

comportement social ainsi que de I'apprentissage et de la mémoire [255].

Le cadre de lecture ouvert du gene Magel2 fait seulement 1.5kb [273]. La souris générée par Rachel

Wevrick possede donc entre 1.5 et 2kb de séquences régulatrices qui sont absentes chez la souris générée

par Francoise Muscatelli. Ces séquences régulatrices, dont les fonctions sont méconnues et qui pourraient

également moduler I'expression d’autres genes au sein de la région PWS (notamment le gene Necdin)

pourraient expliquer les différences phénotypiques observées entre ces deux lignées (différence dans les

taux de mortalité péri-natale par exemple).

L'équipe de Frangoise Muscatelli a montré que les souris Magel2KO présentaient une altération

précoce de |'expression de différentes hormones telles que I'orexine A, I'ocytocine ou la vasopressine. Au

cours de la période périnatale, ces souris présentent une accumulation des formes immatures de |'ocytocine

suggérant un défaut de la maturation de ce peptide. Un traitement précoce a I'ocytocine chez ces animaux
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restaure les troubles alimentaires ainsi que la mortalité précoce suggérant un réle primordial de I'ocytocine
[254]. De fagon intéressante, un traitement précoce a I'ocytocine est également suffisant pour restaurer les
troubles sociaux chez I'adulte ainsi que I'expression des récepteurs de |'ocytocine ou I'immuno-réactivité
ocytocinergique. Ce résultat suggere que l'ocytocine injectée en post-natal corrigerait un probléme

neurodéveloppemental [255].
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3. Développement, systeme ocytocine/vasopressine et troubles
sociaux

3.1. Périodes critiques et développement cérébral

3.1.1. Exemple de période critique : le switch du potentiel d’équilibre du GABA induit par I’ocytocine

La notion de période critique pour le développement de réseaux neuronaux a d’abord été découverte
dans le cortex visuel suite a des expériences de privation sensorielle réalisées par Wiesel and Hubel en 1965
[274]. 1l existe des périodes critiques au cours desquelles certains évenements doivent avoir lieu afin

d’assurer un bon développement.

Chez les mammiféres, la naissance est un événement stressant au cours duquel le nouveau-né
change de mode d’oxygénation. Lors de la transition d’un apport d’oxygene via le sang maternel a la
respiration, le nouveau-né traverse une période d’hypoxie. Les neurones consommant beaucoup d’énergie,
ils sont particulierement sensibles a celle-ci. Des mécanismes impliquant une régulation de la balance
excitation/inhibition se mettent en place peu avant la mise-bas permettant ainsi de diminuer I'activité
neuronale et donc le besoin en oxygéne.

Dans certaines structures, dont I'hippocampe, l'innervation GABAergique est plus précoce que
I'innervation glutamatergique et au cours du développement prénatal, le GABA est dépolarisant [275]. Ceci
est d0 a une concentration intracellulaire importante d’ions chlorure. Ainsi, lorsque le GABA se lie au
récepteur-canal GABA,, celui-ci s’ouvre et laisse sortir des ions chlorure. Ces derniers étant chargés
négativement, leur sortie va induire une dépolarisation qui peut suffire a exciter les neurones.

Le potentiel d’inversion du courant induit par le GABA chute brusquement avant la naissance (E20)
dans I'aire CA3 de I'hippocampe chez le rat. Le potentiel d’inversion du courant induit par le GABA passe alors
sous la valeur du potentiel de repos rendant le GABA hyperpolarisant. Ceci est associé a une diminution du
potentiel de repos neuronal. Cet événement est transitoire puisque des P1, le GABA redevient dépolarisant.
Ce changement est dépendant de I'activation des récepteurs de I'ocytocine [276] probablement activés par
I’ocytocine maternelle qui est libérée en grande quantité au cours de la parturition.

Le mécanisme d’action est le suivant : I'activation du récepteur de l'ocytocine induit une
augmentation de I'activité du co-transporteur KCC2 via une phosphorylation et une augmentation de son
insertion et/ou de sa stabilité au sein de la membrane plasmique. Ce transporteur extrude les ions chlorures
ce qui abaisse le potentiel d’inversion du courant induit par le GABA et le rend hyperpolarisant et inhibiteur
[277].
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Notons que le GABA redeviendra dépolarisant au cours du développement post-natal du fait d’'une

augmentation d’expression du canal KCC2 et d’une diminution de I’expression de NKCC1 [278].

3.1.2. Période critique et troubles neuro-développementaux

Les troubles neuro-développementaux sont par définition causés par des événements délétéres
ayant lieu au cours du développement et ayant des conséquences a long terme sur la fonction neuronale,
sensorielle ou comportementale.

Les facteurs de risques non-génétiques ayant été décrits dans le cadre de I'autisme concernent une
altération de 'homéostasie ayant lieu au cours d’une période définie (développement prénatal ou petite
enfance) que I'on peut considérer comme une période critique. De plus, les genes associés a I'autisme sont
en grande partie associés a la fonction synaptique et on comprend qu’une altération de la fonction
synaptique puisse induire une connexion aberrante de certains réseaux neuronaux. Dans une revue publiée
en 2016, Marin [279] suggere que les troubles neuro-développementaux seraient dus a des évenements
ayant lieu au cours du développement précoce (hypoxie, infection maternelle) qui vont induire des
remaniements via I'activation de mécanismes compensatoires conduisant a une organisation pathologique
du cerveau.

Dans une revue publiée en 2005, Gilbert décrit les mécanismes par lesquels les facteurs
environnementaux peuvent influencer I'expression génique [280]. Il décrit ainsi 3 mécanismes principaux :

- Lesfacteurs environnementaux sont percus et conduisent a des modulations endocrines. Les
hormones libérées peuvent moduler I'expression génique
- Les facteurs environnementaux modulent le patron de méthylation de certains genes
(épigénétique) ce qui module leur transcription
- Le microbiote de I’h6te module I'expression génique de ce dernier
Des expériences ont permis de montrer que I'enrichissement environnemental a des conséquences sur le
comportement des animaux [281] [282]. L'une d’entre elle a consisté a enrichir I'environnement dans lequel
ont été élevées des souris avant le sevrage et les résultats ont montré une accélération de leur maturation
cérébrale (pic de doublecortin arrivant plus précocément), plus de marqueurs de maturité neuronale a P14
(NeuN par exemple), densité des épines dendritiques augmentée dans le gyrus denté et synapses plus
matures) [283]. Ainsi, il semble que |'exposition a un environnement spécifique puisse moduler le
développement cérébral et ceci pourrait étre a I'origine d’une partie des troubles neuro-développementaux

et ceci, notamment via une action épigénétique (voir 1.1.4)
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D’autre part, le développement des systémes ocytocine/vasopressine est extrémement sensible a la
manipulation des animaux par un expérimentateur. Ainsi, des campagnols males manipulés au cours de leur
premier jour de vie présentent, aprés le sevrage, une augmentation du nombre de neurones exprimant
I'ocytocine dans le NSO. Notons que ces animaux présentent également plus de comportements de type

alloparental quand des bébés leurs sont présentés que les campagnols qui n’ont pas été manipulés [284].

3.2. Développement du systeme ocytocine/vasopressine

3.2.1. Production d’ocytocine et de vasopressine au cours du développement

Bien que la pre-pro-ocytocine soit produite t6t au cours du développement (E14,5 chez la souris [92],
E16/E17 chez le rat [12], il faut attendre la fin de la vie embryonnaire (E21 ou PO [254] [155]) pour que la
forme mature soit produite par les neurones du PVN suggérant que |'ocytocine foetale n’aurait pas de réle

au cours du développement prénatal.

La maturation de la vasopressine est plus précoce puisqu’une forme amidée du peptide peut étre
détectée des E16 chez le rat. Notons qu’au cours du développement embryonnaire, on retrouve 5 a 10 fois
plus de précurseurs de la vasopressine que de précurseurs de I'ocytocine [12] [285] ce qui suggére qu’au
cours du développement embryonnaire, le systéme vasopressinergique est plus actif que le systéme

ocytocinergique. Malgré tout, le role développemental de la vasopressine foetale n’est pas connu.

3.2.2. Maturation post-natale des propriétés des neurones ocytocinergiques et vasopressinergiques

Le développement morpho-fonctionnel des neurones ocytocinergiques et vasopressinergiques
continue durant la période postnatale. Chez le rat, les neurones magnocellulaires du SON ne sont ainsi
matures en termes de morphologie et d’activité électrophysiologique qu’aprés la seconde semaine post-
natale. Ainsi, les propriétés des potentiels d’actions produits par ces neurones évoluent au cours de la
premiére semaine post-natale avec notamment un seuil de déclenchement des potentiels d’action qui
s’hyperpolarise progressivement. Au début de la seconde semaine post-natale, I'arborisation dendritique de
ces neurones se densifie et le GABA, initialement excitateur, devient inhibiteur. A cette période d’extension
suit un élagage des dendrites. Ainsi, nous pouvons penser que I'extension permet au neurone de connecter
plusieurs cibles et seules certaines d’entre elles seront maintenues ensuite. Les neurones ont donc acquis

leur phénotype “adulte” a la fin de la seconde semaine post-natale chez le Rat [286].
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Notons que la phase d’extension dendritique nécessite la libération locale d’ocytocine et/ou de

vasopressine [287] et cette maturation post-natale est donc dépendante d’une régulation autocrine.

3.2.3. Les récepteurs centraux de I’ocytocine et de la vasopressine au cours du développement

Les patrons d’expression des récepteurs de |'ocytocine et de la vasopressine sont modulés au cours
du développement (voir Fig 7).

De nombreuses études ont utilisé I'autoradiographie afin de caractériser le nombre de sites de liaison
spécifiques de I'ocytocine et par conséquent la densité des récepteurs de I'ocytocine dans le cerveau de Rat.
Les premiers récepteurs de I'ocytocine apparaissent dés E14 au niveau du complexe vagal [288].

Le fait que les récepteurs de l'ocytocine soient présents avant que I'ocytocine mature ne soit
produite est surprenant mais plusieurs hypotheéses expliquent leur role :

- l'ocytocine immature pourrait moduler 'activité du récepteur

- d’autres peptides (tels que la vasopressine) pourraient activer ou moduler ce récepteur

- l'ocytocine maternelle, capable de traverser le placenta chez 'Homme [289], pourrait
atteindre le cerveau des foetus du fait de la perméabilité de la barriére hémato-encéphalique
[77] aux étapes précoces du développement.

A la fin de la deuxiéeme semaine post-natale (P10-P13), des récepteurs de I'ocytocine sont retrouvés
dans le noyau olfactif antérieur, le caudé putamen, le noyau accumbens, le cortex cingulaire, le noyau du lit
de la strie terminale, le septum, le thalamus et I'amygdale. Ensuite, le patron d’expression de ces récepteurs
va subir d’importants remaniements : dans le noyau accumbens par exemple, le nombre de sites de liaison
OT-R va augmenter entre P10 et P20 puis il diminuera ensuite pour atteindre les niveaux observés chez

I’adulte (pour revue, voir [80]). Les niveaux d’expression seront stables uniquement apreés la puberté [288].

Des études similaires ont été menées afin d’étudier les récepteurs de la vasopressine. Ceux-ci
apparaissent d’abord dans la formation réticulée ou ils sont retrouvés des E16 chez le rat [288]. Entre E17 et
P5, d’autres structures acquierent des récepteurs de la vasopressine. C'est le cas notamment du lobe
antérieur de I'hypophyse, du noyau supra-chiasmatique, du septum, des plexus choroides, du locus
coeruleus, du noyau du tractus solitaire, du noyau olfactif antérieur, du noyau accumbens, de I'amygdale, du
thalamus, de I’hippocampe, du noyau du raphé... A partir de P5, aucune nouvelle structure ne présente de
récepteurs de la vasopressine mais I'intensité du marquage dd a la liaison du radio-ligand peut étre modifiée

:on observe par exemple une augmentation de la liaison dans le noyau supra-chiasmatique et une diminution
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dans le raphé dorsal [288]. Le pattron d’expression des récepteurs de la vasopressine change peu apres le

sevrage chez des animaux non modifiés génétiquement (P21).

Notons que dans le septum latéral et le noyau de la strie terminale, le nombre de récepteurs de
I'ocytocine, comme le nombre de récepteurs de la vasopressine est modulé au cours de la période post-
natale [290] :

- laliaison Vla dans le septum latéral augmente entre 5 et 8 semaines puis reste stable ensuite
- laliaison V1a dans le noyau du lit de la strie terminale ventral augmente entre 5 et 16 semaines

- laliaison OT diminue dans le septum latéral aprés 5 semaines

Figure 7 : Principales structures cérébrales au sein desquelles I'expression des récepteurs de I’ocytocine

et/ou de la vasopressine décroit au cours du développement post-natal [28] [288]
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3.2.4. Influence des événements péri-nataux sur les systémes ocytocine et vasopressine

3.2.4.1. Effet d’une modulation précoce du systéeme ocytocine

La modulation précoce du systeme ocytocine a des conséquences a long terme sur le systeme
ocytocine/vasopressine. Ainsi, chez le campagnol des prairies male, I'administration par injection intra-

péritonéale d’un antagoniste des récepteurs de I'ocytocine le premier jour de la vie, induira, chez I'adulte,
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une diminution du nombre de sites de liaison de type V1a dans I'aire pré-optique médiane, le noyau du lit de
la strie terminale et le septum latéral [165].

Les modeéles animaux de pathologies entrainant des troubles des comportements sociaux sont
également sensibles a la modulation précoce de I'activité du systeme ocytocinergique. En effet, les souris
Magel2KO présentent une diminution du nombre de récepteurs de I'ocytocine chez I'adulte dans le septum
latéral par rapport aux animaux WT. Un traitement précoce a I'ocytocine (injections sous cutanées au cours
de la premiere semaine de vie) permet de normaliser le nombre de récepteurs de I'ocytocine chez I'adulte

dans cette structure et de restaurer les comportements sociaux [255].

Notons que peu d’études se sont concentrées sur les effets a long terme d’une modulation précoce
du systéeme vasopressine car cette hormone, administrée en périphérie module notamment la pression
artérielle. L'administration de vasopressine peut ainsi avoir de lourdes conséquences indépendantes d’une

action centrale.

3.2.4.2. Stimuli sociaux et développement des systémes ocytocine/vasopressine

L’abondance des stimuli sociaux module le développement du systéme ocytocine/vasopressine.
Lorsque plusieurs portées de souris Balb/c sont élevées ensemble (3 méres par cage), les méres présentent
un comportement maternel exacerbé. Les souris ayant grandi dans ces conditions présentent, a P28, une
augmentation du nombre de récepteurs de |'ocytocine dans le septum latéral dorsal et ventral, le noyau
dorsal endopiriforme, le cortex insulaire agranulaire et le noyau du lit de la strie terminale. Ces animaux
présentent également une diminution du nombre de récepteurs de la vasopressine dans le septum latéral
dorsal. De plus, leur réponse au stress est modifiée puisqu’ils présentent, aprés sevrage, une diminution des
comportements “anxieux” lorsqu’un nouvel environnement leur est présenté [291].

De la méme maniére, la séparation de la mere 3 heures par jour au cours de 2 premiéres semaines
post-natales va modifier, chez les bébés, le développement du systéme ocytocine/vasopressine avec
notamment [292]:

- une diminution transitoire du nombre de récepteurs V1a dans le septum latéral et le noyau arqué

(observée a la 5eme semaine de vie mais restaurée a la 8&¢me semaine de vie)

- uneaugmentation du nombre de récepteurs V1a dans le cortex piriforme a partir de la 8eme semaine
post-natale
- une diminution transitoire du nombre de récepteurs de l'ocytocine dans le cortex insulaire

agranulaire (jusqu’a la 8éme semaine post-natale)
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- une diminution du nombre de récepteurs de I'ocytocine dans le septum latéral et le caudé putamen
et une augmentation dans I’"hypothalamus ventro-médial a la 16éme semaine post-natale

Dans cette étude, les impacts de la séparation de la meére sur la production d’ocytocine ou de vasopressine
ou sur I'expression des récepteurs a court terme n’ont pas été étudiés.
Notons que les rats Wistar males présentent une augmentation de la concentration en vasopressine dans le
septum latéral lors d’une interaction sociale avec un juvénile. Les animaux sujets au protocole de séparation
de la mére ne présentent pas cette augmentation et ce défaut est associé a une incapacité a reconnaitre un
individu déja rencontré [143]. Ainsi, ce n’est pas seulement I'expression des récepteurs qui est altérée par ce

stress périnatal mais également la libération de vasopressine dépendante d’un stimulus social.

3.3. L’ocytocine et la vasopressine comme modulateurs du développement

3.3.1. Ocytocine et vasopressine : effets organisationnels

L'ocytocine et la vasopressine sont principalement connues pour leurs fonctions endocrines et leur
fonction de neuromodulateurs mais ce sont également des éléments clés du développement cérébral. Ces
nonapeptides ne permettent pas seulement le bon développement des systemes ocytocinergique et
vasopressinergique mais ils jouent un réle organisationnel plus global. Ce réle pourrait expliquer I'expression

transitoire de récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine dans certaines structures cérébrales.

3.3.1.1. Le systéeme ocytocine/vasopressine module le développement cérébral et endocrinien

Des études menées sur le rat Brattleboro ont mis en avant le role de la vasopressine dans le
développement cérébral. En effet, ces animaux présentent un développement cérébral altéré avec
notamment une diminution de I'activité mitotique et un nombre moins important de cellules dans le cervelet.
Une supplémentation en vasopressine (administrée par voie sous cutanée) au cours du développement

prénatal permet de restaurer ces défauts de croissance (pour revue, voir [293]).
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L’application transitoire d’ocytocine sur des cultures neuronales issues d’hippocampe induit une diminution
de la complexité dendritique de ces neurones ainsi que de |'abondance d’autapses. Cet effet passe par
I'activation du récepteur de I'ocytocine [294]. Ainsi, I'ocytocine ne permet pas seulement de favoriser le
phénotype neuronal mais elle jouerait également sur la maturation morphologique des neurones. De facon
similaire, les neurones hippocampiques et corticaux de souris déficientes pour CD38, une protéine connue
pour son réle dans la libération d’ocytocine, présentent des défauts morphologiques avec notamment une

altération de la complexité dendritique (évaluée via I’analyse de Scholl des dendrites apicales) [295].

Notons que le devenir des progéniteurs neuronaux est également modulé par I'ocytocine. Ainsi,
I'administration d’ocytocine favorise la neurogeneése in vitro [296] et in vivo [297]. L’ocytocine pourrait jouer
un role important dans le développement neuronal expliquant I'impact majeur d’une application aigué et

précoce d’antagonistes des récepteurs de I'ocytocine.

D’autre part, I'impact néfaste d’une privation sensorielle sur le développement cortical est
dépendant de l'ocytocine. Ainsi, chez la souris, la privation précoce d’informations sensorielles percues
visuellement ou via les moustaches induit une diminution de la fréquence des évenements synaptiques
percus par les neurones pyramidaux des couches Il et Il ainsi que de leur activité synaptique. Ceci est corrélé
avec une diminution du nombre de neurones ocytocinergiques du PVN et des taux réduits d’ocytocine au
sein du cortex somatosensoriel et visuel (sans effet sur les taux plasmatiques). L'injection d’ocytocine dans
le cortex somatosensoriel le jour précédant des enregistrements électrophysiologiques permet de restaurer
les défauts observés. De plus, des troubles similaires peuvent étre induits chez des animaux WT via 'injection
intra cérébro ventriculaire d’antagonistes des récepteurs de |'ocytocine démontrant que ces troubles sont
dépendants de I'ocytocine [298]. L'ocytocine joue donc un role positif pour le développement des cortex

sensoriels.

A l'interface entre le central et le périphérique, une étude réalisée chez le poisson zebre a permis de
montrer que l'ocytocine joue un role crucial pour le développement de linterface neuro-vasculaire de
I’hypophyse en modulant la morphogenése endothéliale [299]. Cette modulation aura un impact a long

terme sur la capacité de la neurohypophyse a assurer la libération des hormones dans la circulation sanguine.
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3.3.1.2. Impact sur la balance excitation/inhibition

Lorsque le systéeme ocytocine/vasopressine est altéré, le développement cérébral s’en trouve
perturbé. L'absence de récepteurs Vla induit, chez la souris, une augmentation du nombre de neurones
parvalbumine dans le cortex sensoriel [300]. Ceci suggére un mécanisme compensatoire probablement di a
un manque d’inhibition qui était physiologiquement induite via le récepteur V1a. D’autre part, les neurones
hippocampiques issus de souris KO pour les récepteurs de I'ocytocine forment moins de synapses inhibitrices

[162] [294] suggérant un role positif de I'ocytocine dans la formation de synapses inhibitrices

Ces données suggerent que le développement de la balance excitation/inhibition nécessite I'activité

du systéme ocytocine/vasopressine.

3.3.2. Ocytocine et vasopressine : des molécules importantes pour le développement du systéme

nerveux

3.3.2.1. Des mécanismes de résistance a l’anoxie induite par la naissance qui dépendent de

Pocytocine et de la vasopressine

Comme nous l'avons vu en 3.1, I'impact de I'ocytocine maternelle sur 'activité de KCC2 au niveau du
cerveau du feetus, conduit, peu avant la naissance, a un déplacement du potentiel d’équilibre des ions
chlorure. Ce mécanisme conduit a un effet transitoirement inhibiteur du GABA [276] avec pour conséquence
une diminution de I'activité cérébrale et donc de la sensibilité a I'anoxie.

La vasopressine participe également a la protection du cerveau du bébé face a I'hypoxie. Celle-ci
active, via le récepteur Vla, les interneurones hippocampiques du cerveau du feetus induisant ainsi une
désynchronisation de I'activité électrique dans cette structure [301]. Les contractions modifient la pression
artérielle du bébé avec pour conséquence une augmentation de la libération de vasopressine feetale. Ainsi,
ce processus pourrait se mettre en place progressivement aux alentours de la parturition [302].

Ces deux mécanismes ont pour conséquence une diminution de I'activité neuronale et ont ainsi un

effet neuro-protecteur primordial au moment de la naissance.

3.3.2.2. L’ocytocine précoce module le développement d’autres systémes neuro-modulateurs

L'ocytocine joue un role dans le développement des hormones sexuelles stéroidiennes et de leurs

récepteurs. Ainsi, un traitement périnatal avec un antagoniste des récepteurs de |'ocytocine diminue la
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quantité de récepteurs ERalpha dans l'aire pré-optique médiane des campagnols femelles [303] et
I"augmente dans le noyau du lit de la strie terminale [304].

Le développement du systéme sérotoninergique est également modulé par 'ocytocine. Ainsi,
I'injection d’ocytocine a P1 augmente I'immuno-réactivité sérotoninergique dans I’hypothalamus antérieur,
I'amygdale et I’hypothalamus latéral chez le campagnol male [305].

L’ocytocine semble avoir ainsi un effet développemental sur plusieurs systemes neuromodulateurs.
Le traitement périnatal (P1) a I'ocytocine chez le rat Wistar male induit ainsi des changements avec
notamment, a 4 mois [306]:

- une augmentation de la concentration en noradrénaline du cortex frontal et du cervelet et
une diminution dans la medula oblongata

- une diminution de la dopamine plasmatique et une augmentation dans le cortex frontal

Encore une fois, peu d’études se concentrent sur le réle précoce de la vasopressine pour le développement
des systémes neuro-modulateurs. Néanmoins, les effets retrouvés aprés un traitement précoce a I'ocytocine

pourraient en partie étre dus a une activation du systéeme vasopressinergique.

3.4. Traitement précoce a l'ocytocine : vers un effet curatif ?

Dans le cadre des troubles neuro-développementaux, I'objectif est maintenant de trouver des
traitements qui modifieraient le décours de la pathologie plutét que de corriger des symptomes seulement.
Pour cela, les traitements doivent étre administrés t6t, avant l'installation des troubles, et un important
travail a donc été fait dans le diagnostic précoce des troubles neuro-développementaux. Pour I'autisme, le
diagnostic reste tardif (2 ans minimum) contrairement a d’autres troubles neuro-développementaux tels que
le syndrome de Prader Willi pour lequel le diagnostic est réalisé de facon trés précoce [245].

Les résultats obtenus dans le cadre d’un traitement précoce a I'ocytocine du syndrome de Prader
Willi chez 'Homme [264] et chez la souris Magel2KO [255] suggerent que I'ocytocine pourrait modifier le
décours de la pathologie. En effet, un traitement d’une durée d’une semaine a des effets bénéfiques stables,
au moins 3 ans chez 'Homme et plusieurs mois chez la souris. Une étude clinique en cours vise a suivre les
enfants traités afin de savoir si le traitement aura un impact sur la seconde phase de la pathologie
caractérisée par I’hyperphagie et I'obésité.

Dans le cadre de I'autisme, les résultats obtenus par Tyzio et collaborateurs dans le cadre d’un

traitement précoce démontrent un effet bénéfique a long terme du traitement a la buprénorphine et
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suggérent qu’un effet similaire pourrait étre induit par un traitement a I'ocytocine [236]. De méme, dans un
autre modeéle d’autisme, un traitement de P7 a P21 a I'ocytocine induit une amélioration des troubles sociaux
et cela plus d’'une semaine aprés l'arrét du traitement [107]. Ainsi, I'ocytocine pourrait moduler le
développement de plusieurs pathologies dont le syndrome de Prader Willi ou les ASD.

Il est important de rester vigilant quant a ces études qui n’en sont qu’a leurs débuts. Bien que les
résultats soient encourageants, les études restent peu nombreuses et nous n’avons encore que trés peu de

recul sur les effets a long terme de tels traitements [307].

3.5. Leseptum :une cible dusysteme OT/VP et d’un traitement précoce a I’ocytocine

3.5.1. Généralités
3.5.1.1. Subdivisions du septum

Le septum est une structure cérébrale située dans la partie médiane du cerveau antérieur [308]. Il
est limité par les ventricules latéraux, dorsalement par le corps calleux et ventralement par la commissure
antérieure (Fig 8A).

Chez I’'Homme, le septum est divisé en deux partie [309] :

- Le septum pellucidum composé principalement de faisceaux de fibres et de cellules gliales.
Il est situé dans la partie la plus dorsale et étroite et sépare les 2 ventricules latéraux
- Le septum verum qui contient des noyaux de neurones (septal nuclei). Celui-ci correspond

au septum des rongeurs

Chez les rongeurs, le septum est divisé en septum latéral et septum médian. Le septum médian n’a
pas été subdivisé. Ce dernier contient 3 types de neurones : des neurones GABAergiques, des neurones
cholinergiques et des neurones glutamatergiques. Le role de chacune de ces catégories a été évalué en
particulier dans le cadre de la connexion septo-hippocampique et de I'impact de celle-ci dans la régulation
des rythmes theta et de différents comportements (alimentaire, exploratoire, cognitifs...) [310].

Le septum latéral comprend :

- le septum latéral dorsal
- le septum latéral intermédiaire
- le septum latéral ventral
Il est aussi important de tenir compte de I’'hétérogénéité rostro-caudale du septum en termes de

connectivité, de fonction ou de composition. Il a été montré que les neurones du septum latéral sont quasi-
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exclusivement des neurones GABAergiques [311] mais ils co-expriment également un bon nombre de
peptides ou neurotransmetteurs comme cela a été décrit par Risold et Swanson [312]. Ces derniers ont défini
3 parties dans le septum en fonction de leur chémo-architecture
- le septum latéral rostral qui exprime des ARNm codant pour la neurotensine et
I’enképhaline. Cette partie recoit les afférences issues de la région CA1 de I'hippocampe et
est connectée a I’'hypothalamus médian
- le septum latéral caudal qui exprime des ARNm codant pour la somatostatine et qui recgoit
des afférences issues de |'aire CA3 de I'hippocampe. Il est connecté avec le septum latéral
ventral et 'hypothalamus latéral
- le septum latéral ventral qui exprime des ARNm codant pour le récepteur aux oestrogénes

et qui recoit des afférences issues du subiculum ventral et de 'aire pré-optique médiale.

3.5.1.2. Les connexions du septum

Les connexions du septum (Fig 8B) qui ont été les plus étudiées sont celles entre cette structure et
I’hippocampe. En effet, I’hippocampe envoie des projections glutamatergiques vers le septum latéral qui est
connecté au septum médian. Le septum médian, en retour, envoie des afférences glutamatergiques,
GABAergiques et cholinergiques vers I'hippocampe (Fig 8C). Ces connections passent par la fimbria et le
fornix. On parle de boucle hippocampo-septo-hippocampique. La fonction de cette boucle a été trés étudiée

dans le cadre de la régulation des rythmes électroencéphalographiques de type theta notament.

Le septum est également trées fortement connecté a d’autres structures (Fig 8B) parmi
lesquelles [313] :

- L’hypothalamus et en particulier I’hypothalamus latéral ou I’hypothalamus médian. Une
connection GABAergique issue de neurones présents dans le septum latéral dorsal et
médian et projettant vers I'hypothalamus latéral régule ainsi la prise alimentaire [314]. De
plus, des fibres issues du septum latéral et projettant vers I'hypothalamus latéral régulent
I'aggression [315]. L’hypothalamus latéral envoie également des fibres (GABAergiques
notamment) vers le septum latéral [316]. Notons que les neurones du PVN et du SON
envoient des projections ocytocinergiques vers le septum latéral [91] [317].

- Le cortex. Le septum médian fait partie du cerveau antéro-basal (« basal forebrain »), un
ensemble de structures comprenant le noyau accumbens, le noyau basal de Meynert, la
bande diagonale de Broca, la substantia inominata et le septum médian. Ce systéme régule,

majoritairement via des projections cholinergiques, I'éveil et I'attention [318]. Cet effet
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passe par une modulation de I'activité du néocortex. Notons que le septum latéral pourrait
également jouer un réle dans ce processus [319]

L'amygdale étendue. Le septum recoit ainsi des projections vasopressinergiques issues du
noyau du lit de la strie terminale ainsi que de I'amygdale [83].

L'aire tegmentale ventrale, qui recoit des connections issues du septum latéral notamment
mises en jeu lors d’'un comportement de recherche de drogue [320]

Le noyau accumbens. Le septum latéral envoie des afférences GABAergiques vers la partie

shell du noyau accumbens [316].
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Figure 8 : Anatomie et connectivité du septum

cingulate sulcus
cingulate gyrus

corpus callosum

lateral ventricle septum pellucidum
septal nuclei

caudate nucleus

internal capsule
external capsule
claustrum
extreme capsule

insula

lateral sulcus \

superior
temporal:

gyrus
sulcus

diagonal band

middle
temporal gyrus

inferior
temporal :
sulcus

entorhinal cortex

gyrus S collateral sulcus
putamen parahippocampal gyrus
accumbens nucleus optic nerves 10 mm

C.
LS MS-DBB
e ]
® & = 0 @
M ‘
CA3
..
SO | \\ | 5
¥y
! : {
st
sr 1%
/g
sim
.v Glutamatergic celis
@ Cholinergic cells
@  GrBAergiccels
. calretinin®
71

. neuropeptide-Y™"
. cholecystokinin™fparvalbumin®
. somatostatin®

==ss  Sparse connections



A. Coupe frontale du cerveau humain montrant le septum pellucidum et des noyaux septaux (septum

verum) — d’aprés « The Human Brain Atlas » [321]

B. Principales connections du septum latéral chez le rongeur — d’apres « Allen Brain Atlas » [322]
C1:vue frontale
C2 : vue latérale
Amyg = Amygdala ; BNST = bed nucleus of the stria terminalis ; HC = hippocampus ; Hypoth = hypothalamus;

LS = lateral septum ; MS = medial septum ; NAcc = nucleus accumbens ; VTA = ventral tegmental area

C. Lesconnections au sein du réseau hippocampo-septo-hippocampiques

Illustration tirée de Ruivo and Mellor, Frontiers in Synaptic Neurosciences, 2013 [323]
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3.5.1.3. Fonctions du septum

Le septum est une structure cérébrale impliquée dans :

les processus de mémorisation. La lésion du septum médian et de la bande diagonale de Broca altere
la mémoire spatiale [324]. La vasopressine libérée au sein du septum peut améliorer ou altérer
I'apprentissage en fonction de la nature de celui-ci [325] [326]. De plus, chez I’'Homme, le volume
occupé par les noyaux septaux a été positivement corrélé a la capacité a se souvenir d’un item [327]
ce qui suggére que le role de cette structure dans la régulation de la mémoire est conservé.

le comportement agressif. Le role du septum est connu depuis longtemps du fait de la rage septale
induite lorsque le septum subit une lésion. Ces résultats ont été raffinés récemment et il a été
démontré qu’une libération septale de vasopressine a lieu au cours de I'agression dans un protocole
“resident/intruder” chez le rat [290] et que I'inhibition des récepteurs septaux de la vasopressine est
suffisante pour diminuer I'agressivité. Les effets sur I'agressivité sont en réalité complexes puisque
I'activation d’un réseau septum-hypothalamus ventro-median diminue |'agression chez la souris
[315].

la régulation de la prise alimentaire. Chez le lapin, une lésion de |'aire septale altere la motivation
pour la recherche de nourriture [328]. Plus récemment, il a été montré que le septum pouvait
diminuer la prise alimentaire chez le rongeur via un réseau du septum vers |'hypothalamus latéral
[314] ou via un réseau de I'hippocampe ventral vers septum latéral [329]

le systeme de la récompense. Chez le primate, il a été montré qu’une catégorie de neurones du
septum antéro-dorsal est activée lorsqu’une récompense peut éventuellement arriver mais sans
certitude [330]. De plus,des neurones du septum latéral projettant sur I'aire tegmentale ventrale
sont activés lors de la recherche de drogue [320] suggérant une implication dans les mécanismes de
I'addiction.

I'anxiété. Les rats croisés de facon a obtenir des rats anxieux ou peu anxieux présentent des
différences de libération septale de la vasopressine [331]. De plus, I'activité d’une sous population
de neurones GABAergiques du septum latéral promeut I'anxiété [332].

les comportements sociaux. Le septum et, en particulier, la modulation par I'ocytocine et la
vasopressine de l'activité du septum est impliquée dans la régulation des comportements sociaux

(voir 3.5.3.3).
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3.5.1.4. Septum latéral et implication potentielle dans le cadre des troubles neuropsychiatriques

Le septum joue également un réle important dans la régulation des émotions et de la motivation
avec une fonction potentielle dans le cadre de troubles neuropsychiatriques tels que la schizophrénie [333].

Ses connections lui permettent d’intégrer des informations cognitives (corticales ou hippocampiques
par exemple) ainsi que des informations affectives (issues de I'amygdale, de I’hypothalamus...). De plus, son
lien avec le systéme de la récompense (noyau accumbens, aire tegmentaire ventrale) en fait un acteur majeur
dans la régulation des comportements affectifs.

Ainsi, la fonction du septum latéral a été associée a :

- La motivation et a la sensibilité aux drogues d’abus. En effet, I'activité du LS activerait le circuit de la
motivation impliquant I'aire tegmentale ventrale et le noyau accumbens.

- Les comportements psychotiques. Les patients atteints de schizophrénie par exemple possedent un
septum pellucidum dégénéré (cavum septum pellicidum)

- Lanxiété. L'activité du septum est augmentée en réponse a une grande variété de stimuli stressants
et une lésion du septum augmente la réponse a la peur chez les rongeurs (freezing) suggérant une
action anxiolytique de cette structure.

- La dépression. Certains traitements antidépresseurs (fluoxétine par exemple) induisent une
augmentation de I'activité du septum ce qui pourrait expliquer une partie de leur effet anxiolytique.

Toutes ces fonctions sont bien détaillées dans une revue de Sheehan et collaborateurs, publiée dans Brain

Research Review [333].

De plus, son réle dans 'autisme a été suggéré puisque des altérations anatomiques ont été décrites
dans le septum de patients autistes [334] avec notamment une diminution de la densité cellulaire dans le

septum [335].

3.5.2. Réponse a I'ocytocine et a la vasopressine des neurones du septum latéral

3.5.2.1. L’ocytocine et la vasopressine sont libérées au sein du septum latéral

L’ocytocine arrivant au septum est issue du noyau paraventriculaire et du noyau supra-optique de
I’hypothalamus [83] [317] tandis que la vasopressine, elle, est issue de I'amygdale étendue comprenant le
noyau du lit de la strie terminale et 'amygdale [83]. Notons que chez I'Homme également, des cellules
vasopressinergiques ont été décrites au sein du noyau du lit de la strie terminale et des fibres

vasopressinergiques ont été observées dans les noyaux du septum médian et latéral [336]. De plus, des
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récepteurs ocytocinergiques [337] et des sites de liaisons de la vasopressine [338] ont été identifiés chez
'Homme.

De facon intéressante, des synapses ocytocinergiques et vasopressinergiques ont été décrites au sein
du septum suggérant une libération trés locale de ces peptides [89]. Notons que le septum contient des
récepteurs de l'ocytocine (principalement dans la partie médiane du septum et dans le septum latéral
ventral) mais également des récepteurs Vla de la vasopressine (dans tout le septum latéral). Néanmoins,
nous ne connaissons pas la localisation cellulaire ni subcellulaire de ces récepteurs : sont-ils situés en pré ou
en post-synaptique ? Un neurone peut-il exprimer les deux types de récepteurs ?

Des expériences de micro-dialyse ont également permis de démontrer une libération de
vasopressine ou d’ocytocine dans le septum latéral, respectivement, lors d’une interaction sociale [143] ou
lorsqu’un stimulus social est a nouveau présenté [144]. Notons que les stimuli sociaux ne sont pas les seuls
capables d’induire une libération locale d’ocytocine ou de vasopressine : un stress généré par le test de la
nage forcé induit une libération septale de vasopressine qui favorise un comportement actif de lutte (un
antagoniste Vla injecté dans le septum diminue ce temps de lutte et augmente le temps passé a flotter)
[339]. Un stress social (protocole de défaite sociale) est également un stimulus induisant une libération locale

d’ocytocine [340] [341].

3.5.2.2. Réponse électrophysiologique des neurones du septum latéral a [’ocytocine et a la

vasopressine

Sur des tranches aigilies de cerveau de rat, plus de 40% des neurones du septum latéral répondent a
I'application de vasopressine par une augmentation de leur activité électrique tandis qu’environ 10% des
neurones sont inhibés par une application similaire [342]. Des neurones activés par |'application d’ocytocine
ou d’agoniste spécifique des récepteurs de I'ocytocine mais pas par la vasopressine ont également été décrits
[342]. En conditions basales, les neurones du septum recoivent des afférences inhibitrices GABAergiques.
Allaman-Exertier et collaborateurs suggérent que les neurones activés par la vasopressine connectent bon
nombre de neurones septaux et leur envoient des afférences inhibitrices induisant ainsi une inhibition
indirecte. Ces effets sont dépendants des récepteurs V1a de la vasopressine [343].

La stimulation de la fimbria induit une activité synaptique qui peut étre enregistrée dans le septum
[344]. De facon intéressante, une stimulation de 2 secondes a 50Hz induit |la potentialisation de cette réponse
et une LTP peut étre observée. Cette LTP est dépendante de la vasopressine [345]. Une étude du méme

groupe a montré que la vasopressine potentialise I'impact d’une stimulation de la fimbria sur I'activité
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synaptique glutamatergique enregistrée dans des neurones du septum latéral [346]. La fimbria transmettant
des informations issues de I'hippocampe, ceci suggere un réle de la vasopressine dans la régulation des

évenements synaptiques issus de ce circuit hippocampo-septal.

3.5.2.3. Impact d’une augmentation septale d’ocytocine et de vasopressine sur la régulation des

comportements sociaux

L'utilisation de micro-dialyse a permis de montrer une libération locale de I'ocytocine et/ou de la
vasopressine induite par différents protocoles expérimentaux. Ces libérations peuvent étre locales puisque
lorsqu’elles sont étudiées dans plusieurs structures cérébrales, il arrive que seulement I'une d’elle présentent
I’'augmentation de concentration locale en ocytocine et/ou en vasopressine [290]. Afin de comprendre le réle
joué par la libération d’ocytocine ou de vasopressine dans le septum, deux stratégies sont possibles :

- inhiber la libération locale via des outils opto ou chémo-génétiques
- inhiber les récepteurs de |'ocytocine ou de la vasopressine locaux afin de bloquer I'action des

neuropeptides

L'impact de la libération septale d’ocytocine et/ou de la vasopressine a bien été étudié lors d’un
comportement social via l'injection locale d’antagonistes notamment via rétro-dialyse [325]. Ainsi, il a été
montré que la vasopressine joue un réle dans le comportement social chez le jeune puisqu’elle module le
comportement de jeu [188]. La vasopressine septale joue d’autres rOles pro-sociaux notamment en
augmentant la fréquence des comportements paternels chez le campagnol des prairies [347]. Ces fonctions
sont portées par le récepteur Vla.

L’ocytocine et la vasopressine sont également impliquées dans l'interaction entre anxiété/peur et
comportement social : la vasopressine, via V1a, est pro-agressivité chez des rats présentant des hauts taux
d’agressivité dans le paradigme resident/intruder [290] tandis que I'ocytocine module I'impact positif d’'une
expérience sociale sur I'expression de la peur [348].

En terme d’effet sur la mémoire sociale, I'ocytocine via les OT-R [144] [349] et la vasopressine via
V1a [350] [351] [352] [353] [354] [143] [355] agissent sur le septum pour permettre la reconnaissance sociale.
Notons néanmoins que le réle spécifique de chacun de ces peptides n’a pas été étudié. Ainsi, I'impact
fonctionnel de la balance ocytocine/vasopressine sur les neurones impliqués dans la régulation des

comportements sociaux n’a pas été évalué jusqu’ici.
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Notons que jusqu’ici, une seule étude a consisté a moduler la libération septale d’ocytocine et a
étudier son impact dans les comportements sociaux. Cette étude a permis de montrer un réle anxiolytique
de la libération septale d’ocytocine chez la femelle lactante dans le cadre d’un protocole de peur sociale

[317].

3.5.4. Cas pathologiques impliquant une dysfonction septale de I'ocytocine et/ou de la

vasopressine

Au-dela des fonctions physiologiques de I'ocytocine ou de la vasopressine au sein du septum, ces
systémes sont altérés dans des conditions pathologiques.

Dans le cadre d’un stress périnatal au cours duquel les bébés sont séparés de leur mére pendant
quelques heures, il a été montré que le systeme vasopressinergique subissait d’'importants remaniements
qui persistent a I'age adulte. Ainsi, les rats qui ont été sujets a ce stress présenteront des déficits de
reconnaissance sociale. Ces défauts sont dus a une absence de libération de vasopressine dans le septum
latéral lors de la premiere rencontre. Bien que la libération de vasopressine n’ait pas lieu, notons que les
récepteurs sont toujours capables de répondre de maniére efficace puisqu’une rétro-dialyse de vasopressine
dans cette structure restaure le comportement [143].

Dans le cadre d’'un modeéele murin du syndrome de Schaaf Yang, il a été montré que la souris
Magel2KO générée par I'équipe de Francoise Muscatelli, présente d’'importantes altérations du systéeme
ocytocinergique chez le jeune mais également chez I'adulte [254] [253]. De maniére intéressante, bien que
I'accumulation de formes immatures de I'‘ocytocine et [I'augmentation de I'immuno-réactivité
ocytocinergique chez l'adulte ne touchent pas une structure cérébrale en particulier, la diminution du
nombre de récepteurs de I'ocytocine est spécifique du septum latéral. Cette diminution étant restaurée par
le traitement précoce a l'ocytocine qui restaure également les troubles sociaux, I'ocytocine septale joue

probablement un role particulier dans la physiopathologie des troubles sociaux observés dans ce modele.
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PROBLEMATIQUE
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Les troubles du spectre autistiques (ASD) touchent prés de 1% de la population mondiale. Le co(t
socio-économique de ces troubles est important puisque les patients ont besoin d’un suivi adapté tout au
long de leur vie et qu’ils sont souvent isolés socialement. Aujourd’hui, I'étiologie des ASD reste méconnue
et il s’agit en réalité d’une famille de troubles assez hétérogénes. Du fait de cette grande hétérogénéité,
aucun traitement efficace n’a encore été développé.

L’ocytocine est un neuropeptide qui intervient dans les comportements sociaux chez I'Homme et
I'animal via une action centrale et dont les fonctions sont dérégulées dans les troubles de ces
comportements. En effet, dans ces troubles, on observe que la réponse a ce peptide est altérée notamment
au sein de structures cérébrales importantes pour la régulation des comportements sociaux. De plus,
I’ocytocine offre des perspectives de traitement intéressantes. En effet, les premiéres études chez I'animal
montrent qu’un traitement péri-natal peut s’avérer curatif sur les troubles sociaux et les premiéres études
développées dans le cadre du syndrome de Prader Willi montrent, chez ’'Homme, une amélioration a long
terme des parametres sociaux. Ce traitement reste empirique et une meilleure compréhension de I’origine
des troubles sociaux, de la fonctionnalité du systéme ocytocine et du fonctionnement d’un tel traitement
est essentielle. En effet, il est important de tenir compte du fait qu’une modulation péri-natale de I'activité
de ce neuromodulateur aura des conséquences a long terme dont certaines pourraient s’avérer indésirables.
De plus, un tel traitement, bénéfique chez les modéles animaux de troubles sociaux, pourrait s’avérer
délétere en I'absence de trouble ce qui suggere que son administration doit étre extrémement controélée et
gu’il est important de connaitre la sous-catégorie de patients qui pourrait en bénéficier.

L’'ocytocine fait partie, avec la vasopressine, d’une famille de peptides de structure tres proches et
dont les fonctions sont souvent complémentaires dans la régulation des comportements sociaux. Nous
pensons qu’une étude du systéeme ocytocinergique seul n’apportera qu’une explication partielle aux

interrogations soulevées et que la prise en compte du systeme vasopressinergique est essentielle.

Ma thése s’inscrit donc dans une problématique générale visant a déterminer le role d’une

altération fonctionnelle du systéme ocytocine/vasopressine dans I’émergence de troubles sociaux.

La force du travail réalisé au cours de cette thése tient dans I'étude, en paralléle, des systemes
ocytocinergique et vasopressinergique et de leur influence séquentielle sur I'activité d’une structure
cérébrale définie.

Des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine étant co-exprimés dans différentes structures
cérébrales (hippocampe, hypothalamus, septum, amygdale, etc.) nous pouvons envisager que ces peptides
régulent, ensemble, I'activité de ces structures.
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Nous avons vu dans I'introduction de cette thése que I’action de ces peptides dépend du contexte et
gu’en fonction de celui-ci, I'un ou l'autre des peptides est libéré dans une structure donnée. Ainsi, la
libération de ces peptides pourrait étre vectrice d’informations contextuelles et I'ocytocine et la vasopressine
pourraient supporter des informations contextuelles différentes.

L’adaptation des comportements sociaux nécessite la prise en compte d’informations sensorielles
dynamiques (interaction avec un congénere connu ou non...). L'ocytocine et la vasopressine pourraient, dans
un cadre physiologique, coder pour certaines de ces informations et moduler, en fonction de celles-ci,
I"activité de réseaux neuronaux régulant les interactions sociales. La nature de ce codage pourrait résider
dans une libération séquentielle de ces deux peptides. Ainsi, la libération de I'un ou I'autre des peptides serait

dépendante du contexte et permettrait d’adapter le comportement social a celui-ci.

Ainsi, nous faisons I’hypothése que I’établissement de comportements sociaux adaptés réside dans

la régulation d’une balance temporelle entre I’activité ocytocinergique et I’activité vasopressinergique et

gu’une dysrégulation de cette balance pourrait expliquer certains troubles comportementaux.
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STRATEGIE EXPERIMENTALE
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Afin de tester notre hypothése, nous avons d( mettre au point une stratégie expérimentale et pour
cela nous avons :
e choisi un modéle expérimental adapté a cette étude
e concentré notre étude sur I'impact de I'ocytocine et de la vasopressine au sein d’une structure
cérébrale définie

e choisi un type de comportement social spécifique

Choix du modéle expérimental : Pour cette étude, le modeéle souris s’est imposé. En effet, les rongeurs

présentent des comportements sociaux faciles a évaluer. D’autre part, ce projet nécessitant de moduler,
dans un réseau neuronal précis, |'activité du systéme ocytocine et du systeme vasopressine, nous avons tiré
profit :
e Du développement de lignée murines transgéniques : souris ocytocine-GFP et ocytocine-cre
e Du développement d’outils pharmacologiques et optogénétique bien caractérisés
permettant la modulation, in vivo, de I'activité du systeme ocytocinergique et du systeme
vasopressinergique
e des connaissances accumulées jusqu’ici quant a l‘organisation du systeme
ocytocine/vasopressine : des modes de libération de ces peptides jusqu’a la localisation des

récepteurs au cours du développement.

Nous avons choisi d’utiliser un modeéle animal présentant a la fois un dysfonctionnement du systéme
ocytocine/vasopressine et des troubles sociaux. En effet, un tel modéle nous permet d’interroger

I'implication de la dysfonction ocytocinergique/vasopressinergique dans les troubles qu’il présente.

Nous avons choisi le modéle de souris Magel2KO. Ce modeéle est intéressant car il présente les 3

caractéristiques d’un modele animal pertinent:

e modele homologue : la mutation de ce gene chez ’'Homme induit un syndrome pathologique
appelé “syndrome de Schaaf Yang” [265]

e modele isomorphe : 75% des patients diagnostiqués Schaaf Yang sont atteints de troubles du
spectre autistique ce qui fait du geéne Magel2 un géne de susceptibilité a I'autisme [268]. Chez
la souris également, la mutation de ce géne induit, chez I'adulte, des troubles des
comportements sociaux bien que les mécanismes mis en jeu dans ces déficits soient encore

méconnus [255], [271].
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e modele prédictif : I'’étude menée par F. Muscatelli a permis de mettre en évidence I'effet curatif
d’un traitement précoce a l'ocytocine [255]. Un traitement semblable a été réalisé chez des
patients atteints du syndrome de Prader Willi [264], une pathologie due a I'absence d’'un
ensemble de génes a empreinte paternelle dont le géne Magel2. Chez ces patients, le traitement
améliore notamment les troubles sociaux a long terme puisque les enfants ont aujourd’hui plus

de 5 ans.

Choix de la structure cérébrale étudiée : L'ocytocine et la vasopressine sont libérées dans différentes

structures cérébrales avec des fonctions parfois antagonistes. Ainsi, I'impact de I'ocytocine et de Ia
vasopressine dépend du réseau ciblé par ces neuromodulateurs. Nous avons donc décidé de nous concentrer
sur I'un deux et de ne moduler la libération d’ocytocine et de vasopressine que dans I'une des cibles de ces

systemes.

Nous avons concentré notre étude sur le septum latéral. En effet, cette structure exprime des
récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine chez la souris et elle est mise en jeu lors de I'interaction
sociale avec un congénere. D’autre part, chez la souris Magel2KO, une dysfonction du systeme
ocytocinergique septal a été mise en évidence : ces souris expriment moins de récepteurs de I'ocytocine au
sein du septum latéral que leurs congéneres WT. Cette diminution est associée aux troubles sociaux puisque
le traitement précoce qui restaure les comportements sociaux restaure également le nombre de sites de
liaison de I'ocytocine au sein du septum [255]. Notons que ces animaux présentent, peu aprés la naissance
une altération des systémes ocytocinergiques et vasopressinergiques puisque les concentrations
hypothalamiques de ces hormones sont diminués par rapport a des animaux sauvages [254].

L’étude de Lukas et al, publiée en 2011, a également permis de montrer qu’un stress péri-natal (la
séparation de la mere) a des conséquences a long terme sur le fonctionnement du systeme
vasopressinergique septal et que ceci est responsable des altérations sociales observées chez les animaux

[143].

Choix du test comportemental : Le comportement social évalué lors de cette thése est I'interaction

sociale avec un congénére et I'évolution de cette interaction lors de présentations répétées. Ce test présente
plusieurs avantages :

e il donne des informations nombreuses sur les compétences sociales des animaux testés : quantité

d’interaction avec un congénére inconnu, capacité a reconnaitre le congénére apres un certain

nombre de présentations et discrimination sociale entre deux individus présentés successivement
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e il permet de remplacer le congénére par un objet lors d’une expérience contréle. Ceci permet de

vérifier que le facteur social est primordial dans les résultats obtenus suite a la manipulation de

I'activité du systéme ocytocine/vasopressine

e des expériences précédentes ont montré que la modulation du septum par le systeme

ocytocine/vasopressine module I'interaction sociale [144][186]

Plusieurs possibilités se sont alors offertes a nous quant au choix du partenaire social. Nous avons choisi

d’utiliser des souris males juvéniles (3 a 6 semaines) afin que les interactions ne soient biaisées ni par un

comportement sexuel ni par un comportement agressif.

Ainsi, au cours de cette thése, nous nous sommes posés plusieurs questions :

a.

L'ocytocine et la vasopressine libérées au sein du septum latéral ont-elles des fonctions spécifiques pour
la régulation des interactions sociales ? Ces fonctions sont-elles mises en jeu successivement ?

Les animaux présentant des troubles sociaux présentent-ils une altération de la modulation par
I'ocytocine et/ou la vasopressine du septum latéral qui pourrait expliquer ces troubles ?

La restauration de cette modulation améliore-t-elle les troubles sociaux dans un modele animal
présentant de tels troubles ? (étude en cours)

Peut-on trouver un marqueur, transposable a I’'Homme, qui caractériserait une altération de la
modulation par I'ocytocine et la vasopressine du septum latéral ?

L'impact bénéfique d’un traitement précoce a l'ocytocine passe-t-il par une amélioration du
développement des neurones ocytocinergiques ?

Un traitement précoce permet-t-il de restaurer la modulation par I'ocytocine et la vasopressine du réseau

septal chez des animaux malades ? (étude en cours)

Afin de répondre a ces questions, nous avons développé deux études complémentaires.

La premiere, qui fait I'objet de la partie A des résultats, a permis de caractériser la modulation par

I'ocytocine et la vasopressine de l'activité des neurones du septum latéral et ses conséquences

comportementales chez la souris WT et la souris Magel2KO.

La seconde, partie B des résultats, a consisté en une caractérisation de I'impact du traitement

précoce a I'ocytocine chez la souris Magel2KO et la souris WT sur I'activité et la morphologie des neurones a

ocytocine du PVN, une structure projetant des fibres ocytocinergiques jusqu’au septum latéral.
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MATERIEL ET METHODES
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1. Modeéles génétiques expérimentaux

Des souris males de fond génétique C57B6/) ont été achetées chez Janvier ou produites au
laboratoire ou au Plateau Central d’Elevage et d’Archivage (PCEA) de Montpellier. Les animaux, maintenus
sur le fond génétique C57B6/J, ont eu accés a I'eau et a la nourriture ad libitum et la lumiére a suivi un cycle
12h de lumieére/12h d’obscurité. Les animaux ont été élevés dans une animalerie de statut sanitaire SOPF.
Un enrichissement constitué de morceaux de coton (sage roll, Safe diet) a été utilisé dans les cages. Les
animaux ont été stabulés en groupe jusqu’aux chirurgies. Apres les chirurgies et afin d’éviter que les animaux
ne se blessent, nous les avons isolés et ceci jusqu'a la fin de I'expérimentation.

Aprés tout transport des animaux (souris achetées chez Janvier ou produites au PCEA), une période
d’habituation de plus de 3 jours a été respectée avant le début des expériences.

Les expériences qui font I'objet de cette thése ont été préalablement approuvées par un comité
d’éthique et ont fait I'objet de saisines approuvées (saisine 5133 et 8940). De plus, elles ont été réalisées en

accord avec les consignes européennes (Council Directive 86/6009/EEC).

Souris Magel2KOxOT-GFP :

Ces animaux ont été issues d’un croisement entre la lignée Magel2KO (Magel2tm1.1Mus [254], don
de F. Muscatelli) et la lignée OT-GFP (Tg(Oxt-EGFP)LC317GSat, Gensat).

Le gene Magel2 étant un gene a empreinte, une femelle hétérozygote pour 'allele muté Magel2 a
été croisée avec un male C57B6/). Les males issus de ce croisement porteurs de la mutation a I'état
hétérozygote (+/-m) expriment le géne Magel2 et ne présentent donc pas de déficit. Ceux-ci ont été croisés
avec des femelles C57B6/J achetées chez Janvier afin de générer des portées comprenant des souris +/-p et
leurs controles (+/+). L’allele maternel n’était pas exprimé, les animaux +/-p ne présentent aucune expression
du gene Magel2 et seront appelés « Magel2KO » dans le cadre de cette thése. Les animaux Magel2WT, eux,
possedent deux alléles sauvages du géne Magel2.

Le transgene permettant I'expression de la GFP sous le contréle du promoteur de I'ocytocine a été

maintenu a |'état hétérozygote dans les animaux utilisés en expérimentation.

Souris cre :

Deux lignées de souris cre, issues du Jackson laboratory, ont été utilisées dans le cadre de cette étude

- lalignée ocytocine-cre (Oxttm1.1(cre)Dolsn/J, [356])

- lalignée vasopressine-cre (Avptm1.1(cre)Hze/J, [357])
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Ces lignées sont de type Knock-In (KI) et expriment la cre-recombinase respectivement sous le

contréle du promoteur de I'ocytocine et de la vasopressine. Pour les croisements, un méale cre/cre a été croisé

avec une femelle WT afin que tous les males issus du croisement puissent étre utilisés pour les expériences.

Dans les deux cas, la cre-recombinase a été insérée dans le génome avec un IRES permettant de conserver

une expression endogene de I'ocytocine ou de la vasopressine.

2. Génotypage

Le génotype a été réalisé a partir de biopsies (morceaux de queue, d’oreille ou d’orteil). Aprés

digestion (NaOH 25mM, EDTA 0.2mM, 1h a 90°C), et équilibration du pH (Tris HCl 40mM) les réactions de

polymérisation en chaine ont été réalisées avec les amorces de séquence suivante :

Pour [l'allele WT du gene Magel2: 5-GTCACACACCCATTCGACCT-3* et 5'-
TACCCTCGGGAGCAGTAGAC-3’ (amplicon de 224 paires de bases)

Pour [l'allele KO du gene Magel2: 5'-TGCTTCCTGCCCTTCAGTTAC-3’ et 5'-
GCTTATCGATACCGTCGACCTC-3’ (amplicon de 107 paires de bases)

Pour l'allele WT du gene de la vasopressine : 5-GAGTCCGTGGATTCTGCCAA-3’' et 5'-
CTATGCACGACTTCGGGTGT-3’ (amplicon de 205 paires de bases)

Pour l'allele WT du gene de l'ocytocine : 5'-CTCAGAACACTGACCCATTTCTCTT-3’ et 5'-
CCGACAATTAGACACCAGTCAAG-3’ (amplicon de 230 paires de bases)

Pour la cre-recombinase : 5-TCTGTCCGTTTGCCGGTCGT-3’ et 5'-
AGACCGCGCGCCTGAAGATA-3’ (amplicon de 114 paires de bases)

Pour la GFP : 5’-GCAGAAGAACGGCATCAAG-3’ et 5'-GCTCAGGTAGTGGTTGTCG-3’ (amplicon

de 139 paires de bases)

3. Statistiques

Les données de cette thése sont présentées sous la forme de moyennes +/- SEM (écart standard a la

moyenne). Les études statistiques ont été réalisées avec le logiciel Prism 7.03 (GraphPad). Le seuil de

significativité a été placé a p<0.05.
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Tests statistiques utilisés

Dans tous les tests, nous avons considéré des données non paramétriques du fait d’'un nombre
d’échantillons modéré.

Les données considérant deux séries de valeurs ont été comparées a I'aide d’un t-test. Si les deux
séries de valeurs étaient des mesures réalisées sur le méme animal/la méme cellule, nous avons utilité un
paired t-test (Wilcoxon). Sinon, nous avons utilisé un t-test Mann Whitney.

Les données considérant une variable mais plus de 2 conditions ont été analysées par 1-way ANOVA
(Kruskal Wallis). Un test post-hoc de Dunns a été utilisé afin de comparer les groupes.

Les données considérant 2 variables et 2 conditions ou plus ont été analysées par 2-way ANOVA. La
comparaison de chaque parametre en fonction du groupe a été évaluée via un test post-hoc de Sidak ou de
Tukey.

Lorsque nous avons voulu évaluer I'existence d’un effet, nous avons utilisé un test « Wilcoxon signed

rank » afin de comparer les valeurs obtenues a une valeur théorique (100% ou 0).

Méthode de randomisation

Lors des expériences de pharmacologie in vivo, les animaux ont regu les différents composés dans
un ordre défini aléatoirement. Pour le traitement périnatal, les animaux d’'une méme portée ont recu la
méme molécule et la molécule administrée a chaque portée a été définie aléatoirement. Pour les expériences
d’électrophysiologie en tranche, I'ordre d’application des molécules actives (TGOT ou vasopressine) a été

attribué aléatoirement.

Criteres d’exclusion des données

L’inclusion des animaux expérimentaux dans I'analyse expérimentale est conditionnée a I'efficacité
de la manipulation expérimentale (virus, canule, fibre optique, génotype) qui dans un protocole
d’expérimentation longitudinale est validé a posteriori sur des tissus post-mortem. Cette analyse confirmant

la validité des groupes expérimentaux a été conduite en aveugle.

Pour le comportement, les animaux ayant interagit moins de 15 secondes au cours de la premiere
interaction sociale ont été éliminés jugeant d’un désintérét biaisé pour le dispositif du test. De méme, ceux
ayant établi moins de 10 contacts avec I'objet au cours de la premiere rencontre avec celui-ci ont été
éliminés. Ces régles n‘ont pas été considérées lors des comparaisons entre les groupes Magel2WT et

Magel2KO pour ne pas biaiser I'effet du génotype a priori.
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Pour les expériences d’injections intra-cérébrales, les animaux dont les zones d’implantation des
canules ne correspondaient pas au septum latéral ont été éliminés. Les animaux ne présentant pas
d’infection dans le PVN suite a I'injection du virus ont été éliminés des expériences d'optogénétique a
posteriori, suite a I’analyse post-mortem des cerveaux. Cette analyse a été effectuée par un expérimentateur
indépendant.

Pour les expériences nécessitant I'analyse de I'électroencéphalogramme, les enregistrements
comprenant, en condition basale, une forte prépondérance de fréquences tres faibles (>50% de la puissance
normalisée <1Hz) ont été éliminés car celle-ci représentent des artefacts liés au mouvement de I'animal. De
méme, les enregistrements au cours desquels le bruit d au courant électrique (50Hz) s’étalait au-dela de la
bande 48-52Hz précédemment définies ont été éliminées.

Pour les expériences d’électrophysiologie réalisées au cours du développement, les données

éloignées de la moyenne de plus de deux fois la déviation standard (SD) ont été éliminées.

4. Electrophysiologie

Réalisation des coupes : Aprés décapitation et extraction du cerveau, des tranches aigles de

cerveaux de souris de 300um d’épaisseur et contenant le septum latéral ou le noyau para-ventriculaire ont
été réalisées a I'aide d’un vibratome. Les coupes ont été effectuées dans un “milieu sucrose” maintenu a 4°C
et alimenté en carbogéne (95% CO,, 5% O,).

Les coupes réalisées ont ensuite été déposées sur un filet dans un milieu de type « extra-cellulaire »
bullé avec du carbogéne. Celles-ci ont été placées pendant une heure au bain marie a 37°C puis laissées a

température ambiante avant d’étre placées dans la chambre d’enregistrement.

Fonction Milieu sucrose Milieu e)-(tra-
cellulaire
NacCl 10mM 110mM
KCI 1,2mM 1,2mM
Régulation du pH via I’équilibre 26mM
NaHCOs HCO3-/CO2
Glucose apporter I'énergie nécessaire au 15mM 10mM
neurone
KH,PO, apporte du phosphate permettant 1,2mM
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les phosphorylations nécessaires a la
survie des cellules

calcium nécessaire a l'activité des
CaCl, 1mM 2mM
cellules

magnésium : co-facteur important
MgCl, de différentes enzymes et inhibiteur
des canaux NMDA

2mM

Permet de compenser la perte
d’osmolarité induite par la
diminution de la concentration en
Sucrose sodium et calcium (cette derniere 195mM 0
permet de diminuer la
consommation d’énergie par la
tranche et donc I'anoxie)

acide ascorbique 0 0,2mM

anti-oxydants
thiourée 0 0,2mM

Pour les enregistrements réalisés dans le septum latéral, du potassium a été ajouté au milieu
extracellulaire de maniere a augmenter |'activité électrique spontanée. La concentration de KCI utilisée a

donc été de 3.6mM et non de 1.2mM.

Condition de I'enregistrement : Aprés qu’elles aient été placées dans la chambre d’enregistrement

et maintenue a I'aide d’un “fer a cheval” en platine, un milieu extra-cellulaire a été continuellement perfusé
a une vitesse de 1mL par minute sur les tranches. Le milieu utilisé a été chauffé et bullé avec du carbogene
jusgu’a son arrivé dans la cuve. Une électrode en argent chlorurée a été placée dans le bain et a servi de
référence tandis qu’une électrode similaire a été connectée au pré-amplificateur et placée dans une
électrode en verre contenant du milieu intra-cellulaire utilisée pour réaliser les enregistrements. La
différence de potentiel entre ces deux électrodes (électrode de référence et d’enregistrement) a été
enregistrée et traitée a I'aide d’un amplificateur (axopatch 200B, Axon instruments).

Les électrodes de verre borosilicaté (GC150F-10, Harvard apparatus) ont été étirés avec une étireuse
(P97, Sutter instruments). La résistance de celles-ci (5SMOhm en moyenne) a été évaluée lors de I’entrée dans

le bain.
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Spécificités des expériences réalisées dans le septum latéral

Les animaux utilisés pour ces expériences sont des souris males de fond génétique C57B6/J jeunes
adultes ou adultes (>3 semaines).

Des cellules choisies de fagon aléatoire au sein du septum latéral dorsal ou intermédiaire ont été
enregistrées. Nous avons appliqué, en bain, un agoniste ocytocinergique (TGOT, 107M) ou de la vasopressine
(10°M) pendant 2 minutes afin de déterminer I'impact de ces drogues sur I'activité électrique des neurones
du septum latéral. La méme cellule a ensuite été enregistrée et soumise a |I'application de la seconde drogue.

L’ordre d’administration (TGOT-VP ou VP-TGOT) a été déterminé aléatoirement et nous n’avons pas

remarqué d’'impact de I'ordre de ces administrations sur la réponse électrophysiologique.

Spécificités des expériences réalisées dans le noyau para-ventriculaire (PVN)

Les animaux utilisés pour ces expériences sont des souris males de fond génétique C57B6/J portant
le transgéne de la GFP sous le contrdle du promoteur de I'ocytocine et Magel2+/+ ou Magel2+/-p. Ces
animaux ont été utilisés a P7-P8 (post-natal week 1 : PW1) ou a P14-P15 (post-natal week 2 : PW2).

Les cellules enregistrées sont choisies aléatoirement parmi les neurones du noyau para-ventriculaire
exprimant la GFP. L'activité électrique spontanée a été enregistrée en configuration « cellule entiere »
« courant imposé » et I'activité synaptique spontanée en configuration « cellule entiere » et en « voltage

imposé ».

Evaluation de la fréquence d’émission des potentiels d’action :

En configuration « cellule entiere » ou « loose-patch », les potentiels d’action ont été enregistrés
pendant au moins 5 minutes avant toute application de drogue respectivement en courant ou voltage
imposé. Ensuite, le milieu de perfusion a été remplacé par les drogues diluées dans le milieu extra-cellulaire
alimenté en carbogéne. L’application de TGOT (Thr*Gly3-OT, un agoniste spécifique des récepteurs de
I’ocytocine) ou de vasopressine a duré 2 minutes puis le milieu extra-cellulaire ne contenant pas de drogue
a été réutilisé pour la perfusion afin de laver la drogue précédemment appliquée. Pour I'application de

GABAzine ou de tétrodotoxine, les applications ont été plus longues (>10minutes).

Drogues utilisées Fonction Concentration (mol/L)
TGOT a,ctivation spéc,ifique c!es 107
récepteurs de I'ocytocine
vasopressine activation des récepteurs de la 10°
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vasopressine

inhibiteur des récepteurs

6
GABAa 6x10

GABAzine

Tétrodotoxine (TTX) inhibiteur des canaux sodiques 3x107

Afin d’étudier le pattern d’émission des potentiels d’action, nous avons calculé I'intervalle de temps
entre deux potentiels d’action successifs : intervalles inter-spike (ISI). Ainsi, nous avons calculé 'intervalle de
temps entre deux potentiels d’actions successifs. Sachant que les intervalles inter-spike longs, bien que
nécessairement moins nombreux que les intervalles inter-spike courts, jouent un role primordial dans
I’établissement d’un pattern d’activité, nous avons classé les intervalles inter-spike enregistrés au cours d’une
période donnée (3min) en fonction de leur durée. La durée de chacun de ces intervalles a permis de calculer
le temps passé par la cellule dans chacun de ces intervalles. Les résultats obtenus ont été normalisés, le 100%
correspondant a la durée totale de la période étudiée et les valeurs traitées dans les histogrammes cumulatifs

correspondent au % de temps passé dans une classe d’intervalle donnée.

Evaluation de la fréquence d’émission des évenements synaptiques : En configuration cellule entiére,

les évenements synaptiques ont été enregistrés en voltage imposé afin de ne pas contaminer le signal avec
d’éventuels potentiels d’action et de controler le potentiel de repos de la cellule.

Deux milieux intra-cellulaires différents ont été utilisés au cours de ces expériences : un milieu qui,
dans nos conditions d’enregistrement ameéne le potentiel d’équilibre du chlore a -50mV et un autre dans
lequel il est de -80mV. Ce dernier nous permet de discriminer les évenements synaptiques glutamatergiques
et GABAergiques lorsque les enregistrements sont réalisés a -50mV. En effet, dans ces conditions, I'activation
des récepteurs GABAa par le GABA induit des courants hyperpolarisants tandis que I’activation des

récepteurs AMPA/NMDA par le glutamate induit des courants dépolarisants.

Composition Fonction Milieu Milieu
’ Ec.=-50mV Ec.=-80mV
KCl 9mM

permet d’apporter des ions
KMeSO; potassium en limitant 'apport 130mM 139mM
d’ions chlorures

NacCl 8mM AmM
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MgCl,

Le magnesium est un co-
facteur essentiel pour le
fonctionnement de certaines
enzymes et il inhibe I'activité
des canaux NMDA

1mM

ImM

EGTA/Na

Chélateur du calcium

0,1ImM

HEPES/NaOH

Permet de contréler le pH car
celui-ci ne peut étre régulé par
bullage au sein de la pipette

10mM

pyruvate

permet le fonctionnement du
cycle de Krebs

2mM

malate

permet le fonctionnement du
cycle de Krebs

2mM

NaHzP04

permet d’apporter des ions
sodium en limitant I'apport
d’ions chorures

0,5mM

4,5mM

cAMP

second messager dans
plusieurs réactions
enzymatiques, permet de
réguler la balance cAMP/ATP

0,5mM

ATP-Mg

apport d’énergie : ATP
nécessaire a I'activité cellulaire

2mM

GTP-Tris

apport d’énergie : GTP
nécessaire a I'activité cellulaire

0,5mM

Phospho-creatine

source d’énergie

14mM

leupeptine

inhibiteur des protéases

0,1ImM

5. Etude de la morphologie des neurones enregistrés

Afin de déterminer la morphologie des neurones enregistrés, de I'alexa-594-cadavérine a été ajoutée

au milieu intracellulaire (Life technology, 50 puM). Cette molécule fluorescente a pu diffuser dans la totalité
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du neurone enregistré lorsque les enregistrements ont eu lieu en « cellule-entiére ». La cadavérine permet
la fixation du fluorophore dans la cellule par le paraformaldéhyde (PFA).

Ainsi, apres fixation par bain de PFA sur la nuit et montage des coupes sur des lames (Superfrost plus,
Thermo Scientific), nous avons pu imager les neurones. Des images successives permettant de reconstruire
I"arborisation dendritique d’un neurone ont été acquises dans le plan de coupe (z-stack).

Pour les expériences sur le PVN, le nombre de dendrites primaires a été compté avec le logiciel Image
J (NIH).

Pour I'analyse de I'arborisation dendritique des neurones du septum latéral, la distance entre chaque

image acquise est de 1 um et une analyse de Scholl a été réalisée a |'aide du logiciel Image J (N/IH) également.

6. Utilisation de rétro-billes

Des microsphéeres en latex fluorescentes (Retrobeads, Lumafluor) ont été injectées par stéréotaxie
dans le cerveau des animaux. Ces billes sont intégrées par les terminaisons synaptiques situées a proximité
du site d’injection et remontent I'axone jusqu’au corps cellulaire qu’elles marquent et permettront
d’identifier. On parle de rétrobilles. Celles-ci ont été injectées dans le septum médian de souris agées de 4
semaines (coordonnées stéréotaxiques : angle de 10°, antero-posterieur : +0.05 cm, medio-latéral : +0.1 cm,
dorso ventral, -0.4 cm), afin de déterminer les neurones projetant vers le septum médian.

Aprés injection de 300 nL de rétrobilles diluées au 1/2 dans du PBS a 100 nL/minutes, nous avons
attendu 10 minutes avant de retirer I'aiguille afin d’éviter le reflux. Les souris ont été recousues et replacées
ensemble pour une semaine au moins. Ensuite, les souris ont été décapitées et les cerveaux extraits
rapidement avant de réaliser des coupes de 300 um destinées a la réalisation d’expériences
d’électrophysiologie (voir 4.). Les neurones ayant intégré des billes ont alors été enregistrées et leurs
réponses électriques a I'application de TGOT et de vasopressine ont été évaluées afin de déterminer la nature

des neurones de sortie du septum latéral.

7. Immunohistochimie

Dans cette étude, nous avons réalisé des immuno-histochimie afin de marquer les neurones
ocytocinergiques. Nous avons pour cela utilisé un anticorps anti-neurophysin | réalisé chez la souris qui nous
a été donné par le Dr. Gainer [358] ou un anticorps anti ocytocine polyclonal réalisé chez le lapin par le Dr

Alonso [359]. Nous avons utilisé ces anticorps dilués au 1/1000.
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Nous avons aussi utilisé un anticorps anti-GFP réalisé chez le poulet (Abcam, 1/2000) afin d’amplifier
le signal GFP ou le signal eYFP.

Pour cela, des cerveaux issus de souris préalablement perfusées au PBS puis au PFA ont été coupés
en tranches sériées de 50um d’épaisseur réparties dans 4 puits. Un puit a été utilisé pour chaque expérience.
Aprés un blocage de 2 heures sous agitation et a température ambiante avec une solution de PBS, BSA 2 %,
Triton 0.1 % (PBT) contenant du Fab anti IgG de souris non marqué (abliance), les tranches ont été incubées
la nuit a 4°C avec I'anticorps primaire dilué dans du PBT. Apres 3 lavages au PBS, les tranches ont été incubées
2 h a température ambiante et sous agitation avec un anticorps secondaire couplé a un fluorophore
(anticorps dirigé contre la souris et réalisé chez I'dne et couplé a une alexa-555, 1/2000, Invitrogen ou
anticorps dirigé contre le lapin et réalisé chez I'dne et couplé a une alexa-594, 1/3000, thermofisher, ou
anticorps dirigé contre le poulet et réalisé chez la chévre, couplé a une alexa-488, 1/2000, invitrogen). Aprés
3 lavages au PBS, nous avons monté ces coupes sur lames (superfrost plus, Thermo Scientific) a I'aide d’un
milieu de montage (Fluoromount G, Southern Biotech). L'imagerie a été réalisée a 'aide d’un microscope a

fluorescence (Axio-imager Z1, Zeiss).

8. Etude comportementale

Une semaine avant la premiére expérience comportementale, les souris ont été habituées a

I’expérimentateur et a la manipulation (contention, mise en place de I'injecteur ou de la fibre optique).

Deux tests comportementaux ont été effectués sur des souris males adultes agées de plus de 10
semaines. Pour chacun des tests, les arénes ont été nettoyées avec des lingettes désinfectantes entre chaque

animal afin d’éliminer les odeurs.

Reconnaissance d’objet et reconnaissance sociale

Une aréne circulaire de 24 cm de diametre en plexiglass transparent a été utilisée (Fig 9A1 et A2). Un
fond de sciure, un biberon d’eau ainsi que quelques croquettes ont été disposés dans I'arene avant le début
de I'expérience.

Apres une période d’habituation a I'aréne (et a la boite qui contiendra le juvénile), les juvéniles ont
été placés dans la boite pour une durée de 5 minutes. Ces derniers ont ensuite été retirés des boites pour
une durée de 20 minutes avant d’étre a nouveau placées dans celles-ci pour 5 minutes. Ceci a été reproduit
2 fois et apres une nouvelle période sans juvénile de 20 minutes, un nouveau juvénile a été introduit dans la
boite pour 5 minutes (Fig 9B).
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Pour la reconnaissance d’objets, le méme protocole a été utilisé mais le juvénile a été remplacé par

un objet (falcon ou légo par exemple) déposé directement dans I'arene.

3 phases peuvent étre discernées dans ce test (Fig 9B) :

- La premiéere rencontre qui indique I'intérét pour un objet ou une souris (lors de I'étude de I'activité
EEG, I'impact de celle-ci sera déterminé en soustrayant le profil EEG obtenu en (b) a celui obtenu en
(a)).

- LUhabituation qui se traduit par un déclin de l'intérét au fil des présentations (lors de I'étude de
I"activité EEG, I'impact de celle-ci sera déterminé en soustrayant le profil EEG obtenu en (c) a celui
obtenu en (a)).

- Le regain d’intérét lorsque I'animal discrimine le nouvel objet/juvénile (lors de I'étude de I'activité

EEG, I'impact de celle-ci sera déterminé en soustrayant le profil EEG obtenu en (d) a celui obtenu en

(a))

Les résultats obtenus chez des animaux C57B6/J non transgéniques nous permettent de valider ce
test (Fig 9C1 et C2). En effet, on retrouve une importante durée d’interaction au cours de la premiere
présentation du juvénile puis celle-ci décroit progressivement. Lors de la présentation du nouveau juvénile
en revanche, le temps d’interaction revient au niveau de celui de la premiére interaction avec le premier

juvénile ce qui traduit la préférence pour la nouveauté sociale et la capacité a discriminer deux individus.

Les graphiques qui seront présentés au cours de cette these comprendront :
- le temps d’interaction au cours de la premiere interaction
- le temps d’interaction avec le juvénile aprés familiarisation (au cours de la 4éme rencontre)

- le temps d’interaction avec le nouveau juvénile

D’autre part, lorsque le temps d’interaction au cours de la premiére interaction ne sera pas différent entre

les groupes étudiés, les données seront présentées normalisées (100% correspondant a la durée de

I'interaction lors de la premiére rencontre avec le premier juvénile).
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Figure 9 : Protocole de reconnaissance sociale et de reconnaissance d’objet

Al. Reconnaissance sociale A2.

Reconnaissance d’objets
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Al. Photographie du dispositif expérimental utilisé lors du protocole de reconnaissance sociale

A2. Photographie du dispositif expérimental utilisé lors du protocole de reconnaissance d’objet

B. Protocole expérimental mis en ceuvre.

(a) correspond a la période contrdle, (b) a I'interaction avec le premier juvénile, (c) a la 4°™ interaction avec le juvénile
connu (habituation ayant eu lieu) et (d) a I'interaction avec le nouveau juvénile.

Un protocole identique a été mis en place pour la reconnaissance d’objet mais les juvéniles sont alors remplacés par

des objets.

C1. Temps d’interaction avec le juvénile au cours des différentes présentations. (Moyennes +/- SEM, N= 9

animaux)

1-way ANOVA mesures répétées : p=0.0023

Comparaison des groupes avec la premiére colonne par test post-hoc de Dunns.
Juvenile 1 — 1%t encounter vs juvenile 1 — 2" encounter p>0.9999

Juvenile 1 — 1%t encounter vs juvenile 1 — 3™ encounter p=0.9322

Juvenile 1 — 1% encounter vs juvenile 1 — 4™ encounter p=0.0024

Juvenile 1 — 1% encounter vs juvenile 2 — 1%t encounter p>0.9999

C2. Représentation des données adoptée au cours de cette thése (moyennes +/- SEM, N= 9 animaux)

Seules les rencontres juvenile 1 — 1%t encounter, juvenile 1 — 4™ encounter et juvenile 2 — 1*t encounter seront en effet
représentées, représentant respectivement l'interaction avec un juvénile inconnu, l'interaction avec un juvénile familier
et I'interaction avec un nouveau juvénile inconnu

1-way ANOVA mesure répétées : p=0.0060

Comparaison des groupes par test post-hoc de Dunns.

Juvenile 1 — 1%t encounter vs juvenile 1 — 4" encounter p=0.0065

Juvenile 1 — 1% encounter vs juvenile 2 — 1%t encounter p=0.7158
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9. Enregistrements électroencéphalographiques

Systéme utilisé

Des enregistrements électroencéphalographiques corticaux ont été réalisés. Pour cela, un systeme
d'enregistrement (Pinnacle technology) a été implanté sur le crane des souris (Fig 10A) a l'aide de vis
permettant, d’'une part, de faire un contact entre le cortex cérébral et le systéme d’enregistrement et, d’autre

part, d’ancrer le systéme sur le crane afin de le fixer avec du ciment dentaire.

Figure 10 : Systéme d’enregistrement EEG utilisé

A. Représentation de I'emplacement de I'implant permettant I'enregistrement EEG
Le rond blanc correspond a la zone d’implantation de la fibre optique. Les deux électrodes sur la droite

correspondent aux électrodes de mesure de 'EMG associé au systeme. Elles ont été coupées avant

I'implantation.

B. Représentation du set-up expérimental — d’aprés www.pinnaclet.com
1. Systeme d’acquisition du signal
2.Cable permettant les mouvements libres de I'animal dont I'EEG est enregistré

3. Arene dans laquelle ont lieu les expériences
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Pour I'enregistrement, les souris ont été branchées a un pré-amplificateur relié a I'ordinateur et
controlé via le logiciel Sirenia acquisition (Pinnacle Technology) (Fig 10B). Les enregistrements ont été réalisés
a une fréquence de 600Hz et les fréquences supérieures a 100Hz ont été filtrées. Des caméras a détection
infrarouge également contrélées par le logiciel Sirenia acquisition ont été utilisées et ont permis de filmer les
animaux au cours de I'enregistrement afin d’étudier le comportement et de corréler les comportements de
la souris étudiée avec son électroencéphalogramme. La vidéo permet d’éliminer les artefacts liés au sommeil,

au toilettage, au grattage, a la prise de nourriture ou d’eau.

Les données ainsi acquises ont été traitées a |'aide du logiciel Neuroscore (Data Science International)
qui nous a permis :
- de définir des bandes de fréquence de 0.5Hz et la puissance de chacune de ces bandes de fréquence
- de définir la puissance de sous éléments du rythme theta : 4-8Hz (theta low), 8-12Hz (theta high) Ces
calculs ont été effectués indépendamment pour chaque période de 10 secondes dans chaque

enregistrement.

Analyse des données

L'utilisation de la vidéo nous a permis de définir et d’éliminer les périodes correspondant a des
artefacts. D’autre part, la vidéo et I'EEG nous ont permis de définir les moments ol I'animal dort et d’éliminer

ces périodes afin de nous concentrer uniquement sur |’activité EEG observée lors des phases d’éveil.

Une fois ce tri effectué, nous avons défini des périodes d’intérét et moyenné les valeurs de puissance
obtenues au cours de ces périodes pour chaque bande de fréquence. Ainsi, nous avons moyenné au cours
de ces périodes toutes les valeurs correspondant a la puissance de la bande de fréquence considérée (0-

0.5Hz, ..).

Afin de s’affranchir de la variabilité inter-individuelle qui peut notamment étre due a 'emplacement
des électrodes, nous avons choisi d’utiliser chaque animal comme son propre contréle. Pour cela, nous avons
défini une période contréle correspondant au début de I'expérience au cours de laquelle nous avons mesuré
les parameétres d’intérét. Nous avons soustrait, aux valeurs obtenues lors des périodes d’intérét, les valeurs

obtenues pour ces périodes contrdle.

Les périodes d’intérét ont été définies de la fagcon suivante :
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- pour linteraction sociale ou la reconnaissance d’objet, la période contréle correspond aux 20
minutes précédant l'introduction de la souris ou de l'objet tandis que la période d’interaction
correspond aux 5 minutes au cours desquelles la souris ou I'objet sont présents dans I'aréne

- pour les injections de drogues, la période contréle correspond a une période d’au moins 20 minutes
avant l'injection de la drogue tandis que I'effet de la drogue a été analysé au cours de I’"heure suivant

I'injection

Afin de limiter I’'hétérogénéité des réponses inter-individus, nous avons également décidé de normaliser les
puissances au cours de chaque période. Pour cela, nous avons considéré comme 100% la somme des valeurs

de puissance obtenues sur la plage 0-40Hz.

10. Injections intracérébrales d’agonistes ou d’antagonistes

Systeme utilisé

Des canules ont été implantées dans le cerveau des souris afin d’administrer dans le septum latéral
des agents pharmacologiques modulant I'activité des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine chez
des animaux vigiles. Pour cela, des canules bilatérales de 3 mm de profondeur et écartées I'une de I'autre de
0,8 mm ont été utilisées. Ces derniéres ont été bouchées a I'aide d’un mandrin pendant la période de repos
suivant la chirurgie ainsi qu’entre chaque expérience.

Le systeme d’injection est composé d’un injecteur bilatéral adapté a la canule qui est relié a deux
tuyaux remplis avec du PBS séparé du milieu a injecter par une bulle d’air (qui ne sera pas injectée). Chacun
des tuyaux est relié a une seringue Hamilton de 1 pL dont le débit est régulé par un micro-injecteur (micro 4,
World Precision Instrument).

Pour chacune des expériences, le systeme d’injection a été mis en place dans la canule 5 minutes
avant le début de I'expérience. Ensuite, 900 nL ont été injectés par hémisphére a raison de 100 nL par minute.
Le systeme d’injection a été laissé en place encore 5 minutes avant d’étre retiré.

Lorsque les injections sont effectuées en parallele d’'un protocole de reconnaissance sociale ou de
reconnaissance d’objet, notons que l'injection démarre 5 minutes avant la présentation de la souris ou de

I'objet.

Les souris ont subi plusieurs injections séparées les unes des autres d’au moins 5 jours.
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Drogue concentration fonction

TGOT 3x10'M activation des récepteurs de I'ocytocine
VP 3x10°M activation des récepteurs de la vasopressine
Manning Compound 3%10°M inhibition des' récepteurs dl..J systeme
ocytocine/vasopressine
Atosiban 10%M inhibition des récepteurs de I'ocytocine
Manning Compound 108M inhibition des récepteurs de la vasopressine
NacCl 0,9% contréle/diluant
Chirurgie

Apres avoir été anesthésiés par un injection intra-péritonéale d’une solution de kétamine (100
mg/ml) et de xylazine (20 mg/ml) (200 uL pour une souris de 30g), les poils situés sur la téte coupés, les souris
ont été placées dans le cadre stéréotaxique. La peau située sur la téte de I'animal a été désinfectée a I'aide
d’une solution de bétadine, une entaille a été faite et le crane a été nettoyé de facon a observer les sutures
du crane. Les coordonnées stéréotaxiques du Bregma et du Lambda ont été déterminées sur le crane et la
téte a été orientée de facon a ce que ces deux points soient situés a la méme profondeur (axe z). Ensuite,
nous avons noté la position ol devaient étre implantées les canules (bregma : +0.05 cm antéro-postérieur,
+0.04 cm médio-latéral), percé le crane a I'aide d’une fraiseuse (ideal micro drill, World precision instrument),
déchiré les méninges a 'aide d’une aiguille et descendu les canules de 3 mm afin d’atteindre le septum
latéral. L'EEG a été placé de facon a ne pas géner la canule et de fagon a ce que la canule ne dérange pas le
branchement d’un pré-amplificateur au cours de I'expérience. Cet emplacement a été choisi pour toutes les
expériences d’EEG menées (méme celles pour lesquelles aucune canule ou fibre optique n’a été implantée).
Ces deux systemes ont été maintenus en place a I'aide de ciment dentaire (Paladur, Henry Schein) et un point
a été réalisé a I'aide de fil de suture (filapeau) pour ramener la peau de I'animal au-dessus du ciment et ainsi
limiter I'accés de l'implant a I'animal. Pour faciliter leur réveil et limiter I'hypothermie induite par
I"anesthésie, les animaux ont été placés sur une plaque chauffante a 37°C. Une fois réveillés, ils ont été isolés
dans une cage et nous avons ajouté dans une coupelle un anti-inflammatoire (doliprane, 6mg environ) ainsi
que du lait concentré afin de faciliter leur récupération. Les animaux ont été observés au cours des jours
suivant 'opération afin de détecter une éventuelle douleur et d'y remédier. Une période de récupération de

10 jours a été respectée avant le début des expériences.
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Notons qu’un groupe d’animaux a été opéré de facon similaire mais les canules ont, cette fois, été
insérées dans le ventricule afin de servir de contrdle (a partir du Bregma, antéro-postérieur : +0.05 cm,

médio-latéral, +/-0.1 cm, dorso ventral, -0.3 cm).

Controle de la zone de diffusion des drogues administrées

A la fin des expériences, une solution contenant de I'alexa-594-cadavérine (Life Technology, 50 uM)
a été injectée via les canules. Cette molécule est un fluorophore couplé a une protéine dont les amines
établiront des liaisons lorsqu’elles seront en contact avec du PFA. Ceci permettra de fixer le fluorophore dans
les cellules qui I'auront incorporé. Le poids moléculaire de I'alexa-594-cadavérine est de 1 kDa et est donc
proche du poids moléculaire des peptides injectés. D’autre part, la vitesse et le volume injecté sont les mémes
que ceux utilisé au cours des expériences et ainsi, le volume contenant des cellules marquées par |'alexa-
cadavérine nous donne une bonne indication du volume de diffusion des peptides injectés. D’autre part, c’est
en utilisant ce volume de diffusion théorique que nous avons pu estimer les concentrations de drogues a

injecter au sein du septum.

Controle du positionnement des canules et critéres d’exclusion

Trois minutes apres la fin de I'injection d’alexa-594-cadavérine, les animaux ont été anesthésiés par
une injection de 200 puL d’une solution de pentobarbital sodique (54.7mg/mL) puis ont subi une perfusion
intra-cardiaque:

- avec du PBS afin de nettoyer les vaisseaux sanguins des globules rouges et ainsi diminuer
I"autofluorescence du tissus
- avec du PFA permettant de fixer les tissus
Les cerveaux ont ensuite été coupés au vibratome (coupes de 50 um) et 'emplacement des canules a été
déterminé avec précision par rapport a 'atlas de Paxinos [360]. Les individus dont une canule se trouvait

dans le ventricule et non dans le septum latéral ont été exclus du groupe expérimental.

11. Optogénétique

Les expériences d’optogénétique ont été réalisées sur des animaux ocytocine-cre.
Pour cela, nous avons utilisé des animaux 4gés de 4 semaines. Des virus (500 nL/hémisphére, 2x10"!

virions par mL) ont été injectées par stéréotaxie (100nL/minute) bilatéralement dans le PVN de souris OT-cre
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(coordonnées par rapport au Bregma: antéro-postérieur -0.01 cm, médio-latéral +/-0.02 cm, rostro-caudal -
0.48 cm) a 'aide d’une seringue (nanofil syringe, WPI) et d’une aiguille 33G (Nanofil 33G BVLD Needle, WPI)

controlée par un micro-injecteur (micro-4, WPI).

Deux adeno-associated-virus de sérotype 1 et contenant la séquence d’ADN a exprimer entre des
sites loxP (University of Pennsylvania, vector core) ont été utilisés :
- AAV1EFla DIO eNpHR3.0 eYFP WPRE hGH
- AAV1EF1la DIO eYFP WPRE hGH
Apres la stéréotaxie, les animaux ont été regroupés et nous avons attendu 1 mois afin que les virus
s’expriment. Nous avons ensuite implanté des fibres optiques dans le septum latéral (coordonnées par
rapport au Bregma en cm : antéro-postérieur : +0,05, médio-latéral : +/-0,04, rostro-caudal : -0,3) et des
implants d’enregistrements EEG. Une période de 10 jours de récupération a été établie avant le début de

toute expérience de comportement.

Un systeme de stimulation LED (Doric Lenses) a été utilisé. De la lumiére jaune (595nm) a été utilisée
pour stimuler I’halorhodopsine. Une stimulation continue d’une durée totale de 5 minutes a été réalisée de

facon semblable a ce qui avait précédemment été fait dans le tissus cérébral [361] .

Les fibres optiques utilisées (branching fiberoptic patchcord, Doric lenses) ainsi que les canules
bilatérales (dual fiberoptic cannula, Doric Lenses) permettant la stimulation du septum latéral ont une
ouverture numérique de 0.53.

L'intensité de la LED a été réglée sur 500 mA lors de |'utilisation conduisant a une puissance, au bout
de la fibre optique de 2 mW (mesuré avec un luminometre, Thorlabs) pour la lumiére jaune, une intensité
qui ne produit pas de photo-dommage dans le tissu. Lorsque des fibres optiques ont été réutilisée, cette
intensité a été recalculée afin que la puissance a la sortie de la fibre optique soit la méme d’une expérience

a l'autre.

Apres les expériences, les animaux ont été perfusés au PFA et les cerveaux ont été extraits. Nous
avons réalisé des coupes frontales de 50 um d’épaisseur contenant le noyau paraventriculaire. Sur ces
coupes, nous avons réalisé un immuno-marquage neurophysine 1 (anticorps donné par le Dr. Gainer) ainsi
gu’une immuno-histochimie anti-GFP permettant d’amplifier le signal eYFP lié a I'expression du virus. Sur
une tranche, nous avons compté, a l'aide du logiciel Image J, le nombre de neurones exprimant la
neurophysine 1 (neurones ocytocinergiques) et parmi ceux-ci, nous avons compté le nombre de neurones
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exprimant la eYFP. De plus, nous avons compté le nombre de neurones exprimant la eYFP mais n’exprimant
pas la neurophysine 1. Ces calculs ont été réalisés sur une tranche donnée en considérant les deux PVN de

celle-ci.

12. Autoradiographie

Pour ces expériences, les cerveaux des souris ont été extraits et congelés en vapeurs d’isopentane
refroidi a I'aide de carboglace. Des coupes frontales d’une épaisseur de 20 um ont été réalisées au cryostat
et placées sur des lames (Superfrost plus, Thermo Scientific).

Des ligands radiomarqués a l'iode spécifiques des récepteurs de I'ocytocine (ornithine-vasotocin
analogue iodée (OVTA-1'?®) [362], PerkinElmer) ou des récepteurs V1a de la vasopressine (Phenylacetyl1, O-
Me-D-Tyr?, [125]-Arg6]-vasopressine (LVA-1'%) [300] , PerkinElmer) ont été utilisés.

Avant le début de I'expérience, les lames ont été placées a température ambiante pour au moins 30
minutes afin que les coupes décongélent. Une pré-incubation d’'une durée de 15 minutes avec une solution
de blocage (tampon I, 50 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, 1 mg/ml BSA) puis une incubation de 2 minutes avec un
milieu similaire auquel a été ajouté 2 mM de MgCI2 (tampon Il) ont été réalisés. Le magnésium est essentiel
pour la liaison de la vasopressine a ses récepteurs [363] et la pré-incubation permet donc de séparer la
vasopressine de ses récepteurs et de les rendre disponibles pour la liaison du peptide radio-marqué. Les
coupes ont ensuite été incubées 2 h a température ambiante avec le milieu d’incubation sous atmosphére
humide.

Le milieu d’incubation :

- Tampon Il + Radioligand 50 pM + leupeptine (1 mg/mL)

- Tampon Il + Radioligand 50 pM + leupeptine (1 mg/mL) + ligand froid
Dans le cadre d’un marquage des récepteurs de I'ocytocine, le radioligand utilisé est 'OVTA iodée et le ligand
froid utilisé est I'ocytocine utilisée a3 10°M.
Dans le cadre du marquage des récepteurs V1a de la vasopressine, le radioligand utilisé est la LVP iodée et le
ligand froid est la vasopressine 10 M.
Apres cette incubation, les lames ont été mises sur glace afin d’arréter la réaction et aprés avoir été rincées,
elles ont été placées dans une cassette au contact d’un film photographique (Biomax MR film carestream,

Sigma). Aprés 24h, les films ont été révélés avec des réactifs photographiques et digitalisés avec un scanner.
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A I'aide du logiciel imagel, le marquage obtenu dans le septum latéral a été évalué. Dans chaque
cassette, des lames incubées avec le ligand froid ont été utilisées afin de déterminer le marquage non
spécifique. Ce dernier a été soustrait au marquage spécifique pour chaque coupe évaluée. Au sein de chaque
film, le marquage pour chaque coupe a été normalisé par rapport au marquage obtenu pour la moyenne des

animaux WT de la planche.

NB : ces expériences ont été réalisées avec I'aide et les conseils du Dr Gilles Guillon.

13. Injection des souris au cours de la premiere semaine de vie

Les femelles WT croisées avec des males Magel2+/-m GFP-tg/+ gestantes ont été isolées quelques
jours avant la mise bas et leur environnement a été enrichi par I'ajout de morceaux de coton. Elles ont été
habituées a I'expérimentateur pendant plusieurs jours. Le jour de la mise bas (P0), les naissances ont été
controlées le matin et les bébés males ont été séparés de la mere le temps de l'injection. Des seringues
(nanofil syringe, WPI) de 10 pL ont été utilisées afin d’injecter, en sous-cutané, 10 uL dans chaque flanc des
bébés. Apres avoir été frottés avec de la litiere issue de leur cage d’origine afin d’éliminer I'odeur de
I’expérimentateur, les bébés ont été remis en place dans la cage. L'opération a été réitérée jusqu’au 6eéme

jour post-natal (P6) puis les bébés ont été utilisés pour les expériences d’électrophysiologie.

Plusieurs molécules ont été injectées en suivant cette stratégie :
- NaCl 0.9% : cette expérience contrble nous permet de savoir si I'expérimentation, connue
pour son effet stressant, module le développement des neurones ocytocinergiques
- ocytocine (20 pL, 10 M) : ce traitement est connu pour son impact bénéfique sur la
pathologie induite par la mutation du gene Magel2 sur le modele murin.
- TGOT (20 pL, 5x10° M): ce traitement permet d’évaluer le réle joué par I'activation

vasopressinergique induite par I'administration massive d’ocytocine.
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PARTIE A : Modulation d’un réseau septal par I’ocytocine et la
vasopressine et implication pour la régulation des comportements

sociaux

Les interactions sociales induisent une libération d’ocytocine et de vasopressine dans le septum

latéral. Aujourd’hui, nous ne connaissons pas le réle respectif de chacune de ces libérations ni leurs impacts

comportementaux.

Question posée :

Quelles sont les fonctions respectives de I'ocytocine et de la vasopressine libérées au sein du septum

latéral au cours des interactions sociales ?

Objectifs :

Définir les fonctions respectives de la libération d’ocytocine et de vasopressine au sein du
septum au cours des comportements sociaux (1)

Définir la nature de la modulation, par I'ocytocine et par la vasopressine, de I'activité
neuronale septale (2) et mieux comprendre les mécanismes électrophysiologiques mis en
jeu(3)

Définir un parametre sensible in vivo, mesurable sans étre invasif et dépendent de la
signalisation des deux hormones dans le septum (4)

Comparer 'activité de ce systeme septal dans des animaux sains et des animaux présentant

des troubles du comportement social (5)

Stratégie expérimentale mise en ceuvre :

Afin de répondre a la question posée nous avons utilisé deux approches principales :

La premiére consiste a manipuler le systéme ocytocine/vasopressine septal chez la souris
vigile et a étudier l'impact de ces manipulations sur plusieurs parameétres du
comportement social murin.

La seconde consiste a exploiter les réponses électrophysiologiques des neurones du
septum latéral suite a I'application d’ocytocine et/ou de vasopressine afin d’interroger

I’organisation du réseau septal modulé par ces deux hormones.
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1. La vasopressine et I’ocytocine : effets séquentiels pour la régulation
des comportements sociaux

Dans un premier temps, nous nous sommes demandé quel est I'impact comportemental de
I’activation septale des récepteurs de I'ocytocine et/ou de la vasopressine ayant physiologiquement lieu au
cours des interactions sociales. Pour cela, nous avons manipulé I'activité des récepteurs de ces deux peptides
au cours d’un protocole d’interaction sociale et décrit I'impact d’une inhibition de celle-ci. Nous avons choisi
un test comportemental nous permettant d’évaluer plusieurs parametres d’interactions sociales : durée de
I'interaction avec un juvénile inconnu, impact d’un protocole d’habituation et interaction avec un juvenile

inconnu sans protocole d’habituation.

1.1. Résultats

Afin d’étudier I'impact de la modulation du septum latéral par I'ocytocine et la vasopressine dans la
reconnaissance et la discrimination sociale, des antagonistes des récepteurs OT-R ou V1a ont été injectés
dans le septum latéral a différents moments de l'interaction sociale (Fig 11A). Pour cela, des canules
bilatérales ont été implantées de facon chronique et des injecteurs ont été mis en place au moment de
I’expérimentation. Les sites d’implantations des canules dans le septum lateral sont présentés en figure 11B
(N=11 souris, taux de réussite a I'implantation de 85% (11/13)) ainsi que le domaine de diffusion de I'Alexa-
594-cadaverine (Fig 11C), choisie pour son poids moléculaire équivalent a celui de I'ocytocine, de la
vasopressine et des autres peptides qui seront administrés intra-septallement.

Nous avons choisi d’administrer les antagonistes a différents moments du protocole social de fagcon
a définir au cours de quelles phases I'ocytocine et la vasopressine endogénes sont mises en jeu. Lorsque les
antagonistes sont injectés au cours de la premiere interaction, ils nous permettent de déterminer I'impact
de ceux-ci sur le processus d’acquisition de la reconnaissance sociale. Lorsqu’ils sont injectés au cours du
processus d’habituation (3°™® interaction), ils nous permettent d’évaluer I'impact sur les phases (i)
d’habituation et/ou (ii) de discrimination avec le nouveau juvénile (inconnu). Afin de tester I'influence de la
molécule active, nous avons réalisé des expériences contréles au cours desquelles une solution physiologique

(NaCl 0,9%) a été injectée.

Pour déterminer I'implication de I'activité du systéme ocytocine/vasopressine septal au cours de

I'interaction sociale, nous avons utilisé du Manning compound a une forte concentration (3x10°M). Lorsque
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nous avons voulu interroger I'implication du récepteur Vla de la vasopressine, nous avons injecté du
Manning compound a une faible concentration (10%M) dans le septum et lorsque nous avons interrogé
I'implication des récepteurs de I'ocytocine, nous avons injecté de l'atosiban (10%M) dans le septum
également.
Les concentrations a utiliser ont été calculées en considérant
- un volume de diffusion de 3,375mm3 (diffusion dans un cube de 1,5mm de c6té) estimé a
partir du volume de diffusion de I'alexa594-cadavérine aprés injection intraseptale (Fig
11C)
- un volume d’injection de 1,8uL.
En utilisant les valeurs de Kd précédemment définies, ces conditions permettent I'inhibition des

récepteurs dans les proportions suivantes :

Drogue Occupation des OT-R  Occupation des V1a-R Occupation des V1b-R
Manning compound 97,4% 99,9% 95,6%
3x10-6M
Atosiban 80% <0.1% <0.1%
10-8M
Manning compound 11,1% 75,7% 6,7%
10-8M

Ces chiffres sont des estimations ne tenant pas compte de la dégradation des peptides car ces deux

antagonistes sont dé-amidés et sont donc protégés de la dégradation.

L'impact de ces modulations locales a été évaluée en mesurant le temps d’interaction avec les

juvéniles tout au long de I'expérience.

Dans un premier temps, nous nous sommes demandé si I'administration de drogue au cours de la
premiére interaction modulait le temps d’interaction au cours de la premiére rencontre (Fig 11D et 11E).
Pour cela, nous avons comparé les données issues des différents groupes et aucun des groupes n’a montré
de différence significative avec celui ayant recu une administration intra-septale de solution saline (1-way

110



anova : p=0,0339; post-hoc : NaCl vs MC high : p>0,9999, NaCl vs. Ato-8 p=0,1150, NaCl vs. MC low p>0,9999)
(Fig 11D).

Au vu de cette absence de différence et afin de s’affranchir de la variabilité interindividuelle, nous
avons choisi de normaliser les données en définissant 100% comme étant la durée de l'interaction de la souris

considérée avec le juvénile au cours de la premiére rencontre.

Lorsque les drogues sont injectées au cours de la premiére interaction, nous observons (Fig 11E) que :

- dans le groupe ayant recu linjection de solution saline, les animaux présentent une
diminution du temps d’interaction entre la 1% et la 4°™ rencontre qui traduit une
habituation (post-hoc de Tukey : n=10, p=0,0252).

- aprés l'administration d’un antagoniste du systéme ocytocine/vasopressine (Manning
compound, forte concentration), cette habituation n’a pas lieu et le temps d’interaction
reste stable tout au long de I'expérience (n=8).

Ceci montre une implication du systéme ocytocine/vasopressine dans la régulation de I’habituation
sociale. Nous avons ensuite déterminé que |’habituation sociale était indépendante de l'activation des
récepteurs de I'ocytocine puisque I'administration d’atosiban n’altére pas |’habituation (post-hoc de Tukey,
n=8, p=0,0372). En revanche, celle-ci est dépendante de l'activation septale des récepteurs Vla de la
vasopressine puisque I'administration d’une faible dose de Manning compound empéche I’habituation
sociale (n=7).

Notons que la pénétrance de l'effet induit par I'antagoniste Vla (Manning compound faible
concentration) est limitée puisque parmi les 7 souris testées, 3 se sont habituées a I'interacteur n°1. Ceci est
probablement dG au fait qu’une proportion non négligeable des récepteurs Vl1a reste active méme en

présence de cet antagoniste.

Dans un second temps, nous avons interrogé la fonction du systéme ocytocine/vasopressine au cours
du processus d’habituation. Pour cela, nous avons inhibé la fonction des récepteurs via I'administration
d’antagonistes au cours de la 3™ rencontre et nous avons évalué la reconnaissance et de discrimination
sociale (Fig 11F et 11G).

Nous avons d’abord montré que les animaux injectés avec chacune des drogues présentaient des
temps d’interaction similaires lors de la 1°™ rencontre avec la premiére souris (Fig 11F). En effet, les souris
qui sont injectées avec chacune des drogues interagissent autant que les souris injectées avec du NaCl (1-

way ANOVA: p=0,4553).
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Nous avons réalisé la méme normalisation que précédemment et ceci nous a permis de montrer (2-

way ANOVA), mesures répétées, effet des présentations successives : p<0,0001) (fig 11G) que :

- |’administration de NaCl au cours de la 3éme rencontre (n=7) n’altére ni la reconnaissance
sociale (post-hoc de Tukey : p<0,0001) ni la discrimination sociale (post-hoc de Tukey :
p=0,0191)

- |’administration de fortes concentrations de Manning compound (n=6), d’atosiban (n=7)
ou de faibles concentrations de Manning compound (n=7) n’altére pas le reconnaissance
sociale (post-hoc de Tukey : respectivement p=0,0095, p=0,0020 et p<0,0001).

- I’administration de fortes concentrations de Manning compound (n=6) empéche le
processus de discrimination sociale puisque le temps d’interaction n’est pas augmenté

lorsqu’un juvénile invonnu est présenté (post-hoc de Tukey, p=0,9999)

Ceci montre une implication du systéme ocytocine/vasopressine dans la régulation de la
discrimination sociale. Nous avons ensuite déterminé que la discrimination sociale était indépendante de
I'activation des récepteurs Vla de la vasopressine puisque I'administration de faibles concentrations de
Manning compound n’altéere pas la discrimination (post-hoc Tukey, n=7, p=0,0153). En revanche, celle-ci est
dépendante de l'activation septale des récepteurs de l'ocytocine puisque |'administration d’atosiban

empéche la discrimination sociale (n=6, p=0,8710).
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Figure 11: L’activation des récepteurs septaux de la vasopressine et de l'ocytocine est essentielle

respectivement pour I’habituation et la discrimination sociale.
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A. Schéma représentatif du décours de I'expérience
Les fleches représentent les moments auxquels les injections ont été réalisées.
B. Positionnement des sites d’'implantation des canules
C. Zone de diffusion de I'alexa-594-cadavérine dont le poids moléculaire est comparable a celui des
peptides utilisés au cours des injections via les canules (1kDa).
D. Durée de la premiére interaction avec le juvénile dans les groupes ayant recus la drogue indiquée au
cours de la premiére rencontre (Moyenne +/- SEM, N= 10-8-8-7 souris par groupe)
1-way-anova (Kruskal Wallis) p=0,0339 ; comparaison par analyse post-hoc de Dunns : NaCl vs MC (high ou low)
p=0.9999, NaCl vs Atosiban : p=0.1150
E. Durée normalisée de l'interaction sociale avec le juvénile dans les groupes ayant recus la drogue
indiquée au cours de la premiére rencontre (Moyenne +/- SEM, N = 10-8-8-7 souris par groupe) - 2-
way anova, mesures répétées :
Effet des présentations successives : F(2,58)=6.182, p=0.0037 ; effet de la drogue : F(3,29)=0.5125, p=0.6769 ; effet de
I'interaction : F(6,58)=0.8719, p=0.5211 ; validité de 'appariement : F(29,58)=1.954, p=0.0151
Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey :
NaCl : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.0252, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.1130
MC high : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.9759, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.8659
Atosiban : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.0372, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.3262
MC low : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.2142, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.9776
F. Durée de la premiere interaction avec le juvénile dans les groupes ayant recus la drogue indiquée au
cours de la troisieme rencontre (Moyenne +/- SEM, N=7-6-7-7 souris par groupe) l-way anova
(Kruskal Wallis) : p=0.4553
G. Durée normalisée de l'interaction sociale avec le juvénile dans les groupes ayant regus la drogue
indiquée au cours de la troisieme rencontre (Moyenne +/- SEM, N=7-6-7-7 souris par groupe) - 2-way
anova, mesures répétées :
Effet des présentations successives : F(2,46)=39.6, p<0.0001 ; effet de la drogue : F(3,23)=0.1087, p=0.9542 ; effet de
I'interaction : F(6,46)=1.657, p=0.1534 ; effet de I'appariement : F(23,46)=2.086, p=0.0168
Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey :
NaCl : 1-stranger vs 1-familiar : p<0.0001, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.0191
MC high : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.0095, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.9999
atosiban : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.0020, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.8710

MC low : 1-stranger vs 1-familiar : p<0.0001, 1-familiar vs 2-stranger : p=0.0153

(* : 1-stranger vs 1-familiar, # : 1-familiar vs 2-stranger)
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Des expériences identiques ont été réalisées en remplagant la souris juvénile par un objet inerte, a
priori non vecteur d’'information sociale, afin de déterminer si I'impact de I'activation des récepteurs de la
vasopressine ou de I'ocytocine au cours de I'interaction sociale est spécifique d’un stimulus social (Fig 12).
Ces expériences ont permis de montrer que |'administration d’'une forte concentration de Manning
compound au cours de la premiére interaction (bloquant les récepteurs du systéme ocytocine/vasopressine)
n’altére pas I'intérét pour un objet inconnu (Fig 12A). De plus, une telle administration ne bloque pas le
processus d’habituation (Fig 12B).

Cette expérience suggere que l'implication du systéme ocytocine/vasopressine dans le processus

d’habituation/discrimination est spécifiquement mis en jeu lors d’un comportement social.

Ces résultats montrent que lors de la premiére interaction sociale, une activation de récepteurs Vla
de la vasopressine a physiologiquement lieu et que celle-ci est nécessaire au processus d’habituation.
L’activation de récepteurs de I'ocytocine n’est en revanche pas nécessaire pour ce processus.

De plus, lorsque I"habituation est engagée, une activation septale des récepteurs de I'ocytocine a lieu
et est essentielle au regain d’intérét pour un juvénile inconnu. De facon intéressante, |’activation des

récepteurs Vla de la vasopressine ne semble pas essentielle a ce processus.
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Figure 12: L’activation des récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine n’est pas essentielle a la

reconnaissances et a la discrimination des objets.
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A. Nombre de contacts au cours de la premiére interaction avec I'objet chez des souris ayant regu une
injection intra-septale de NaCl (noir) ou d’une forte concentration de Manning compound (3.10-6 M,
rouge) lors de la premiére interaction (Moyenne +/- SEM, N=8-9 souris par groupe).

T-test (Mann-Whitney), p=0,7953

B. Nombre normalisé de contacts avec I'objet dans les groupes ayant recus la drogue indiquée au cours
de la premiére rencontre (Moyenne +/- SEM, N = 8-9 souris par groupe) - 2-way anova, mesures
répétées

Effet des présentations successives : F(2,30)=29.3, p<0.0001 ; effet de la drogue : F(1,15)=0.002408, p=0.9615 ; effet de
I'interaction : F(2,30)=0.7179, p=0.4959 ; effet de I'appariement : F(15,30)=2.236, p=0.0295

Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey :

NaCl : 1-new vs 1-familiar p<0.0001, 1-familiar vs 2-new p=0.0214

MC high : 1-new vs 1-familiar p<0.0001, 1-familiar vs 2-new : p=0.4255
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1.2. Discussion

1.2.1. Comparaison avec les résultats des études précédentes

Des expériences précédentes réalisées chez le rat avaient permis de montrer :
- une libération septale de vasopressine au cours de la premiére interaction sociale [143]
- une libération septale d’ocytocine plus tardive : lorsque linteracteur est a nouveau

rencontré [144]

De plus, I'impact de ces libérations sur le comportement social et en particulier sur la discrimination
sociale a été évalué via l'injection localisée d’antagonistes :

- Spmoles d’antagoniste des récepteurs V1a (Manning compound) ont été injectés dans le
septum latéral de souris avant de tester la discrimination sociale. Une telle administration
empéche la discrimination sociale dans un test semblable a celui que nous avons utilisé (4
séances de 1 minute d’interaction avec une femelle ovariectomisée séparées par des
périodes de 10 minutes. Une nouvelle femelle est utilisée lors de la 5™ séance) [354].
Notons que dans cette expérience, I'injection a été réalisée sur souris anesthésiée.

- Au moins 5pmoles d’antagoniste des récepteurs de |'ocytocine ont été administrées dans le
septum latéral de rat sur une période de 30 minutes via rétrodialyse. Une telle administration
aprés la phase d’acquisition altére la préférence pour la nouveauté sociale 1h apres la

premiére interaction [144] suggérant un role dans la discrimination sociale.

Bien que les antagonistes utilisés agissent préférentiellement sur les récepteurs ciblés [364], a
S5pmoles ou plus, la sélectivité ne peut étre assurée. Afin d’appuyer les conclusions, il est important de tester
I'impact d’antagonistes des récepteurs de I'ocytocine et des récepteurs de la vasopressine. En effet, si les
effets de I'un des antagonistes ne sont pas reproduits avec |'autre, on peut facilement conclure quant a la
spécificité de I'effet observé. Cela avait déja été réalisé dans une autre étude [186] qui avait permis de
montrer, chez le campagnol, que la vasopressine était essentielle a la préférence pour la nouveauté sociale.
Dans cette étude, il a été montré qu’une administration de Manning compound (5pmoles sur une durée de
30minutes par rétrodialyse) avant la premiére interaction bloque la préférence pour la nouveauté sociale
tandis qu’une administration identique d’antagoniste des récepteurs de I'ocytocine (OTA3, voir figure 2 pour

les valeurs d’affinité) est sans impact.
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Dans notre étude, nous confirmons ce résultat sur la souris: I'activation septale des récepteurs Vla
de la vasopressine lors de la premiére interaction est essentielle a la préférence pour la nouveauté sociale
tandis que l'activation des récepteurs de I'ocytocine ne I'est pas. Néanmoins, le protocole établi nous a
permis d’aller plus loin et de démontrer que I’activation des récepteurs de I'ocytocine au cours du processus
d’habituation est également essentielle pour le comportement social des rongeurs. Ceci a été rendu possible
par:

- limplantation chronique de canules nous permettant d’administrer les drogues au moment
souhaité sans nécessité d’anesthésier les animaux.

- l'utilisation d’un test de reconnaissance sociale permettant de discriminer différentes phases
dans le comportement social des rongeurs (habituation, préférence pour la nouveauté...)

- l'utilisation d’antagonistes des récepteurs de I'ocytocine et des récepteurs de la vasopressine

Ainsi, nous montrons par une strategie d’inhibition pahrmacologique des effets séquentiels de la
vasopressine et de l'ocytocine endogenes: (i) la libération septale de vasopressine induite par la premiere
interaction avec un juvénile inconnu induit I'activation des récepteurs Vl1a de la vasopressine ce qui est
responsable d’une baisse d’intérét traduisant une habituation et une reconnaissance sociale ; (ii) lorsque le
méme animal est a nouveau présenté, 'activation septale des récepteurs de I'ocytocine a lieu. Bien que cette
activation ne joue pas de role essentiel pour I'habituation, elle est essentielle au regain d’intérét induit

lorsqu’un nouvel animal est présenté.

1.2.2. Biais possibles dans I'interprétation des résultats

L'analyse du comportement social des rongeurs est complexe. En effet, le parameétre étudié
(changement dans la durée de l'interaction) reflete I'intérét de I'animal étudié pour le stimulus présenté ce
qui ne permet pas une interprétation simple des résultats. Dans les études réalisées, il est admis que les
rongeurs sont attirés par la nouveauté sociale et qu’une perte d’intérét pour un nouvel interacteur traduit
une altération de la reconnaissance (le rongeur étudié reconnaissant le stimulus auquel il a été habitué, il
passe plus de temps avec celui qui lui est inconnu). Afin d’évaluer si les effets observés sont simplement dus
a une perte d’intérét pour la nouveauté, un test de reconnaissance d’objet a été réalisé et les résultats nous
permettent d’écarter cette hypothése. Ainsi, nous considérons que les effets observés sont liés au paramétre

social.
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1.2.3. Questions soulevées, hypothéses et expériences possibles

Les résultats obtenus montrent des effets séquentiels de ces deux hormones sur le septum latéral.
Néanmoins, nous ne connaissons pas les mécanismes par lesquelles la séquence de libération de ces deux
peptides est contrblée. L'une des hypotheses est que I'interaction sociale induirait une libération septale de
vasopressine qui empécherait la libération septale d’ocytocine ou encore les effets de |'ocytocine sur le
septum. Ceci pourrait, par exemple, étre di a une action inhibitrice de la vasopressine sur les terminaisons
ocytocinergiques ou sur les neurones répondant a I'ocytocine. Lorsqu’un individu serait rencontré a nouveau
et reconnu, la libération de vasopressine serait inhibée (ou diminuée) ce qui léverait le frein sur le systéeme
ocytocinergique et lui permettrait de jouer son role. Ainsi, si un individu inconnu est présenté, le systeme
vasopressine prendrait a nouveau le dessus et 'action du systeme ocytocinergique serait bloquée. Il est aussi
possible que les deux systémes soient activés de maniere indépendante via une activation temporellement
dissociée des afférences des neurones vasopressinergiques et de celles des neurones ocytocinergiques

Afin de tester de telles hypotheses, il serait essentiel de pouvoir moduler, in vivo, I'activité des
systéme ocytocinergiques et vasopressinergiques au méme moment et avec une bonne précision temporelle.
Ceci serait par exemple rendu possible par 'utilisation de virus et d’une stratégie optogénétique (utilisation
de channelrhodopsine ou d’halorhodopsine adressés aux neurones ocytocinergiques ou

vasopressinergiques).

Néanmoins, avant d’envisager de telles expériences in-vivo, il est essentiel de mieux comprendre les

actions de I'ocytocine et de la vasopressine sur les neurones du septum latéral.
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2. Signatures électrophysiologiques de I'impact de I'ocytocine et de la
vasopressine sur le septum latéral

Afin de comprendre comment |’activation des récepteurs septaux de |I'ocytocine et de la vasopressine
au cours des interactions sociales peut réguler la réponse comportementale, il est important de mesurer la
réponse de cette structure a I'application de chacune de ces drogues. Pour cela, nous avons décidé d’étudier
la réponse électrophysiologique des neurones du septum latéral a I'application d’agonistes de ces deux
systémes ex vivo. De plus, nous avons étudié in vivo I'impact de l'activation des récepteurs septaux de
I’ocytocine et de la vasopressine sur 'activité électroencéphalographique corticale afin de définir un nouveau
parametre (signature) mesurable in vivo sur I'animal vigile, mobile et reflétant I'état d’activation du systeme

ocytocinergique et/ou vasopressinergique septal.

2.1. Résultats

2.1.1. Electrophysiologie sur tranche

2.1.1.1. 3 catégories neuronales définies par leur réponse électrique a I'application d’ocytocine

et/ou de vasopressine

Des expériences d’électrophysiologie sur tranche aigué de cerveau de souris ont été mises en place
afin de déterminer I'impact d’'un agoniste ocytocinergique (TGOT) et de la vasopressine sur I|'activité

électrique des neurones du septum latéral.

L’activité électrique spontanée des cellules du septum latéral de souris C57BI6/) méle a été mesurée
en conditions de base puis aprés application de TGOT (107M) et de vasopressine (10°M). La comparaison
des profils d’acitivite avant et apres I'application a révélé des responses tres hétérogénes que I'on a classé
en fonction de leur représentation sur 'ensemble de la population des cellules enregistrees en configuration
« cellule entiere » (N = 104). Pour valider ces résultats, nous avons procédé a des enregistrements similaires

en configuration « loose-patch » sur des cellules du septum lateral (N = 32).

Crité res préalables a I'explo itatio n des résultats : Les cellules présentant une diminution de
plus de

10% de la fréquence de leur potentiels d’action sur une durée de 3 minutes suite a I'application d’une drogue
ont été considérées comme inhibées si et seulement si 'effet est réversible lorsque la drogue est rincée du
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dispositif. Au contraire, les cellules présentant une augmentation réversible de plus de 10% sur 3 minutes

ont été considérées comme activées par la drogue en question.

Ainsi, nous avons mis en évidence |I'existence de 3 catégories de neurones dans le septum latéral (Fig
13A):

- des neurones dont la fréquence d’émission des potentiels d’action est augmentée par |'application
de vasopressine (mais sans effet induit par I'application de TGOT) qui représentent la moitié des
neurones enregistrés

- des neurones dont la fréquence d’émission des potentiels d’action est augmentée par I'application
de TGOT (mais sans effet induit par I"application de vasopressine) qui représentent environ 20% des
neurones enregistrés

- des neurones dont la fréquence d’émission des potentiels d’action est diminuée par 'application de
TGOT et de vasopressine. Notons qu’une petite partie des neurones enregistrés présentent une
activité électrique inhibée par I'application de I'un ou I'autre de ces peptides. Pour la suite de I'étude,

nous rassemblerons les neurones inhibés en 1 catégorie.

Certains neurones enregistrés en configuration cellule entiere n’ont pas présenté de modification de
la fréquence de leur activité électrique en réponse a I'application de TGOT ou de vasopressine (9/104).
D’autres encore ont été excités par I'application de ces deux peptides (3/104). Ces deux cas de figures n’ayant
représenté qu’une minorité des cas, nous n’en avons pas tenu compte pour la suite de I'étude.

Notons que les proportions de neurones de chacunes de ces catégories sont indépendantes du mode
d’enregistrement (“cellule entiere” ou “loose-patch”) ce qui suggere que le milieu intra-cellulaire utilisé lors
des enregistrements en “cellule entiere” n’altére pas la réponse des neurones a l'ocytocine et a la

vasopressine.

Dans la suite de I'étude, seules ces 3 catégories ont été considérées et dans le cas d’'une réponse

claire a I'un des peptides nous permettant de classer la cellule, nous n’avons pas appliqué le second peptide.
Nous avons ensuite étudié 'amplitude de I'effet induit par I'application de TGOT et de vasopressine

sur la fréquence d’émission des potentiels d’actions dans ces trois catégories cellulaires en configuration

« loose-patch » (Fig 13B).
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L’excitation induite par l'application de TGOT ou de vasopressine induit une augmentation de la
fréquence d’émission des potentiels d’action de I'ordre de 300% (respectivement p=0,0007 et p=0,0005). Les

inhibitions induites, elles, sont de I'ordre de 40% (TGOT p=0,001 ; vasopressine p<0,0001).

L'effet de I'application de TGOT ou de vasopressine sur la fréquence d’émission des potentiels
d’action met quelques minutes a s’installer (Fig 13C). L'effet sur 'activité électrique est en effet maximal 5
minutes aprés le début de I'application de la drogue (drogue appliquée entre les minutes 5 et 7 sur la figure).
L'inhibition induite dure 5 a 10 minutes. Les excitations, elles, sont plus longues et mettent souvent pres de
30 minutes pour s’atténuer. Le retard observé dans I'impact de ces drogues sur I'activité électrique peut
s’expliquer par le fait que les neurones enregistrés sont situés en profondeur dans la tranche de cerveau et
que les drogues mettent un certain temps a pénétrer dans la tranche et atteindre ces neurones. La durée de
I’effet suggere que I'application module un réseau local permettant d’entretenir la modulation induite par la

drogue.
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Figure 13 : 3 catégories neuronales du septum latéral définies par leur réponse électrique a I'application

de TGOT et de vasopressine
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A. Classement des cellules en fonction des réponses électriques induites par I'application de TGOT ou

de vasopressine
Gauche (“Loose-patch recording”): 19% activés par la TGOT, 6% Inhibés par la VP, 53% activés par la VP, 19% inhibés
parla TGOT et la VP, 3% activés par la TGOT et la VP
Droite (“Whole-cell recording”): 9% insensibles, 2% inhibées par la TGOT, 20% actives par la TGOT, 4% inhibés par la VP,
45% actives par la VP, 18% inhibés par la TGOT et par la VP, 2% actives par la TGOT et la VP

B. Amplitude des effets de I"application de TGOT ou de vasopressine sur I'activité électrique dans les 3

principales categories neuronales décrites.
Pour chaque cellule, une période de 3 minutes au cours de laquelle I'effet maximal a eu lieu a été considérée (Moyenne
+/-SEM, N= 29 cellules activées par la TGOT; 34 activées par la vasopressine; 20 inhibées par la vasopressine; 16 inhibées
par la TGOT).
Wilcoxon signed rank, différent de 100% (*** : p<0,001; **** : p<0,0001)

C. Cinétiques moyennes des réponses induites par la TGOT et la vasopressine dans chacune des 3
catégories décrites. (Moyenne +/- SEM, 14<N<35 cellules)
Gauche : Neurones activés par la TGOT
Milieu : Neurones activés par la VP
Droite : Neurons inhibés
Le trait rose correspond a la période d’application de la TGOT (2 minutes, de 5 a 7 minutes) et le trait bleu a la période

d’application de la vasopressine (2 minutes, de 5 a 7 minutes également).
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2.1.1.2. Les neurones de ces catégories ont des propriétés morphologiques et

électrophysiologiques propres

Nous avons ensuite analysé les propriétés des neurones appartenant a chacune de ces catégories
(Fig 14).

Afin d’étudier la morphologie de ces neurones (Fig 14A), de |’Alexa-594-cadavérine a été ajouté au
milieu intra-cellulaire de la pipette lors des enregistrements en configuration cellule entiére, ce qui a induit
un marquage de I'arborisation dendritique des neurones enregistrés. Ceci nous a permis de montrer que les
neurones inhibés par I'un et/ou 'autre des peptides se distinguent des autres neurones par une arborisation
dendritique moins denses. Ceci suggére des fonctions différentes selon que ces neurones sont activés ou

inhibés.

Nous avons également étudié la fréquence spontanée d’émission des potentiels d’action. Pour cela,
nous avons décidé de travailler en configuration « loose-patch » afin de ne pas altérer la composition du
milieu intra-cellulaire. Nous n’avons pas observé de différence significative entre ces différentes catégories
neuronales (Fig 14B). En revanche, I'étude du patron d’activité électrique spontanée en condition basale (Fig
14C) a permis de montrer que les neurones répondant selon les 3 modalités décrites précédemment
présentent des caractéristiques propres :

IM

- lintervalle de temps séparant deux potentiels d’action (“interspike interval” : ISl) des cellules
inhibées par '"application de TGOT et/ou de vasopressine est peu variable ce qui suggére une
activité électrique réguliére

- pour les neurones excités par la TGOT ou par la vasopressine, on peut distinguer deux
familles d’ISI : des ISI courts et des ISI plus longs ce qui est caractéristique d’une activité

électrique rythmique.

Afin de mieux comprendre |'origine de cette activité rythmique les neurones ont été enregistrés en
configuration « cellule entiere » « courant imposé » a un potentiel de membrane de -50mV. Nous avons
ensuite réalisé des sauts hyperpolarisants d’une durée de 1 seconde. Les sauts de courant permettant a la
cellule d’atteindre -80mV ont été étudiés. Dans certaines cellules, nous avons observé un rebond du potentiel
de membrane (éventuellement surplombé de potentiels d’actions) juste apres le saut et une hyperexcitabilité
au cours de la seconde suivant le retour a un potentiel de -50mV (fin du saut). Afin d’évaluer I'amplitude de
cet effet rebond induit par I'hyperpolarisation, nous avons déterminé pour chaque cellule la fréquence
d’émission des potentiels d’action a -50mV avant le saut hyperpolarisant puis I’éventuelle augmentation de
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la fréquence au cours de la seconde suivant un saut a -80mV (Fig 14D). Ceci nous a permis de montrer que
les neurones excités par la TGOT présentent un courant induit par I'hyperpolarisation supérieur aux autres

catégories. Il est possible que ce rebond participe a la rythmicité observée dans les neurones activés par la

TGOT.
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Figure 14: Les 3 catégories neuronales décrites possedent des propriétés morphologiques et

électrophysiologiques propres
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A. Les neurones inhibés possedent une arborisation dendritique différente de celle des deux autres
catégories neuronales décrites

Al. Analyse de Scholl — 2-way ANOVA (Moyennes +/- SEM, N=7 cellules inhibited, 10 VP-excited, 8 TGOT-

excited)

Effet de la distance du soma : F(13,307)=15.88, p<0.0001 ; effet du type cellulaire: F(2,307)=39.03, p<0.0001 ; effet de

I'interaction : F(26,307)=0.5295, p=0.9732

Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey : Inhibited vs VP-excited : p<0.0001, inhibited vs TGOT-

excited : p<0.0001, TGOT-excited vs VP-excited : ns

A2. Exemples représentatifs de chacune des 3 catégories

B. La fréquence spontannée d’émission des potentiels d’action est indépendante de la catégorie
considérée (Moyennes +/- SEM, N = 20 cellules Inhibited, 34 VP-excited, 29 TGOT-excited).

1-way ANOVA, p=0.056; Comparaison entre groupes par l'analyse post-hoc de Dunns: inhibited vs VP-excited:
p=0.1657, inhibited vs TGOT-excited : p=0.0559 ; VP-excited vs TGOT-excited : p>0.9999

C. L’étude de la fréquence cumulée des intervalles interspike permet de différencier les neurones inhibés
des 2 autres catégories décrites (Moyennes +/- SEM, N = 20 cellules Inhibited, 34 VP-excited, 29 TGOT-
excited).

2-way ANOVA : Effet de la durée de I'ISI : F(150,12080)=39.14, p<0.0001 ; effet du type cellulaire: F(2,12080)=99.12,
p<0.0001 ; effet de I'interaction : F(300,12080)=0.9226, p=0.8015

Comparaison entre groupes par I'analyse Post-hoc de Tukey : inhibited vs VP-excited : p<0.0001 ; inhibited vs TGOT-
excited : p<0.0001 ; VP-excited vs TGOT-excited : p<0.0001

D. Une augmentation de la fréquence d’émission des potentiels d’action est induite par I’"hyperpolarisation
dans les cellules activées par la TGOT

D1. Valeurs moyennes +/- SEM ; N = 11 cellules Inhibited, 13 TGOT-excited, 20 VP-excited

Wilcoxon signed rank, different from 100%, TGOT-excited : p=0,0116

D2. Exemple représentatif de 'augmentation de fréquence d’émission des potentiels d’action induite par

I’hyperpolarisation dans les neurones activés par la TGOT. La premiere fleche représente le début du saut

hyperpolarisant faisant passer le potentiel de membrane de la cellule de -50mV a -80mV et la seconde

représente la fin du saut hyperpolarisant
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2.1.1.3. La TGOT et la vasopressine modulent le patron d’activité électrique des neurones du

septum latéral

Puisque nous avons observé des patrons d’émission des potentiels d’action différents entre les 3
catégorites, nous avons analysé 'effet de la vasopressine et de la TGOT sur celui-ci.

Dans les neurones inhibés, la TGOT (Fig 15A1) et la vasopressine (Fig 15A2) ne changent pas la pente
de la courbe des intervalles inter-spike (ISI) a son origine, ce qui signifie que la fréquence au sein des bouffées
d’activités (« bursts ») est inchangée. En revanche, I'application de I'un ou l'autre des peptides module
I'activité des neurones en rallongeant la durée des intervalle inter-spike (Fig 15A3). Ainsi, ceci montre que
I'action de la TGOT et de la vasopressine sur I'activité des neurones inhibés passe par une modulation du
patron d’activité électrique : apres I'application, les neurones deviennent rythmiques.

Dans les neurones excités, ni la TGOT (Fig 15B1), ni la vasopressine (Fig 15C1) ne changent la pente
de la courbe des ISI a 'origine. Ces peptides ne modulent donc pas la fréquence au sein des bouffées
d’activité. En revanche, la TGOT (Fig 15B2) et la vasopressine (Fig 15C2) modifient la fréquence des ISl longs
et donc les périodes de silence séparant les bouffées d’activité.

Notons que ces effets sont réversibles puisque les courbes apres rincage se rapprochent de celles
obtenues avant I'application de drogues. A noter toutefois, que le lavage de I'effet de la vasopressine sur les

neurones activés par la vasopressine est partiel.

129



Figure 15: La TGOT et la vasopressine modifient le patron d’activité électrique des neurones du septum

latéral
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Fréquences cumulatives des intervalles interspikes (ISI) dans les neurons inhibés (A), activés par la TGOT (B) ou actives
par la vasopressine (C).

Chaque courbe a été établie en considérant une période de 3minutes au moment ou |'effet de la drogue est maximal

Al. Effet de I'application de TGOT sur les neurons inhibés

N=17 cellules, 2-way ANOVA, mesures répétées selon les deux parameétres

Effet de l'intervalle d’ISI : F(151,2416)=49.22, p<0.0001; effet de la drogue : F(2,32)=4.719, p=0.0160 ; effet de
I'interaction : F(302,4832)=3.651, p<0.0001

A2. Effet de I'application de VP sur les neurons inhibés

N=12 cellules, 2-way ANOVA, mesures répétées selon les deux paramétres

Effet de l'intervalle d’ISI : F(151,1661)=24.51, p<0.0001; effet de la drogue : F(2,22)=1.682, p=0.2090 ; effet de
I'interaction : F(302,3322)=1.141, p=0.0548

A3. Exemple représentatif d’enregistrements

La trace du haut correspond a un enregistrement en condition contréle (avant I'application de la drogue) et la trace du

bas correspond a la réponse a I'application de TGOT

B1. Effets de I'application de vasopressine sur les neurones activés par la vasopressine

N=20 cellules, 2-way ANOVA, mesures répétées selon les deux parameétres

Effet de l'intervalle d’ISI : F(151,2869)=37.38, p<0.0001 ; effet de la drogue : F(2,38)=4.988, p=0.0119; effet de
I'interaction : F(302,5738)=5.192, p<0.0001

B2. Exemple représentatif d’enregistrements

La trace du haut correspond a un enregistrement en condition contréle (avant I'application de la drogue) et la trace du

bas correspond a la réponse a I'application de vasopressine

C1. Effets de I'application de TGOT sur les neurones activés par la TGOT

N=20 cellules, 2-way ANOVA, mesures répétées selon les deux paramétres

Effet de l'intervalle d’ISI : F(151,2869)=44.92, p<0.0001 ; effet de la drogue : F(2,38)=3.289, p=0.0481 ; effet de
I'interaction : F(302,5738)=3.939, p<0.0001

C2 : Exemple représentatif d’enregistrements

La trace du haut correspond a un enregistrement en condition contréle (avant I'application de la drogue) et la trace du

bas correspond a la réponse a I'application de TGOT
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2.1.2. Electrophysiologie in vivo : EEG cortical

Dans l'optique d’une éventuelle utilisation de nos résultats chez ’'Homme, nous avons décidé
d’étudier 'EEG avec des électrodes de surface implantées sur le crane de la souris. La sensibilite des outils
de détection experimentaux associée a la petite taille du cerveau murin en comparaison avec le cerveau
humain, permet de detecter des changements d’activite EEG dans le tissu cérébral profond comme ca a déja
été démontré pour le systeme septo-hippocampal [365].

Pour établir la preuve de concept, nous avons implanté sur le crane de souris C57BL6 des implants
EEG ainsi qu’une canule bilatérale permettant I'administration intra-septale (au niveau du septum latéral
dorsal ou intermédiaire) d’agonistes des récepteurs de |'ocytocine et de la vasopressine (pour zone

d’implantation des canules, voir figure 11 ; résultats de la manipulation Fig 16).

L’administration septale de solution saline module I'activité EEG en diminuant la puissance relative
des bandes de fréquence comprises entre 9 et 11Hz (Wilcoxon signed rank, different from 0, p<0.05, données

non présentées dans cette thése) montrant un effet de I'injection.

Nous avons montré que l'administration d’agonistes ocytocinergiques (TGOT 3x10-7M) ou de
vasopressine (3x10-6M) induit des changements dans |'activité EEG qui sont différents de ceux induits par
une administration de NaCl Fig 16A). La puissance relative des bandes de fréquence 1 et 1.5Hz est
significativement diminuée par I'administration de TGOT tandis que celle des bandes de fréquence 8.5 et 9Hz
est augmentée (Fig 16A). L'administration de vasopressine, elle, induit une diminution significative de la
puissance relative de la fréquence 1Hz et une augmentation des bandes de fréquences comprises entre 8 et

10.5Hz (Fig 16B).

Les principaux changements induits par I'administration intra-septale de vasopressine et de TGOT
indiquent un impact marqué sur les bandes de fréquences correspondant aux rythmes theta (4-12Hz,
[366][367].

De plus, les changements different entre les fréquences basses du theta (4-8Hz, theta low) et les

fréquences hautes du theta (8-12Hz, theta high).

L’étude des changements EEG induits par les administrations de NaCl, de vasopressine ou de TGOT
sur ces deux sous parties de la bande theta nous ont permis de montrer que :
- La puissance relative de la bande de fréquence theta bas n’est modulée que par

I’administration intra-septale de TGOT, qui 'augmente (Fig 16 C1).
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- La puissance relative de la bande de fréquence theta haut est diminuée par I'administration
intra-septale de NaCl et augmenté par I'administration intra-septale de vasopressine (Fig

16C2).

Notons que les effets de I'administration intra-septale de TGOT et de vasopressine sont différents :
la TGOT augmente la prépondérance des ondes de type theta bas alors que la vasopressine augmente la

prépondérance des ondes de type theta haut.

D’autre part, des injections semblables de TGOT ou de vasopressine réalisées via des canules
implantées dans les ventricules latéraux n’induisent pas d’effet sur la bande de fréquence theta (Fig 16D1 et
D2). Le nombre d’animaux utilisés dans cette expérience reste faible mais les tendances induites par

I"administration intra-cérébro ventriculaire de NaCl, de TGOT ou de vasopressine sont identiques.
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Figure 16 : L’administration intra-septale de TGOT ou de vasopressine induit des changements d’activité
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Delta (0-4Hz), theta (4-12Hz), béta (12-30Hz) et gamma (>30Hz) correspondent aux ondes constituants I'activité EEG

A : Comparaison de |'effet d’injections intra-septales de NaCl et de TGOT sur les bandes de fréquences
inférieures a 40Hz (Moyennes +/- SEM, N=15 souris pour NaCl, N=10 souris pour TGOT)

2-way ANOVA : Effet de la bande de fréquence : F(79,1840)=3.089, p<0.0001 ; effet de la molécule injectée :
F(1,1840)=0, p>0.9999 ; effet de I'interaction : F(79,1840)=1.981, p<0.0001

Comparaison entre groupes par I'analyse Post-hoc de Sidak : p<0.05 pour les bandes de fréquences comprises entre

1 et 1.5Hz, 8.5 et 9Hz.

B : Comparaison de l'effet d’injections intra-septales de NaCl et de vasopressine (VP) sur les bandes de
fréquences inférieures a 40Hz (Moyennes +/- SEM, N=15 souris pour NaCl, N=9 souris pour VP)

2-way ANOVA : Effet de la bande de fréquence : F(79,1760)=0.9485, p=0.6075 ; effet de la molécule injectée :
F(1,1760)=0, p>0.9999 ; effet de I'interaction : F(79,1760)=4.889, p<0.0001

Comparaison entre groupes par I'analyse Post-hoc de Sidak : p<0.05 pour les bandes de fréquences 1Hz, et de 8 a

10.5Hz.

C1: Effets des administrations intra-septale de NaCl, de TGOT ou de VP sur la bande de fréquence
correspondant au theta bas (4-8Hz) (Moyennes +/- SEM, N=15 souris pour NaCl, N=10 souris pour TGOT, n=9
souris pour VP)

Wilcoxon signed rank, différent de 0 : NaCl p=0.9515, TGOT p=0.0137, VP p=0.2500

C2 : Effets des administrations de NaCl, de TGOT ou de vasopressine sur la bande de fréquence correspondant
au theta haut (8-12Hz) (Moyennes +/- SEM, N=15 souris pour NaCl, N=10 souris pour TGOT, n=9 souris pour
VP)

Wilcoxon signed rank, différent de 0 : NaCl p=0.3750, TGOT p=0.1250, VP p=0.1250

D1 : Effets des administrations intra-cérébro-ventriculaires de NaCl, de TGOT ou de VP sur la bande de
fréquence correspondant au theta bas (4-8Hz) (Moyennes +/- SEM, N=4 souris pour NaCl, N=5 souris pour
TGOT, n=5 souris pour VP )

Wilcoxon signed rank, différent de 0 : NaCl p=0.951, TGOT p=0.0137, VP p=0.2500

D2 : Effets des administrations de intra-cérébro-ventriculaires NaCl, de TGOT ou de vasopressine sur la bande
de fréquence correspondant au theta haut (8-12Hz) (Moyennes +/- SEM, N=4 souris pour NaCl, N=5 souris
pour TGOT, n=5 souris pour VP )

Wilcoxon signed rank, différent de 0 : NaCl p=0.2500, TGOT p=0.3125, VP p=0.4375
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2.2. Discussion

2.2.1. Comparaison avec les résultats des études précédentes

Etudes en lien avec les résultats obtenus ex-vivo :

L’activité électrique des neurones du septum latéral a été décrite par Gallagher [368], [369] qui a

montré I'existence de neurones dont les patrons d’activité permettaient de les classer en neurones

rythmiques ou non-rythmiques. Il a également décrit I'arborisation dendritique de ces neurones mais n’a

pas réussi a montrer de corrélation entre morphologie et activité électrique.

De facon semblable, une étude réalisée chez le cochon d’Inde a également permis de démontrer I'existence

de 3 catégories neuronales au sein du septum latéral medio-latéral [370] [371] :

Classe A (59,2%) : neurones présentant une forte activité électrique en réponse a une légere
dépolarisation, leurs potentiels d’action calciques a haut seuil sont insensibles a la
tétrodotoxine. Leurs corps cellulaires sont larges et leurs dendrites (dont les primaires sont
larges) contiennent des épines

Classe B (20,7%) : neurones présentant également une forte activité électrique en réponse
a une légere dépolarisation, leurs potentiels d’action calciques a haut seuil ne peuvent étre
générés qu’'en présence d’inhibiteurs de courant potassique rectifiant entrant
(tetraethylamonium TEA). Leurs corps cellulaires sont petits a moyens et leurs dendrites fines
Classe C (20,1%) : potentiels d’action sodiques de faible amplitude suivis par des potentiels

calciques lents et larges. Les neurones de cette classe ressemblent a ceux de la classe B.

Les premiéres études du réle de la vasopressine et de I'ocytocine sur le septum latéral ont été

réalisées il y a plus de 30 ans. Des études électrophysiologiques en champ utilisant la réponse du septum a

la stimulation de la fimbria [344] mais ne permettant pas de discerner les effets sur une cellule unique, ont

été réalisées. Celles-ci ont permis de montrer que ces hormones modulent la réponse du septum latéral a

une stimulation des fibres de la fimbria/fornix [372][373].

En appliquant iontophoriquement, chez des rats, de la vasopressine ou de |'ocytocine sur des

neurones du septum latéral, il a été montré que plus de 50% des neurones étaient excités, apres une

période de latence, par de telles applications [374]. Le groupe de Raggenbass a également réalisé plusieurs

études visant a décrire I'impact d’applications de vasopressine sur I'activité électrique des neurones du

septum latéral [342], [343], [375]. Dans ces études, il est montré que chez le rat, 44% des neurones
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répondent a I'application de vasopressine par une augmentation réversible de leur activité électrique et 7%
par une diminution de leur activité électrique, les autres ne montrant pas de changement de la fréquence

d’émission de leurs potentiels d’action [342].

En utilisant la réponse a 'application de TGOT et a la vasopressine, nous avons également trouvé
une facon de classer les neurones qui permet de mettre en relation pattern d’activité électrique et

morphologie.

De facon intéressante, les caractéristiques électrophysiologiques des neurones du septum latéral
semblent conservés d’une espece a l'autre. La classe A décrite chez le cochon d’inde pourrait correspondre
aux neurones activés par la vasopressine, la classe B aux neurones activés par la TGOT tandis que la classe C
correspondrait aux neurones inhibés par ces peptides. Les proportions observées dans les expériences de
Raggenbass sont tres proches de celles que nous avons déterminé chez la souris suggérant que la

régulation vasopressinergique de 'activité septale serait également hautement conservée.

Etudes en lien avec les résultats obtenus in-vivo :

Des étude précédentes avaient déja permis de montrer que I'action de I'ocytocine et de la
vasopressine sur le septum avaient des conséquences sur I'activité EEG hippocampique chez le rat [376].
Des expériences réalisées au cours du sommeil paradoxal ont en effet consisté a injecter intra-septalement
3 ou 10 pmoles de I'un de ces peptides et les résultats ont montré une modulation de I'EEG et en particulier
des bandes de fréquences correspondant aux ondes theta (4 a 12Hz). Dans cette étude, les auteurs n’ont pas
observé de différences quant aux effets induits par I'administration d’ocytocine ou de vasopressine. Notons
que les injections réalisées dans cette étude visaient le septum médian et que le fait que celles-ci aient eut
lieu au cours du sommeil et non sur une souris éveillée limite les perspectives de cette étude. En effet,
I"activité d’autres systémes et notamment du systéme cholinergique (important pour I'attention), pourrait
déterminer I'impact de I'ocytocine et de la vasopressine libérées au sein du septum sur |'activité
hippocampique. Ainsi, notre étude a été réalisée sur des souris éveillée libres de leurs mouvements.
D’autre part, dans le but que nos résultats puissent étre utilisés dans un cadre transversal, nous avons
réalisé des enregistrements EEG de surface, alors que ceux décrits dans ces études sont intra-

hippocampiques.
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Des études réalisées chez 'Homme ont également permis de montrer que I'administration intra-

nasale d’ocytocine modifie certains parametres EEG induisant notamment :

une diminution du couplage entre des ondes de type delta-beta, delta-alpha, theta-alpha et
theta-béta, suggérant une modulation du couplage entre les oscillations neuronales de
différentes fréquences [377]

une supression des rythmes mu/alpha (8-10Hz) et béta (15-25Hz) lors de la perception d’un
mouvement [378], un mécanisme qui pourrait étre important pour le systéme des neurones

miroir.

Néanmoins, dans ces études, le lien avec I'interaction sociale reste trés indirect.

2.2.2. Questions soulevées et expériences possibles

L’existence d’un courant dépolarisant induit par I’hyperpolarisation dans les neurones excités par la

TGOT souleve plusieurs questions :

Quelle est I'origine de cette conductance ? Des études précédentes ont permis de montrer
que le septum latéral exprime des canaux HCN (Hyperpolarisation-activated Cyclic-Nucleotid
modulated Cation Non-selective Channel) qui pourraient supporter ces effets [379].
L’activation de ces canaux induit un courant Ih connu notamment pour son impact dans la
régulation du potentiel d’action cardiaque mais également impliqué dans la régulation de
I"activité neuronale dans certaines structures cérébrales [380]. Il n’est pas non plus exclu que
cette conductance soit a un courant calcium bas seuil.

Le bloquage (ou I'activation) de cette conductance change-t-il le patron d’activité électrique
dans ces neurones ?

Cette conductance est-elle activée par la TGOT dans les neurones excités par celle-ci
expliquant l'activation de ces neurones et la diminution des périodes de silence ? Une
conductance similaire est-elle induite par la vasopressine dans les neurones activés par la

vasopressine ?

Ces questions ne seront pas traitées dans la suite de cette thése.

En revanche, d’autres questions ont été poursuivies dans ce travail de thése:

¢ Certaines concernant la nature et I'organisation du réseau septal modulé par |'ocytocine et la

vasopressine :
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- Les effets de la TGOT et de la vasopressine décrits dans ces trois catégories neuronales sont-
ils dGs a I’activation directe des neurones enregistrés ?
- La modulation de I'activité électrique d’une catégorie donnée module-elle les événements
synaptiques regus dans une autre catégorie ?
D’autres concernant le role physiopathologique de ces activations
- Puisque I'activation des récepteurs de la vasopressine et de l'ocytocine septaux est
essentielle respectivement pour I’habituation sociale et la discrimination sociale, les
réponses électrophysiologiques décrites sont-elles altérées dans un modeéle animal de
troubles sociaux ?
Ou encore le suivi, in-vivo de ces activations.
- Peut on utiliser 'EEG afin de déterminer le moment ou a lieu 'activation de ces récepteurs
au cours d’une tache sociale ? Une dysfonction de la réponse a l'ocytocine et/ou a la
vasopressine se reflete-t-elle sur I'activité EEG enregistrée au cours d’une tache sociale chez

I'individu sain ? chez un individu malade présentant des désordres du comportement social

?
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3. Caractérisation du réseau neuronal impliqué

Dans la premiére partie des résultats de cette these, nous avons montré des effets séquentiels de
la vasopressine et de I'ocytocine dans le cadre des comportements sociaux. Nous avons fait I’hypothese
que les neurones septaux sensibles a la vasopressine pourraient inhiber la réponse du septum a I'ocytocine
via une action de ces deux peptides sur les mémes neurones ou via une communication entre les neurones
sensibles a la vasopressine et les neurones sensibles a I’ocytocine. Ceci expliquerait les effets séquentiels

décrits.

Dans cette partie, nous avons étudié la sensibilité des afférences recues par les neurones septaux a
I’ocytocine et/ou a la vasopressine. La réponse a cette question nous permettra de faire des hypothéses
quant a I'organisation du réseau neuronal intra-septal et la réponse a I'application de chacun des deux

peptides.

3.1. Résultats

3.1.1. Unréseau local sensible a 'ocytocine et/ou a la vasopressine

Les données obtenues quant a la durée de I'effet induit, ex-vivo, par "application d’ocytocine et/ou
de vasopressine indiquent un effet réseau. Ainsi, nous nous sommes demandé comment les neurones du
septum latéral communiquaient entre eux et comment cette communication était modulée par I'application
d’agonistes ocytocinergiques ou de vasopressine. Dans ce cadre, nous avons porté notre attention sur I'étude

des évenements synaptiques regus par les neurones du septum latéral (Fig 17).

Dans un premier temps, nous avons caractérisé la nature des évenements synaptiques regus par les
neurones du septum latéral. La majeure partie des événements synaptiques enregistrés en condition basale
sont des évenements hyperpolarisants lorsque I'enregistrement est réalisé dans des conditions telles que Ec-
=-80mV (Fig 17A). Ces évenements sont majoritairement de nature GABAergique puisque I'application en
bain de GABAzine (un inhibiteur des récepteurs GABAa) diminue drastiquement I'activité synaptique (Fig
17B). Notons que dans les neurones excités par I'ocytocine, I'application de GABAzine ne diminue |'activité
synaptique que de moitié ce qui montre que ces neurones regoivent également des afférences non-

GABAergiques.
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Figure 17: L’activité synaptique des neurones du septum latéral est majoritairement liée a I'activité

électrique GABAergique locale
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A. Nombre d’évenements synaptiques dépolarisants (EPCS: excitatory post-synaptic current) et
hyperpolarisants (IPSC : inhibitory post-synaptic currents)

Moyennes +/- SEM, N = 4 cellules inhibées, 14 activées par la vasopressine, 6 activées par la TGOT

Les données ont été acquises a -50mV avec un milieu intra-cellulaire tel que Ecl-=-80mV, les valeurs indiquées
correspondent a une moyenne sur une durée de 3 minutes.

2-way ANOVA : Effet du type d’éveénement synaptique (EPCS vs IPSC) : F(1,42)=11.23, p=0.0017 ; effet de du type
de neurone : F(2,42)=0,2336 p=0.7927 ; effet de I'interaction : F(2,42)=0.04415, p=0.9569

B1. Effet de la GABAzine sur la fréquence d’émission des potentiels d’action: exemple de I'effet obtenu
sur un neurone inhibé. Les étoiles correspondent aux évenements synaptiques, la trace noire a une
période contréle précédant I'applciation de GABAzine et la trace grise a une période pendant

I"application de GABAzine

B2. Fréguence normalisée des événements synaptiques apres application de GABAzine

Moyennes +/- SEM, N = 4 cellules inhibées, 14 activées par la vasopressine, 6 activées par la TGOT

Le 100% correspond a I'activité synaptique mesurée avant I'application de GABAzine. Les données ont été acquises
a -80mV avec un milieu intra-cellulaire tel que Ecl-=-50mV

L’activité synaptique est significativement diminuée aprés application de GABAzine (Wilcoxon signed rank, différent

de 100%, respectivement p=0,002, p<0,0001, p=0,0352)

C. Fréquence normalisée des évenements synaptiques hyperpolarisants aprés application de TTX.
Moyennes +/- SEM, N = 4 cellules Inhibited, 14 activées par la vasopressine , 6 activées par la TGOT

Le 100% correspond a I'activité synaptique mesurée avant I'application de TTX. Les données ont été acquises a -
50mV avec un milieu intra-cellulaire tel que Ecl-=-80mV

L’activité synaptique est significativement diminuée apres application de TTX (Wilcoxon signed rank, différent de

100%, respectivement p=0,0034, p<0,0001, p=0,0132)

142



Dans un premier temps, nous avons montré que la majorité des évenements synaptiques regus sont
issus de neurones situés au sein méme de la tranche. En effet, I'application de tétrodotoxine (TTX), un
inhibiteur des canaux sodiques qui bloque I'émission de potentiels d’action, induit une diminution drastique

de la fréquence des événements synaptiques spontanés (Fig 17C).

Dans chacune des catégories précédemment évoquées, nous avons étudié I'impact de I'application
de TGOT et de vasopressine sur la fréquence des événements synaptiques recus (Fig 18). La vasopressine
augmente la fréquence des évenements synaptiques dans les neurones excités par la vasopressine mais
également dans les neurones inhibés (Fig 18A). Les effets induits par I'application de TGOT ne sont pas

significativement différents du 100%.

D’autre part, nous avons étudié I'effet de ces deux peptides sur le patron d’activité des neurones et
nous avons ainsi pu observer que la TGOT et la vasopressine modulent toutes les deux le patron d’activité
synaptique et cela dans les 3 catégories neuronales identifiées (Fig 18B). L’effet de ces molécules est varié :

- elles ne modulent pas la pente a l'origine de la courbe des intervalles inter-évenements mais
diminuent la fréquence des intervalles inter-événements longs: cas de la TGOT sur les
neurones activés par la TGOT et activés par la vasopresine

- elles modulent la pente a l'origine de la courbe des intervalles inter-événements et
augmentent ainsi la fréquence au sein des bursts d’activité synaptique: cas de la
vasopressine et de la TGOT sur les neurones inhibés et de la vasopressine sur les neurones

VP-excités ou TGOT-excités.
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Figure 18: Effet de I'application de TGOT et de vasopressine sur l'activité synaptique des neurones

appartenant aux 3 catégories précédemment décrites
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A. Effet de I'application de TGOT ou de vasopressine sur la fréquence des événements synaptiques
(enregistrés a -80mV, ECI-=-50mV).
De gauche a droite : neurones inhibés, neurones activés par la TGOT, neurones activés par la vasopressine
Moyenne +/- SEM, neurones inhibés : N = 9 pour TGOT et 10 pour VP, neurones activés par la TGOT : N = 9 pour
TGOT et 8 pour VP, neurones activés par la VP : N = 15 pour TGOT et 14 pour VP
Wilcoxon signed rank, différent de 100%
Inhibés : effet TGOT p=0.1650, effet VP : p=0,0366
Activés par la TGOT : effet TGOT p=0.1474, effet VP : p=0,1242
Activés par la vasopressine : effet TGOT p=0.0882, effet VP : p=0,0183

B. Effet de I'application de TGOT ou de vasopressine sur le patron de I'activité synaptique : fréquence
cumulative des IPSC (enregistrés a -80mV, ECI-=50mV)

De gauche a droite : neurones inhibés, neurones activés par la TGOT, neurones activés par la vasopressine
Moyenne +/- SEM, neurones inhibés : N = 6 pour TGOT et 6 pour VP, neurones activés par la TGOT : N = 7 pour
TGOT et 7 pour VP, neurones activés par la vasopressine : N = 15 pour TGOT et 18 pour VP

Wilcoxon t-test : p<0,0001 pour tous les tracés représentés
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Dans un second temps, nous avons réalisé des expériences visant a déterminer si l'impact de la TGOT
ou de la vasopressine sur I'activité électrique de chacune des catégories cellulaires est direct (dépendant
uniquement de la cellule enregistrée) ou dépendant d’un effet réseau avec un relai au sein de la tranche.
Pour cela, nous avons enregistré I'activité électrique des neurones du septum latéral en présence
d’inhibiteurs des événements synaptiques GABAergiques (GABAzine) et nous avons étudié I'impact de
I"application de TGOT ou de vasopressine sur celle-ci (Fig 19). Si I'impact de ces drogues est inchangé par
I'application de GABAzine, cela signifie que les neurones répondent indépendamment des afférences
GABAergiques qu’elle regoivent suggérant un mécanisme “cell-autonomous”. Si, au contraire, les cellules
perdent leur réponse, I'activité synaptique GABAergique est nécessaire pour induire une réponse électrique
a la TGOT ou a la vasopressine et celle-ci est donc probablement dépendante de I'activation/inhibition

d’autres cellules de la tranche suggérant un effet réseau.

Dans les neurones inhibés (Fig 19A), I'effet de la TGOT ou de la vasopressine sur la fréquence
d’émission des potentiels d’action est indépendante des évenements synaptiques GABAergiques.

L’effet activateur de la TGOT sur les neurones activés par la TGOT est également indépendant de la
présence d’évéenements synaptiques GABAergiques (Fig 19B).

En revanche, lorsque ces expériences sont réalisées sur les neurones excités par la vasopressine, nous
observons que leur réponse électrique a I'application de vasopressine est perdue en présence de GABAzine
(Fig 19C). Ce résultat est surprenant car ces neurones recoivent des évenements synaptiques GABAergiques
dont la fréquence augmente suite a I'application de vasopressine. En effet, ceci suggére que I'application de
vasopressine devrait diminuer |’activité électrique de ces neurones (via un effet di a I'entrée de chlore ou un
effet shunt membranaire) or, la vasopressine augmente I'activité électrique de ces neurones.

Nous avons donc congu une nouvelle expérience consistant a inhiber les événements synaptiques
GABAergiques a I'aide de GABAzine mais nous avons simulé 'arrivée d’événements synaptiques en induisant
des sauts de courant (intensité du courant injecté ajustée de facon a ce que le saut soit de 5mV (quelques pA
de courant injectés), sauts de 10s toutes les 21s) (Fig 19D). Ceci nous a permis de simuler une activité
synaptique (ou plutdt un burst d’activité synaptique semblable a ce qui est observé dans ces neurones)
insensible a I'application de vasopressine. Dans ces conditions, I'effet d’une application de vasopressine sur
la fréquence d’émission des potentiels d’action est restauré. Ceci suggére que la vasopressine agit pour
augmenter I'impact d’une variation du potentiel de membrane au niveau de la cellule et la rend plus sensible

aux variations de courant induites par les évenements synaptiques.
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Figure 19: Effets de la GABAzine sur les changements d’activité électrique induits par la TGOT et la VP

’_-150- 1504
® 9
A. z =
£ 1007 T e i
% ®
g . g
5 £ 504
@ Q
w @
w
0 0
B. 400-
=
<. 300
=
® 200-
w
ke
5 100-
w
0
6000~ 2600
= @
C - 4000 D. = 2400
< 2000 Ty
Z S 500
g B 4004 .
& 400 i~
T 300 8 3004 o
= =
g 200 9 200+ .
@ & .00
W 1004 L
0 0

T
VP+GABAzine

A a C: changements (%) dans la fréquence d’émission des potentiels d’action induits par I'application de
vasopressine et/ou de TGOT en absence ou en présence de GABAzine.

A : Neurones inhibés, N=5 neurones pour la TGOT, N=6 neurones pour la VP
B : Neurones activés par la TGOT, N=6 neurones
C : Neurones activés par la VP : N=6 neurones

Paired t-test (Wilcoxon) : A, TGOT : p=0,6250, VP : p=0,1503 ; B : p=0,5625 ; C : p=0,0156

D : Changements (%) dans la fréquence d’émission des potentiels d’action induits par I'application de

vasopressine dans des neurones VP-excités soumis a des sauts de courant dépolarisants en présence de

GABAzine, N=9 cellules

Wilcoxon signed rank : différent de 100% : p=0.0391
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3.1.2. Résultats préliminaires : Modulation in vivo de I’activité des fibres ocytocinergiques du

septum latéral issues du PVN

Des expériences d’inhibition optogénétique des terminaisons ocytocinergiques du septum latéral ont
été réalisées. Pour cela, des animaux exprimant la cre-recombinase sous le contréle du promoteur de
I'ocytocine ont été utilisés. Une stratégie virale a été employée afin de faire exprimer aux neurones
ocytocinergiques du PVN une eYFP seule (condition contréle) ou avec une halorhodospine (NpHR3.0) (Fig
20A). Une fibre optique a été mise en place au niveau du septum latéral de maniére a stimuler les fibres

ocytocinergiques de cette structure uniquement (Fig 20B).

Dans un premier temps, nous avons vérifié le taux d’infection des neurones du PVN (Fig 20C) et dont
le phénotype est ocytocinergique (Fig 20D) suite a I'injection intra-PVN de virus contréle eYFP ou NpHR3.0-
eYFP. Notons que dans certains des neurones infectés du PVN (Fig 20E), I'expression de la neurophysine |
n’est pas retrouvée. Cela peut étre di a une expression trop faible de ce peptide ne permettant pas le
marquage immuno-histochimique, ou bien une perte d’expression temporaire de I'ocytocine dans ces
cellules. En effet, I'expression des transgenes validée par I'expression de eYFP peut se matérialiser si et
seulement si, 'enzyme cre recombinase a été exprimée dans ces cellules, méme si cette expression est
transitoire. Ce résultat pose la question de la stabilité du phenotype ocytocinergiques des cellules du PVN.
Cependant, la proportion faible de ces cellules et I'indéterminable expression transitoire du phénotype de
ces cellules dans un protocole d’experimentation longitudinal nous a poussé a négliger cette catégorie

cellulaire.

Lors des expériences de reconnaissance/discrimination sociale mises en place, la stimulation a été
induite au cours de la 3°™ rencontre, un choix justifié par les expériences pharmacologiques précédentes qui
nous ont permis de décrire un effet physiologique des récepteurs ocytocinergiques endogenes lors de la 3¢

rencontre suite a des injections intra-septales d’atosiban.

Le temps d’interaction au cours de la premiéere rencontre est similaire dans les deux groupes étudiés

(Fig 20F).

Chez les animaux infectés avec un virus permettant I'expression de la eYFP comme chez ceux infectés

avec un virus permettant I'expression de I’halorhodopsine, on observe une habituation au stimulus social
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(diminution du temps d’interaction induit par la présentation répétée d’'un juvénile) malgré la stimulation
lumineuse ayant lieu lors de la 3™ rencontre (Fig 20G).

Lorsque I'on compare le temps d’interaction lors de la premiére interaction avec le premier juvénile
au temps d’interaction avec le nouveau juvénile (stimulation optogénétique au cours de la 3°™ rencontre),
on remarque que (Fig 20G) :

- Chez les animaux infectés avec un virus eYFP, le temps d’interaction n’est pas
significativement réduit entre la premiére interaction et celle avec un nouveau juvénile

- Chez les animaux infectés avec le virus eYFP-NpHR3.0, le temps d’interaction est
significativement réduit entre la premiére interaction et celle avec un nouveau juvénile

Ceci suggere que l'inhibition des terminaisons ocytocinergiques induite par la stimulation optogénétique

empéche la discrimination sociale.

Ce résultat, bien que préliminaire et nécessitant d’étre confirmé sur une cohorte plus grande, est
similaire a ce qui avait été observé chez les animaux recevant une injection intra-septale d’antagoniste des
récepteurs de I'ocytocine au méme moment.

Ainsi, il semble que I'ocytocine soit libérée par les terminaisons synaptiques septales issues du PVN
lorsqu’un animal connu est a nouveau rencontré et ceci est nécessaire au regain d’intérét induit par la

présentation d’un nouveau juvénile.
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Figure 20 : Résultats préliminaires suggérant que I'inhibition optogénétique des terminaisons

ocytocinergiques du septum latéral altére la discrimination sociale
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Représentation du dispositif expérimental utilisé.
Al. Représentation schématique de la recombinaison induite par la cre-recombinase
A2. Représentation schématique du cerveau d’une souris OT-cre, de la zone d’implantation des canules ainsi

que des neurones du PVN exprimant la eYFP aprés recombinaison et projettant jusqu’au septum.

Sites d’implantation des fibres optiques dans le septum lateral de N=10 souris. 1 point correspond a
1 site.

Recombinaision des constructions virales (vert : eYFP) specificique des neurones ocytocinergiques
(rouge : marquage neurophysine 1) — échelle : 200um

Taux d’efficacite de recombinaison des constructions virales par quantification des neurones
ocytocinergiques du PVN co-marques par eYFP et neurophysine (prenant en compte les 2 PVN) -
moyenne +/- SEM, N=4 souris eYFP, 6 souris NpHR - t-test

T-test Mann Whitney : p=0.3524

Quantification des neurones infectés par le virus dans lesquels le marquage neurophysine | n’est

pas visible - moyenne +/- SEM, N=4 souris eYFP, 6 souris NpHR

T-test Mann Whitney : p=0.4762

Durée de l'interaction avec le premier juvénile présenté chez de souris infectées avec un virus eYFP
(N=5 souris) ou un virus NpHR (N=5 souris) - moyenne +/- SEM

T-test Mann Whitney : p=0.3095

Effet de la stimulation jaune du septum latéral lors de la 3°™ interaction chez des souris infectées
avec un virus eYFP (N=5 souris) ou NpHR (n=5 souris) sur I’habituation et la discrimination sociale -
moyenne +/- SEM

2-way ANOVA, mesures répétées : Effet des présentations successives F(2,16)=12.78 p=0.0005 ; effet du virus
F(1,8)=1.55 p=0.2484 ; effet de I'interaction F(2,16)=0.496, p=0.6180 ; validité de I'appariement F(8,16)=1.189,
p=0.3639

Comparaison entre groupes par analyse post-hoc de Sidak :

eYFP : 1-stranger vs 1-familiar : 0,0232, 1-stranger vs 2-stranger : p=0.1023

NpHR : 1-stranger vs 1-familiar : p=0.0029, NpHR 1-stranger vs 2-stranger : p=0.0065

* . différent de la durée d’interaction avec la premiéere présentation de la premiére souris

Les études post-mortem ont été réalisése avec I'aide de deux étudiants qui ont effectué un stage au

laboratoire : Djodi Dufner et Laurie Maubernard
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3.2. Discussion

3.2.1. Principaux résultats et interprétations possibles

Les résultats obtenus montrent que les événements synaptiques spontanément recus par les
neurones du septum latéral sont dépendants de |'activité électrique des neurones présents dans la tranche
et de nature majoritairement GABAergique. De plus, cette activité synaptique est significativement
augmentée par la vasopressine dans les neurones activés par la vasopressine ainsi que dans les neurones
inhibés. D’autre part, la TGOT et la vasopressine sont tous les deux capables de moduler le patron des
activités synaptiques recues par toutes les catgéories de neurones du septum latéral :

- apres application de vasopressine, les changements dans le patron de I'activité synaptique
rappellent ceux qui avaient eut lieu en terme de patron d’activité électrique dans les
neurones activés par la vasopressine apres |'application de ce peptide

- apres application de TGOT, les changements dans le patron de lactivité synaptique
rappellent ceux du patron de I'activité électrique dans les neurones activés par la TGOT apres
I"application de ce peptide

Une hypothése que I'on peut émettre est que les neurones activés par I'un ou 'autre des peptides
seraient fortement connectés aux autres neurones du septum. Ainsi, lorsque ces neurones sont activés, ils
communiquent plus avec les autres neurones de la tranche augmentant ainsi la fréquence des évenements

synaptiques regus par ces autres neurones.

Dans les conditions de I'enregistrement, ces modulations de I'activité synaptique sont sans impact
sur les changements d’activité électrique. En effet, dans les neurones excités par la VP, la TGOT module les
évenements synaptiques sans moduler 'activité électrique et inversement dans les neurones activés par la
TGOT pour les effets de la vasopressine. Notons qu’il est possible, qu’in vivo, ces modulations de I'activité
synaptique aient un impact sur I'activité électrique directement ou sur l'intégration des informations issues

d’autres structures cérébrales (fibres issues de I’hippocampe par exemple).

Notons de plus que ces évenements synaptiques ne sont nécessaires aux changements électriques
induits par les peptides. Ceci suggere que les effets des peptides sont directs et ce sur les 3 catégories
neuronales. Une autre hypothese, pourrait étre que les récepteurs, situés sur les astrocytes, induisent une

modulation des réseaux neuronaux indépendante de la modulation induite sur I'activité synaptique.
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Bien que des études complémentaires doivent étre menées afin de comprendre I'organisation du
réseau septal et sa régulation par I'ocytocine et a la vasopressine, nos résultats montrent que les neurones
sont organisés en réseau et que I'ocytocine et la vasopressine modulent I'activité électrique des neurones du

septum latéral mais également leurs inter-communications.

Dans cette partie, nous avons présenté des résultats préliminaires quant aux effets de I'inhibition
des terminaisons ocytocinergiques du septum latéral au cours du processus d’habituation. Les données
suggérent que le bloquage de 'activité des afférences issues du PVN serait suffisant pour induire des troubles
sociaux similaires a ceux observés lors du bloquage local des récepteurs de I'ocytocine. Ces données seront
complétées prochainement et appuient I’hypothese selon laquelle cette modulation de I'activité de neurones
septaux par I'ocytocine intervient dans la régulation du comportement social. Une étude similaire concernant

I'inhibition des terminaisons vasopressinergiques est en cours.

3.2.2. Comparaison avec les résultats des études précédentes

Etudes en lien avec les résultats obtenus ex-vivo :

Une étude précédente [381] avait déja suggéré que les neurones du septum latéral sont connectés
localement via des protubérences qui semblent étre des boutons en passant. D’autre part, une étude du
méme groupe [382] a permis de montrer que les neurones du septum latéral sont trés connectés entre eux
et que certains neurones forment des couples dont les milieux intra-cellulaires sont en contact et que des
échanges, probablement dendrodendritiques ou dendro-somatique, sont possibles. Dans cette étude, les
auteurs suggerent que cette proximité serait importante pour synchroniser la sortie d’informations et

pourrait jouer un réle dans la régulation les rythmes theta hippocampiques.

Parmis les études précédentes, plusieurs se sont portées sur le réle de la vasopressine dans
I'intégration septale des informations issues de I’hippocampe.

Ainsi, chez le rat, les terminaisons vasopressinergiques et les terminaisons des fibres issues de
I’hippocampe innervent les somas des mémes neurones au sein du septum [383]. Plusieurs études avaient
déja suggéré que la vasopressine libérée au sein du septum pouvait moduler I'action des fibres hippocampo
septale contenant des acides-aminés excitateurs. En effet, alors que I'application de vasopressine induit une
dépolarisation dans certains neurones, il avait déja été montré que les neurones ne répondant pas a
I"application par une telle dépolarisation répondaient néanmoins par une augmentation de I'amplitude des

potentiels excitateurs post-synaptiques induits par la stimulation de la fimbria (induite dans 80% des
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neurones enregistrés) [346]. Une étude plus récente dirigée par Raggenbass [343] a permis de montrer que,
en I'absence de stimulation de la fimbria, les neurones du septum sont sous l'influence d’un tonus inhibiteur
GABAergique et que ce tonus est augmenté suite a I’activation des récepteurs V1a de la vasopressine. Dans
cette étude, ils montrent également que I'application de vasopressine peut induire I’activation d’une sous
catégorie neuronale du septum qui serait ensuite responsable de cette inhibition touchant la plupart des
neurones du septum latéral.

L'une des conséquences du rble de la vasopressine dans la modulation de lintégration des
informations issues de I'"hippocampe serait sa capacité a moduler la mémoire. Cette hypothése est appuyée
par le fait que la vasopressine est essentielle au maintien d’une LTP dans le septum suite a la stimulation de

la fimbria [384].

Le r6le de I'ocytocine dans la modulation de la transmission synaptique a été moins étudiée dans le
septum mais elle I'a été dans I'hippocampe. En effet, dans I'hippocampe, elle module notamment la
transmission synaptique glutamatergique (et ou cette modulation est perdue suite a un stress prénatal) [385]
et I'activité des interneurones fast-spiking [386]. Cette modulation a pour conséquence une amélioration de
la transmission des informations. Un rdle similaire au sein du septum (permettant de synchroniser les bursts

d’activité par exemple) est possible.

Etudes en lien avec les résultats obtenus in-vivo :

A notre connaissance, seulement deux études ont utilisé des outils optogénétiques afin de montrer
un effet pro-social du systéme ocytocine/vasopressine :
- la premiere, utilisant une channelrhodopsine addressée aux neurones vasopressinergiques
du PVN a permis de montrer que I'activation des terminaisons vasopressinergiques de |'aire
CA2 augmente la durée de la mémoire sociale [93]
- la seconde utilisant une halorhodopsine adressée aux neurones ocytocinergique a permis de
montrer que l'inhibition contexte-dépendante des terminaisons ocytocinergiques de I'aire
tegmentale ventrale empéche l'acquisition d’une préférence de place induite par le

comportement social [387]

Pour notre étude, nous avons décidé d’utiliser I’halorhodopsine (eNpHR3.0) qui, bien que critiquée
car elle se désensibilise et module I’'homéostasie du chlore [388], a été validée pour la modulation de I'activité
des terminaisons ocytocinergiques dans une étude récente dirigée par R. Malenka [387]. Les résultats
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obtenus restent a compléter mais la similitude des effets obtenus avec cette technique et avec I'utilisation
des antagonistes décrits en partie 1 suggere que l'ocytocine activant physiologiquement les récepteurs
septaux de I'ocytocine lors de la présentation d’un congénere déja rencontré serait issue d’afférences venant

du noyau paraventriculaire.

3.2.3. Questions soulevées et expériences possibles

Suite a I'obtention de ces résultats, plusieurs questions se posent :

- Quelle est la voie de sortie du septum latéral responsable des effets de I'ocytocine et/ou de la
vasopressine ? Dans ce cadre, nous avons réalisé des expériences de tragage utilisant des billes
rétrogrades injectées dans le septum médian afin d’étudier les neurones du septum latéral
projettant vers le septum médian et jouant donc un réle dans la régulation de la boucle
hippocampo-septo-hippocampique. Les neurones du septum latéral contenant des billes
fluorescentes ont été enregistrés et |'activité électrique des neurones en réponse a |'application
de TGOT et de vasopressine a été déterminée. Ainsi, les neurones responsables de la projection
vers le septum médian enregistrés ont chacun été classés dans I'une des 3 catégories décrites
précédemment. Parmi les 6 neurones enregistrés dont nous avons pu identifier la nature de la
réponse a |'application de TGOT et de vasopressine, 5 sont des neurones inhibés (le dernier est
un neurone excité par la TGOT). Sachant que ces neurones représentent 20% des neurones du
septum latéral, nous avons ici un biais évident suggérant que les neurones du LS projetant vers le
MS sont les neurones inhibés par les deux peptides. Rappelons qu’un schéma des connections
septo-hippocampe est présenté figure 8 et I'impact de la modulation par I'ocytocine et la
vasopressine du circuit septal sur I'activité septo-hippocampique sera discuté dans la discussion
générale.

- Les récepteurs de I'ocytocine et de la vasopressine sont-ils effectivement exprimés par tous les
neurones sensibles a ces peptides ? Pour répondre a cette question, les outils manquent. En effet,
le seul anticorps permettant de marquer les récepteurs du systéme ocytocine/vasopressine est
un anticorps ciblant les récepteurs de I'ocytocine [124] et non commercialisé. Nous avons réalisé
des tests immuno-histochimiques mais lors de ceux-ci, un marquage a pu étre observé sur des
coupes de cerveaux issues de souris OT-R KO indiquant que le protocole que nous avons utilisé ne
permet pas un marquage spécifique.

- Une inhibition optogénétique des fibres vasopressinergiques au niveau du septum latéral

reproduit-elle I'effet de I'administration intra-septale d’antagonistes des récepteurs V1a ? Est ce
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que l'activation des fibres ocytocinergiques ou vasopressinergiques du septum latéral pemettrait
d’améliorer les comportements sociaux ? Une activation des fibres ocytocinergiques a un moment
du test ou de I'ocytocine n’est physiologiquement pas libérée induirait-elle une altération du
comportement social ? Et en ce qui concerne la vasopressine ? Ces expériences dont I'enjeu

potentiel a des visés therapeutiques, sont en cours au laboratoire.
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4. Caractérisation d’une trace EEG corticale dépendante de
I’activation septale des récepteurs de Il'ocytocine et de Ia
vasopressine mis en jeu lors des comportements sociaux

L’étude électrophysiologique menée ex-vivo nous a permis de mieux comprendre les effets de

I'ocytocine et de la vasopressine sur I'activité des neurones du septum latéral et d’envisager d’utiliser I'EEG

comme un parameétre non-invasif jugeant de I'activation endogéne des systémes ocytocinergique ou

vasopressinergique dans le septum. Nous avons vu que les administrations intra-septales de TGOT ou de

vasopressine induisent des changements spécifiques dans I'activité EEG. Les expériences

comportementales réalisées dans la premiére partie montrent une activation septale des récepteurs de la

vasopressine et de I'ocytocine au cours de phases différentes de I'interaction sociale. Par la suite, nous

nous sommes donc demandé :

si la signature d’activité EEG évoquée par I'administration intra-septale de vasopressine est
physiologique et détectée pendant la premiére interaction avec un juvénile inconnu

si la signature d’activité EEG évoquée par l'administration intra-septale de TGOT est

physiologique et détectée pendant la phase de familiarisation avec un juvénile

précedemment rencontré.

4.1. Résultats

4.1.1.

Caractérisation de traces EEG induites par I'interaction sociale et I’habituation sociale

Des souris C57B6/J ont été implantées avec un systéme de mesure de 'EEG cortical. Aprés une phase

de récupération, ces animaux ont été soumis a un protocole de reconnaissance sociale. L'impact des

différentes phases de reconnaissance/discrimination sociale (premiére interaction, habituation, présentation

d’un nouvel individu) sur I'activité EEG a été étudié (Fig 21).

Pour cela, et afin de s’affranchir de la variabilité inter-individuelle,

1. nous avons établi le profil de I'activité EEG au cours d’une période controle et nous I'avons
soustrait a celui obtenu lors de la premiére interaction avec un juvénile (bande de fréquence
a bande de fréquence). La trace obtenue représente les changements EEG induits par la 1%
rencontre avec un juvénile inconnu

2. nous avons établi le profil de I'activité EEG au cours de la premiere interaction et nous

I’avons soustrait a celui obtenu au cours des interactions suivantes avec le méme juvénile
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(bande de fréquence a bande de fréquence). La trace obtenue représente les changements
EEG induits par I"habituation.

- 3. La trace représentant les changements EEG induits par l'interaction avec un nouveau
juvénile ont été obtenues comme décrit en 1. ; la trace induite par la premiéere interaction
avec le premier juvénile étant remplacée par la trace induite par la rencontre d’'un nouveau

juvénile.

1. Les changements EEG induits par la premiere interaction sociale sont caractérisés par une
diminution de la puissance relative des bandes de fréquences comprises entre 5 et 8,5 Hz et une
augmentation de celles comprises entre 9 et 28.5 Hz ainsi qu’entre 29.5 et 33He et entre 36 et
38Hz (Fig 21A1). Ces modifications (et notamment I'augmentation des bandes de fréquences
correspondant a du theta haut) ressemblent a celles obtenues lors d’'une administration intra-

septale de vasopressine.

2. Les changements EEG induits par I'habituation sociale, sont caractérisés par une augmentation
de la puissance relative des bandes de fréquence comprises entre 5 et 8 Hz et une diminution de
celles comprises entre 9,5 et 11 Hz. Une diminution de la puissance relative des bandes de
fréquences 19.5Hz, 25 a 32.5Hz, 33.5 a 35.5Hz, 36Hz et 37.5 a 39.5Hz est également induite par
I’habituation sociale (Fig 21A2).

Ces changements sont observés lorsque I'on compare les traces induites par la 2¢™, la 3™ ou |a
4%me présentation a celle induite par la 1% interaction (données non présentées dans cette

thése).

3. Les changements EEG induits par I'interaction avec le nouveau juvénile sont similaires a ceux qui
étaient induits par la premiére présentation du premier juvénile (augmentation des bandes de

fréquences entre 12.5 et 14 Hz, entre 15 et 15.5Hz, a 16.5Hz et entre 20.5 et 21Hz) (Fig 21A3).

Lorsque les 3 courbes ainsi obtenues sont comparées, on remarque que celle correspondant a
I’habituation est différente des deux autres (entre 1 et 1.5Hz, a 2.5Hz, a 4.5Hz, entre 7.5 et 8.5Hz, 10 a 10.5Hz)
tandis qu’au sein de ces bandes de fréquences, celles correspondant aux nouvelles présentations d’un

juvénile sont identiques (Fig 21B1).
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De plus, la rencontre avec le premier juvénile induit une diminution significative de la puissance
relative de la bande theta bas (Fig 21B2) sans effet sur la bande theta haut (Fig 21B3) tandis que I’habituation
induit une augmentation de la puissance relative de la bande theta bas (Fig 21B2) toujours sans influence sur

la bande de fréquence theta haut (Fig 21B3).

De facon intéressante, lorsque les mémes parametres sont étudiés sur des animaux réalisant un test
de reconnaissance des objets, les changements d’activité EEG induits par ces 3 phases sont similaires a ceux

observés au cours de l'interaction sociale (Fig 21C).

Ainsi, les différentes phases d’interaction discriminées lors du test comportemental utilisé induisent
des changements d’activité EEG spécifiques et ceux-ci rappellent ceux qui que nous avons décrit suite a
I'application intra-septale de TGOT ou de vasopressine. En effet, I'administration intra-septale de
vasopressine induit une augmentation significative de la puissance relative des bandes de fréquences
comprises entre 8 et 10.5Hz et l'interaction sociale avec un juvénile inconnu induit également une
augmentation de la puissance relative des ondes comprises entre 9.5 et 10.5Hz. De plus, I'administration
intra-septale de TGOT induit une augmentation significative de la puissance relative de la bande de fréquence

correspondant au theta bas qui est également induite par I’habituation sociale.

Notons que les changements induits dans I'activité EEG par I'interaction sociale ou I'administration

intra-septale de TGOT ou de vasopressine ne suivent pas exactement le découpage classique de I'EEG en

ondes theta (ou méme en ondes theta haut/theta bas).
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Delta (0-4Hz), theta (4-12Hz), béta (12-30Hz) et gamma (>30Hz) correspondent aux ondes constituants I'activité EEG

A. Changements d’activité EEG induits par l'interaction sociale
Al : changements induits par l'interaction avec le premier juvénile (EEG obtenu au cours de la période
contréle soustrait a celui obtenu au cours de la premiére interaction) — Moyennes +/- SEM de N= 15 souris
Wilcoxon signed rank, différent de 0, p<0,05 entre 5 et 28.5Hz, 29.5 et 33Hz, 36 a 38Hz
A2 : changements induits par le processus d’habituation (EEG obtenu au cours de la premiere interactions
soustrait a celui obtenu au cours de la 4°™ interaction) — Moyennes +/- SEM de N=15 souris
Wilcoxon signed rank, différent de 0, p<0,05 entre 5 a 8Hz ; 9.5 et 11.5Hz ; 19.5Hz, 25 a 32.5Hz, 33.5 a 35.5 Hz, 36.5Hz,
37.5Ha 39.5Hz
A3 : changements induits par l'interaction avec le nouveau juvénile (EEG obtenu au cours de la période
contréle soustrait a celui obtenu au cours de la premiére interaction) — Moyennes +/- SEM de N=12 souris

Wilcoxon signed rank, différent de 0, p<0,05 pour 12.5 a 14Hz, 15 a 15.5Hz, 16.5Hz, 20.5 a 21Hz

B. Changements d’activité EEG induits par les différentes phases de I'interaction sociale, N=12 souris
B1. Changements dans le profil EEG induits par la rencontre avec un nouveau juvénile ou par I’habituation
sociale
2-way ANOVA mesurées répétées selon les deux parameétres : Effet de la fréquence : F(79,869)=1.155, p=0.1763 ; effet
de la présentation : F(2,22)=0,3112 p=0.7358 ; effet de I'interaction : F(158,1738)=1.635, p<0.0001
Comparaison par analyse post hoc de Tukey :
1st encounter vs habituation, p<0,05: 1Hza 1,5Hz; 2,5a 5Hz, 6 a 8,5Hz; 9,5a 11Hz
Habituation vs new juvenile encounter : p<0,05 pour 1 a 1,5Hz; 2,5Hz; 4.5Hz; 7,5Hz a 8,5Hz; 10Hz a 10,5Hz
1st encounter vs new juvenile encounter : p<0,05 pour 9,5Hz
B2. Effet des différentes phases d’interaction sociale sur la bande de fréquence theta bas (4-8Hz)

Wilcoxon signed rank, différent de 0: 1st juvenile encounter p=0.0093, habituation p=0.0049, new juvenile
encounter p=0.8501

B3. Effet des différentes phases d’interaction sociale sur la bande de fréquence theta haut (8-12Hz)
Wilcoxon signed rank, différent de 0: 1st juvenile encounter p=0.7910, habituation p=0.0771, new juvenile

encounter p=0.2334

C. Changements d’activité EEG induits par les différentes phases de I'interaction avec un objet, N=10
souris
C1. Changements dans le profil EEG induits par la rencontre avec un nouveau juvénile ou par |"habituation

sociale
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2-way ANOVA mesurées répétées selon les deux parameétres: Effet de la fréquence : F(79,711)=1.177, p=0.1503 ; effet
de la présentation : F(2,18)=0,6747 p=0.5217 ; effet de I'interaction : F(158,1422)=1.956, p<0.0001

1st encounter vs habituation, p<0,05: 0,5a 2,5Hz; 4,5Hz; 5Hz; 7,5 a 8,5Hz ; 9,5Hz a 10,5Hz ; 39,5Hz et 40 Hz
Habituation vs new object encounter : p<0,05 pour 2Hz ; 2,5Hz ; 7,5Hz a 8,5Hz

1st encounter vs new object encounter : p<0,05 pour 1Hz ; 1,5Hz ; 9,5Hz

C2. Effet des différentes phases d’interaction avec un objet sur la bande de fréquence theta bas (4-8Hz)
Wilcoxon signed rank, différent de 0: 1st object encounter p=0.0059, habituation p=0.0098, new object
encounter p=0.1934

C3. Effet des différentes phases d’interaction avec un objet sur la bande de fréquence theta haut (8-12Hz)
Wilcoxon signed rank, différent de 0: 1st object encounter p=0.3750, habituation p=0.6250, new object

encounter p=0.8457
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4.1.2. Des traces dépendantes de 'activation septale des récepteurs de I'ocytocine et/ou de la
vasopressine

Afin de savoir si ces changements d’activité EEG sont effectivement dépendants de I'activation
septale des récepteurs de la vasopressine et de I'ocytocine les expériences comportementales décrites en
partie 1 ont été réalisées en paralléle d’'une mesure de l'activité EEG. Les expériences précédentes ayant
permis de montrer que les changements dans I'activité EEG induites par l'interaction et I’habituation sociale
ont principalement lieu dans la bande de fréquence 4-12Hz correspondant aux ondes theta, nous avons
décidé d’étudier ces changements aprés administration d’antagonistes des récepteurs de la vasopressine ou

de I'ocytocine.

Drogue administrée au cours de la premiére rencontre (Fig 22B et 22C) :

L’administration septale d’antagonistes des récepteurs V1a (Manning compound, 3x10°M) au cours
de la premiere rencontre n’a pas d’impact sur les changements d’activité EEG induits par I'interaction avec
le premier juvénile (Fig 22B).

Pour calculer I'impact de I’habituation sociale sur I'activité EEG nous soustrayons, a la valeur de
puissance relative de theta obtenue lors de la 4™ rencontre, celle obtenue au cours de la 1% rencontre.
L'injection ayant eu lieu au cours de la premiére rencontre, et nous savons que |I'administration intra-septale
de NaCl a un effet sur I'activité EEG (voir figure 16), il est possible que celle-ci ait altérée la réponse EEG.
Lorsque nous observons les changements EEG induits par I'habituation sociale et que nous comparons le
groupe ayant recu une administration intra-septale de NaCl a celui ayant recu une administration intra-

septale de Manning Compound, nous n’observons pas de différence significative (Fig 22C).

Drogue administrée au cours de la troisieme rencontre (Fig 22D et 22E) :

Les groupes utilisés pour I'administration intra-septale d’atosiban ou de NaCl au cours de la 3™
interaction, présentent des réponses EEG similaires lors de linteraction avec le premier juvénile (pas
d’interaction entre la molécule administrée et la fréquence étudiée) (Fig 22C). En revanche, I'impact de

I’habituation sociale sur I'EEG est altéré par 'administration intra-septale d’atosiban (Fig 22D).

163



Figure 22 : Les changements d’activité EEG induits par I’habituation sociale sont dépendants de ’activation

septale les récepteurs de I'ocytocine
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Changements EEG dans la bande de fréquence correspondant au theta (4-12Hz) induits par

A.

Time-line de I'expérience
M1 correspond aux présentations de la premiére souris, M2 a la présentation de la nouvelle souris
Les périodes (a), (b) et (c) ont été considérées pour I'analyse des changements d’activité EEG induits par

I'interaction ou I’habituation sociale

La premiére interaction sociale aprés administration intraseptale de NaCl ou de Manning Compound
lors de la premiére interaction sociale (N=9 animaux dans le groupe NacCl, 8 dans le groupe MC,
moyenne +/- SEM)

2-way ANOVA mesures répétées, Effet de la bande de fréquence : F(15,225)=8.41 p<0.0001 ; effet de la
molécule injectée : F(1,15)=0.1102 p=0.7445 ; effet de I'interaction : F(15,225)=0.7756, p=0.7040 ; validité de
I'appariement : F(15,225)=5.154, p<0.0001

L’habituation sociale aprés administration intraseptale de NaCl ou de Manning Compound lors de la
premiére interaction sociale (N=9 animaux dans le groupe NacCl, 8 dans le groupe MC, moyenne +/-
SEM)

2-way ANOVA mesures répétées, Effet de la bande de fréquence : F(15,225)=2.947 p=0.0003 ; effet de la
molécule injectée : F(1,15)=1.264 p=0.2786 ; effet de I'interaction : F(15,225)=0.4305, p=0.9690 ; validité de
I’appariement : F(15,225)=5.038, p<0.0001

La premiére interaction sociale aprées administration intraseptale de NaCl ou d’Atosiban lors de la
3éme interaction sociale (N=6 animaux par groupe, moyenne +/- SEM)

2-way ANOVA mesures répétées, Effet de la bande de fréquence : F(15,150)=3.963 p<0.0001 ; effet de la
molécule injectée : F(1,10)=5.826 p=0.0364 ; effet de I'interaction : F(15,150)=0.9736, p=0.4858 ; validité de
I'appariement : F(10,150)=1.245, p=0.2672

L’habituation sociale apres administration intraseptale de NaCl ou d’atosiban lors de la 3éme
interaction sociale (N=6 animaux par groupe, moyenne +/- SEM)

2-way ANOVA mesures répétées, Effet de la bande de fréquence : F(15,150)=5.053 p<0.0001 ; effet de la
molécule injectée : F(1,10)=0.1066 p=0.7508 ; effet de I'interaction : F(15,150)=2.652, p=0.0014 ; validité de
I'appariement : F(11,150)=4.637, p<0.0001

Les * présentées sur les graphiques correspondent a la significativité de I'interaction entre les deux

parameétres étudiés (fréquence et molécule injectée)
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4.2. Discussion

4.2.1. Comparaison avec les résultats des études précédentes

Parmi les études réalisées précédemment, certaines avaient déja mis en évidence des changements
d’activité EEG liés aux interactions sociales. En particulier, une étude réalisée par Tendler et Wagner [389]
s’est intéressée aux modifications de l'activité EEG induite par les interactions sociales au cours d’un
protocole social similaire au notre. Dans cette étude, le potentiel de champ local a été mesuré dans plusieurs
structures cérébrales (bulbe olfactif principal et accessoire, amygdale, cortex pyriforme et septum latéral) en
réponse a linteraction sociale. L’interaction sociale induit une augmentation de la fréquence des
évenements dans la bande de fréquence correspondant au theta qui s’altéere au fil des présentations
successives. Notons que "'une des structures au centre de cette étude est le septum latéral et que dans celle-
ci également, les changements décrits ont eu lieu au cours de l'interaction sociale.

Dans notre étude, un résultat similaire (changements dans la bande de fréquence correspondant au
theta) a été reproduit a partir d’enregistrements réalisés avec des électrodes de surface. Bien que ne donnant
pas d’information quant a l'origine des variations dans I'activité EEG enregistrée, un tel enregistrement a
I'avantage d’étre réalisable chez I’'Homme et ceci de maniere non invasive via I'utilisation d’électrodes de
surface qui peuvent étre placées sur le cuir chevelu. De plus, les changements d’activité EEG induits par
I’habituation sont dépendants de I'activation septale des récepteurs de |'ocytocine. Ceci suggére que
I"utilisation de I'EEG pourrait permettre de détecter une altération de la modulation du réseau septal par

I’ocytocine mis en jeu lors d’'un comportement social.

4.2.2. Questions soulevées et expériences possibles

Suite a I'obtention de ces résultats, plusieurs questions se sont posées. La plus intéressante étant
probablement la suivante : une dysfonction du réseau décrit jusqu’ici a-t-elle lieu dans le cadre de
pathologies telles que les troubles du spectre autistiques, du syndrome de Prader Willi ou du syndrome de
Schaaf Yang ? Si oui, peut-on évaluer ces troubles via I'analyse des changements de I’activité EEG induite par

I'interaction sociale ?

L’étude de ces questions fait I'objet de la partie 5 de ces résultats.
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5. Les souris Magel2KO présentent des déficits d’activité du systeme
ocytocine/vasopressine septal

5.1. Résultats

Comme nous l'avons discuté précédemment, les souris Magel2KO constituent un modele intéressant
pour étudier I'impact d’un défaut septal de réponse a I'ocytocine et/ou a la vasopressine. En effet, les études
réalisées chez ces animaux [255][254] ont permis de montrer une altération du systéme
ocytocine/vasopressine et cette altération touche notamment au septum latéral (récepteurs
ocytocinergiques moins exprimés dans le septum latéral et immunoréactivité des fibres ocytocinergiques

augmentée).

5.1.1. Evaluation du nombre de sites de liaison de I'ocytocine et de la vasopressine

Afin d’évaluer I'impact de la délétion du géne Magel2 sur le systéme ocytocine/vasopressine décrit,
la premiere étape a consisté a déterminer si ces animaux présentent une altération du nombre de sites de
liaison de 'ocytocine et de la vasopressine au sein du septum (Fig 23).

Des expériences d’autoradiographie ont été menées dans I'objectif de confirmer et de compléter les
résultats obtenus dans I'étude dirigée par F. Muscatelli [255]. En effet, cette étude avait permis de montrer
une diminution du nombre de sites de liaison a I'ocytocine dans le septum latéral des souris Magel2KO mais

I’étude n’avait pas prété attention aux récepteurs V1a de la vasopressine.

Dans un premier temps, la sélectivité des outils a été vérifiée par des expériences de déplacement.
Celles-ci ont permis de confirmer que les ligands radiomarqués utilisés, OVTA et LVP, sont spécifiques
respectivement des récepteurs de I'ocytocine et des récepteurs V1a de la vasopressine (Fig 23A et 23B). En
effet, la TGOT déplace le marquage induit par le ligand OT-R et le manning compound a des doses faibles
déplace le marquage induit par le ligand V1a-R. Notons que la vasopressine induit un déplacement du
marquage OT-R ce qui est d{ a la faible sélectivité de cet agoniste endogéne aux concentrations utilisées.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence une hétérogénéité antéro-postérieure de I'effet de la
déficience en géne Magel2 sur le nombre de sites de liaison du récepteur de I'ocytocine. En effet, lorsque la
partie la plus rostrale du septum est étudiée, nous retrouvons la diminution du nombre de sites de liaison
aux récepteurs de I'ocytocine chez les souris Magel2KO décrite dans I’étude de Muscatelli (Fig 23C) (bien que

dans notre étude, nous ne trouvons qu’une tendance non significative probablement di a un nombre trop
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faible d’animaux utilisés). En revanche, I'étude de la partie caudale du septum ne permet pas de mettre en
évidence une telle différence (Fig 23D).
En ce qui concerne le nombre de sites V1a, aucune différence n’a été obtenue entre les animaux WT

et les animaux Magel2KO (Fig 23E et 23F).
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Figure 23 : Une diminution du nombre de sites de liaisons de I’ocytocine dans la partie frontale du

septum latéral chez des souris Magel2KO sans altération du nombre de sites de liaison de la vasopressine
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A. Exemple de marquage obtenu apreés incubation d’une tranche de cerveau de souris WT contenant
le septum latéral avec I'OVTA iodée (couleurs inversées)

B. Exemple de marquage obtenu aprés incubation d’une tranche de cerveau de souris WT contenant
le septum latéral avec la LVP iodée (couleurs inversées)

C. Déplacement de la liaison de 'OVTA-iodée dans le septum latéral chez des souris WT (Moyennes
+/- SEM, n=4 coupes pour la vasopressine, n=6 coupes pour les autres)

Kruskal Wallis p<0.0001 ; Post-hoc : TOT vs AVP p=0.0185, TOT vs OT p=0.0001, TOT vs TGOT p=0.0214, TOT
vs Manning compound 10-6M p=0.0009 ; * : vs TOT

D. Déplacement de la liaison de la LVP-iodée le septum latéral chez des souris WT (Moyennes +/- SEM,

n=4 coupes pour I'ocytocine, n=6 coupes pour les autres)
Kruskal Wallis p<0.0001 ; Post-hoc : TOT vs AVP p=0.0027, TOT vs Manning compound 10-7M p=0.0314 ; TOT
vs Manning compound 10-6M p<0.0001 ; * : vs TOT

E a H. radiomarquage dans la partie frontale (C et E) ou caudale (D et F) du LS apres incubation avec
I"OVTA (C et D) ou la LVP (E et F) chez des animaux Magel2 WT ou KO (Moyennes +/- SEM, N animaux
par groupe)

E. N=6 WT et 8 KO

F. N=5WT et 6 KO

G. N=6 WT et 7 KO

H. N=6WT et 6 KO

T-test (Mann Whitney) : A p=0.0813 ; B p=0.6623 ; C p>0.9999 ; D p=0.1797
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5.1.2. Une réponse électrophysiologique a I'ocytocine et a la vasopressine altérée chez les animaux

Magel2KO

L’étude électrophysiologique sur tranche aigué de cerveau a permis de montrer que les neurones du
septum latéral de souris Magel2KO sont sensibles a I'ocytocine et a la vasopressine et les 3 catégories
précédemment décrites sont retrouvées. Néanmoins, les proportions de neurones appartenant a chacune
des 3 catégories décrites précédemment sont changées chez les souris Magel2KO par rapport aux souris WT
issues des mémes portées (Fig 24). Les souris Magel2KO possedent moins de neurones inhibés par
I'application de TGOT et/ou de vasopressine et le nombre de neurones excités par la TGOT, lui, augmente

fortement.

Figure 24 : Modification des proportions de neurones appartenant a chacune des catégories

précedemment décrites chez les souris Magel2KO

mm 60.61% TGOT excited
mm 33.33% VP excited
6.06% Inhibited by TGOT and VP

mm 32.84% TGOT excited
mm 41.79% VP excited
25.37% Inhibited by TGOT and VP

Total=67 Total=33

Magel2WT Magel2KO

5.1.3. Des défauts de comportements sociaux corrélés a des défauts dans I'activité EEG

Les résultats présentés précédemment traduisent une altération de la réponse des neurones du
septum latéral a I'ocytocine et a la vasopressine chez les souris Magel2KO. Comme nous avons vu que la
réponse septale a ces deux peptides est essentielle a la régulation des comportements sociaux, nous avons
fait I’'hypothese suivante : les troubles sociaux des souris Magel2KO pourraient étre di a un défaut de la

réponse septale a ces deux peptides.
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Afin de tester cette hypothése, nous avons d’abord évalué la nature des troubles sociaux observés
chez les souris Magel2KO afin de voir s’ils reproduisent les effets d’admininistration intra-septale
d’antagonistes des récepteurs de I'ocytocine et/ou a la vasopressine. Si tel était le cas, nous pourrions
envisager la possibilité que ces animaux présentent des troubles ocytocinergiques et/ou vasopressinergiques
qui pourraient éventuellement expliquer ces troubles.

Dans un premier temps, nous avons évalué la durée de l'interaction avec un juvénile inconnu (Fig
25A). Ce parametre n’est pas modifié par la déficience du géne Magel2. Le processus d’habituation, lui non
plus, n’est pas affecté par la délétion du gene Magel?2.

Nous avons ensuite effectué le test décrit précédemment et ceci nous a permis de montrer que les
animaux Magel2KO perdent I'intérét pour un nouveau juvénile au cours du test contraitement aux animaux

Magel2WT issus des mémes portées (Fig 25B).

Le test de reconnaissance des objets a été effectué et aucune altération de la réponse
comportementale a la présentation d’un objet, aux présentations successives de celui-ci ou a la présentation

d’un nouvel objet n’a été mise en évidence (Fig 25C et 25D).

Au cours de ces tests, la modulation de I'activité EEG induite par les différentes phases du comportement a
été évalué. Ceci a permis de montrer que les animaux déficients pour le gene Magel2 ne présentent pas la
modulation de I'activité EEG induite par la premiére interaction sociale avec le premier juvénile chez les
animaux WT (Fig 25 E). En revanche, ces animaux présentent les changements d’activité EEG induits par
I’habituation sociale (Fig 25 F), par I'interaction avec un objet (Fig 25 G) et par I'"habituation a un objet (Fig

25H).

L'étude de l'activité EEG au cours d’une interaction sociale a permis de montrer d’importants
troubles dans la phase de premiére rencontre chez les souris Magel2KO. Ces animaux ne présentent pas
d’altération de l'intéraction induite par la premiére présentation d’un juvénile ni d’altération du processus
d’habituation. Ceci est en désaccord avec une simple altération de la fonction du systéeme ocytocinergiques

et suggere une réorganisation du réseau septal chez les animaux Magel2KO.
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Figure 25 : Les souris Magel2KO présentent des troubles du comportement social ainsi qu’une altération

de la réponse EEG induite par la présentation d’un juvénile
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Delta (0-4Hz), theta (4-12Hz), béta (12-30Hz) et gamma (>30Hz) correspondent aux ondes constituants I'activité EEG

WT (*):
KO (7):

Durée de linteraction au cours de la premiére rencontre sociale chez les souris Magel2WT et
Magel2KO (Moyennes +/- SEM, N= 7 souris par groupe)

T-test Mann-Whitney, p=0.6200

Durée normalisée de l'interaction sociale avec le juvénile chez les souris Magel2WT et Magel2KO
(Moyenne +/- SEM, N = 7 souris par groupe) - 2-way anova, mesures répétées :

Effet des présentations successives : F(2,24)=20.73 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,12)=2.691 p=0.1268;
effet de I'interaction : F(2,24)=1.833, p=0.1816 ; validité de I'appariement : F(12,24)=1.845, p=0.0974
Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey :

1-stranger vs. 1-familiar p=0.0034 ; 1-stranger vs 2-stranger p=0.1231

1-stranger vs. 1-familiar p=0.0002, 1-stranger vs 2-stranger p=0.0002

Nombre d’interactions au cours de la premiére présentation de I'objet chez les souris Magel2WT et
Magel2KO (Moyenne +/- SEM, N=9 souris WT et N=8 souris KO)

T-test Mann-Whitney, p=0.4920

Nombre normalisée d’interactions avec I'objet chez les souris Magel2WT et Magel2KO (Moyenne +/-
SEM, N=9 souris WT et N=8 souris KO) - 2-way anova, mesures répétées :

Effet des présentations successives : F(2,30)=19.58 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,15)=0.002449 p=0.9612 ;
effet de I'interaction : F(2,30)=0.034, p=0.9666 ; validité de I'appariement : F(15,30)=2.356, p=0.0223
Comparaison entre les groupes par analyse post-hoc de Tukey :

WT (*) : 1-stranger vs. 1-familiar p=0.0003, 1-stranger vs 2-stranger p=0,0209

KO (¥) : 1-stranger vs. 1-familiar p=0.0005, 1-stranger vs 2-stranger p=0,0547

Changements dans I'activité EEG induits par I'interaction avec un nouveau juvénule (Moyennes +/-
SEM, N=6 souris WT, 7 souris KO), 2-way ANOVA

Effet de la bande de fréquence : F(79,880)=3.941 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,880)=0 p>0.9999 ; effet de
I'interaction : F(79,880)=1.978, p<0.0001

Changements dans I'activité EEG induits par I’habituation sociale (Moyennes +/- SEM, N=6 souris WT,

7 souris KO), 2-way ANOVA
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Effet de la bande de fréquence : F(79,880)=2.671 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,880)=0 p>0.9999 ; effet de
I'interaction : F(79,880)=1.045, p=0.3770

Changements dans I'activité EEG induits par I'interaction avec un nouvel objet (Moyennes +/- SEM,
N=7 souris WT, 6 souris KO) — 2-way ANOVA

Effet de la bande de fréquence : F(79,880)=6.051 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,880)=0 p>0.9999 ; effet de
I'interaction : F(79,880)=0.6642, p=0.9887

Changements dans I'activité EEG induits par I’habituation a un objet (Moyennes +/- SEM, N=7 souris
WT, 6 souris KO) — 2-way ANOVA

Effet de la bande de fréquence : F(79,880)=3.138 p<0.0001 ; effet du génotype : F(1,880)=0 p>0.9999 ; effet de
I'interaction : F(79,880)=0.49, p>0.9999
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5.2. Discussion

5.2.1. Principaux résultats et interpretations possibles

Dans cette étude, nous avons montré que les souris Magel2KO ont tendance a exprimer moins de
récepteurs de I'ocytocine dans la partie frontale du septum latéral sans altération du nombre de récepteurs
V1la de la vasopressine.

De facon surprenante, le nombre de neurones du septum latéral répondant a I'application
d’ocytocine est augmenté chez ces animaux. La résolution obtenue avec les expériences d’autoradiographie
reste faible et nous ne connaissons pas le nombre de cellules du septum latéral possédant des récepteurs de
I'ocytocine. En effet, il est possible que bien que moins de récepteurs soient exprimés au sein du septum,
ceux-ci soient exprimé par un plus grand nombre de cellules ou encore que les cellules qui les expriment
(neurones ou autres) soient plus fortement connectés induisant une réponse plus grande. De plus, notons

que la catégorie neuronale la plus sensible au génotype correspond aux neurones inhibés.

Les troubles sociaux observés chez les souris Magel2KO sont similaires a ceux induits par le bloquage
intra-septal des récepteurs de I'ocytocine au cours du processus d’habituation sociale mais les troubles
observés dans la réponse EEG a l'interaction sociale ne vont pas dans ce sens. Les résultats préliminaires
obtenus précédemment suggerent que, chez les souris WT, les neurones de sortie du septum latéral vers le
septum médian sont les neurones inhibés. Ces neurones étant presque absents chez les souris Magel2KO,
nous pouvons faire I'hypothése que ces neurones de sortie sont essentiels a I'établissement des

comportements sociaux.

Ainsi, les résultats suggérent une potentielle réorganisation de la réponse septale a 'ocytocine et a

la vasopressine chez les animaux Magel2KO.

5.2.2. Comparaison avec les résultats des études précédentes

Dans I’étude de F. Muscatelli, des troubles sociaux ont été décrits chez la souris Magel2KO [255] mais
la nature de ces troubles diverge de ceux que nous avons observés au cours de ces expériences. En effet,
dans leur étude, il a été montré que la durée d’interaction des souris Magel2KO avec leurs congénéres est
réduite par rapport aux souris WT. Nous n’observons pas de telles différences mais ceci peut étre expliqué
par la nature du protocole utilisé. En effet, dans I'étude de F. Muscatelli, les souris ont été soumises au test

des 3 chambres et ont eut le choix entre une interaction sociale et une interaction avec un objet. Dans notre
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test, seul un des 2 stimuli est présenté a chaque fois. C'est donc le choix entre 2 stimuli qui pourrait expliquer
les différences observées entre nos études. Ainsi, le protocole expérimental utilisé au cours de cette thése a
. - e s e A
permis de mettre en évidence un trouble social lié a I'absence de regain d’intérét pour un nouveau
congéneére. Ceci apporte une nouvelle vision des troubles observés chez ces animaux.
Afin de vérifier cette hypothése, nous effectuons actuellement des expériences visant a évaluer le

comportement social de ces animaux avec le protocole classique de I'aréne a 3 chambres.

L’étude de la lignée Magel2 avait déja permis de mettre en évidence une altération précoce de
I’expression hypothalamique d’ocytocine et de vasopressine. De plus, chez I'adulte, une altération du nombre
de sites de liaisons de |'ocytocine dans le septum latéral avait été montrée. Ici, nous montrons que le nombre
de récepteurs de la vasopressine est inchangé. Ainsi, nous apportons un élément essentiel a la
compréhension du fonctionnement de la balance ocytocine/vasopressine dans le septum latéral et a la

compréhension des altérations induites par la délétion du géne Magel2.

Notons qu’il existe une incohérence apparente entre les résultats obtenus en électrophysiologie
(augmentation du nombre de neurones activés par la TGOT) et avec les expériences de liaison (diminution
du nombre de sites de liaison de I'ocytocine). Cette incohérence pourrait étre expliquée par une altération
de la réponse a l'ocytocine spécifique a lI'une des catégories neuronales décrites (les neurones inhibés).
L’augmentation du nombre de neurones excités par |'ocytocine pourrait étre un la résultante d’un
mécanisme de compensation.

D’autre part, les outils qui nous ont permis d’identifier les sites de liaison ocytocinergiques et
vasopressinergiques ne permettent de le faire qu’avec une résolution limitée. Ainsi, nous ne savons pas si les
récepteurs sont situés sur les neurones ou sur d’autres cellules du septum. Une étude en cours dans le
laboratoire de Pierrick Poisbeau (communication personnelle, Alexandre Charlet) a permis de montrer qu’il
existe des récepteurs de l‘ocytocine sur les astrocytes de I'amygdale médiane et que [I'impact
électrophysiologique d’une application d’ocytocine serait principalement dle a [I'activation de ces
récepteurs. Nous pouvons envisager un mécanisme similaire dans le septum latéral. Ainsi, si les récepteurs
de I'ocytocine sont situés sur les cellules gliales, il est envisageable que bien que le nombre de récepteurs de
I'ocytocine diminue dans le septum, les cellules gliales possédant ces récepteurs établissent des contacts
avec un plus grand nombre de neurones du septum latéral chez les souris Magel2KO. Cette hypothése

pourrait étre étudiée par la suite via une étude de la morphologie astrocytaire.
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5.2.3. Questions posées et expériences possibles

Une étude de l'organisation du réseau septal répondant a I'ocytocine et a la vasopressine chez les
souris WT et les éventuelles altérations de celui-ci chez les souris Magel2KO est possible. Une telle étude,
permettrait de mieux comprendre les troubles des souris Magel2KO.

Les résultats obtenus suggérent que les troubles comportementaux des animaux Magel2KO
pourraient étre expliqués par une altération de la réponse septale a I'ocytocine et/ou a la vasopressine. La
suite de I’étude, actuellement en cours, consiste a vérifier cette hypothése. Pour cela, notre stratégie
expérimentale consiste a moduler I'activité du systéme ocytocine/vasopressine chez les animaux Magel2KO
par plusieurs stratégies :

- injection intra-septale d’agonistes ocytocinergiques ou vasopressinergiques respectivement
au cours du processus d’habituation sociale ou de premiere rencontre

- activation optogénétique des terminaisons ocytocinergiques ou vasopressinergiques du
septum latéral aux mémes moments. Pour cela, nous croisons des animaux déficients pour
le géne Magel2 avec des animaux exprimant la cre-recombinase respectivement sous le

contréle du promoteur de I'ocytocine ou de la vasopressine.

Les résultats préliminaires obtenus (3 souris Magel2KO utilisées et 6 souris Magel2WT) suggérent
que I'administration intra-septale de vasopressine lors de la premiére rencontre restaure un comportement
social « normal » chez les souris Magel2KO (diminution d’intérét induite par les présentations successives et
augmentation lorsqu’un nouvel individu est présenté) tandis qu’il I'altére chez les souris Magel2WT. Ces

expériences sont en cours.
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6. Bilan et conclusion

Dans cette étude, nous avons montré que la vasopressine et I'ocytocine jouent séquentiellement un
role pour I'établissement du comportement social. L’activation septale des récepteurs de la vasopressine au
cours d’'une premiére interaction sociale est essentielle a la reconnaissance sociale et au processus
d’habituation tandis que l'activation des récepteurs de l'ocytocine septaux au cours des interactions
suivantes avec le méme juvénile est essentielle au regain d’intérét induit par la présentation d’un juvénile
inconnu.

Ces fonctions suggérent qu’une altération de la réponse du septum a l'ocytocine et/ou a la
vasopressine pourrait se traduire par une altération des comportements sociaux. C’'est le cas chez les
animaux Magel2KO dont les neurones du septum sont sensibles a I'ocytocine et a la vasopressine mais dans
lesquels la réponse a ces deux peptides est modifiée. Ces animaux présentent des troubles sociaux rappelant
ceux induits par l'inhibition des récepteurs de 'ocytocine septaux malgré une augmentation de la proportion
des neurones activés par la TGOT suggérant ainsi une réorganisation du réseau septal sensible a I'ocytocine
et éventuellement a la vasopressine.

Dans le cadre de cette étude, nous perfectionnons le développement d’un outil de mesure EEG
parametré sur la libération septale d’ocytocine et/ou de vasopressine. En effet, la modification de I'activité
EEG induite par I'interaction sociale est dépendante de I'action de I'ocytocine au moins au niveau du septum
latéral. De plus, une altération de la fonction de ce systéme se répercute sur |'activité EEG. Un tel outil devrait
nous permettre de diagnostiquer une altération de ce réseau dans des modeéles animaux présentant des

troubles sociaux (ou chez ’'Homme) et de suivre I'efficacité d’un traitement.

Rappel de la question posée initiallement

La modulation, par I'ocytocine et la vasopressine de I'activité du septum, est-elle essentielle a la régulation

des comportements sociaux ?

Ainsi, pour répondre a la question posée, nous pouvons dire que les neurones du septum latéral sont

controlés par la vasopressine et I'ocytocine et ce contréle de I'activité septale est mis en jeu respectivement

au cours du processus d’habituation sociale et de discrimination sociale.
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PARTIE B : Développement du systeme ocytocine et conséquence

d’un traitement précoce a I’ocytocine chez les souris Magel2KO

Dans I'étude précédemment décrite, nous avons étudié I'impact de I'ocytocine et de la vasopressine
sur I"'une des cibles des neurones ocytocinergiques du PVN dont la sensibilité a I'ocytocine est altérée dans
le cadre d’une déficience pour le géne Magel2: le septum latéral. Dans |'étude présente, complémentaire,
nous avons interrogé la fonction des neurones ocytocinergiques au cours du développement. En effet,
I'altération de la réponse septale a l'ocytocine a probablement une origine développementale. Ceci est
suggéré par le fait que chez les souris adultes males Magel2KO, le septum latéral exprime moins de
récepteurs de |'ocytocine mais recoivent un plus grand nombre de fibres contenant de I'ocytocine. Une
altération de la connection ocytocino-septale pourrait avoir pour origine une modification précoce des

propriétés des neurones ocytocinergiques qui envoient leurs fibres jusqu’au septum.

Question posée :

Le développement des neurones ocytocinergiques du PVN est-il modifié chez les souris Magel2KO et

les défauts observés sont-ils restaurés par le traitement péri-natal a 'ocytocine ?

Objectifs :

- Décrire le développement des propriétés électrophysiologiques et morphologiques des
neurones ocytocinergiques du PVN chez des animaux WT et des animaux déficients pour le
géne Magel2.

- Comprendre I'impact d’un traitement péri-natal sur les propriétés électrophysiologiques et
morphologiques de ces neurones au cours du développement chez des individu Magel2KO

et leurs congénéres Magel2WT.

Stratégie expérimentale mise en ceuvre :

Pour répondre a cette question, nous avons réalisé des expériences d’électrophysiologie en tranche
sur les neurones ocytocinergiques du noyau paraventriculaire au cours du développement péri-natal chez

des souris males Magel2KO et Magel2WT.

NB : Cette étude est I'objet d’une contribution equivalente avec le Dr. Elisabete Augusto. Une partie des

données présentées ont été obtenues lors de son post-doctorat au laboratoire.
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1. Développement des propriétés électrophysiologiques et
morphologiques de neurones ocytocinergiques du PVN chez la souris

Magel2KO

1.1.Résultats

Afin d’étudier les propriétés électrophysiologiques des neurones OT du PVN, des tranches aigués de
cerveau de souris OT-GFP ont été réalisées au vibratome. Les neurones du PVN GFP+, qui sont de nature
ocytocinergiques (Fig 26A) ont été enregistrés. L'activité électrique spontanée a -50mV a été enregistrée en
configuration « cellule entiére » et « courant imposé ». La fréquence d’émission spontanée des potentiels
d’action a ainsi été déterminée. Sur les mémes cellules, I'activité synaptique spontanée a été mesurée en
configuration « cellule entiére » et en voltage imposé a -60mV. Ainsi, la fréquence des évenements
synaptiques et leur amplitude ont été déterminés.

Cette étude a été réalisé lors du 7-8°™ jour post-natal (P7-P8) (groupe post-natal week 1 : PW1) et

lors du 14-15%™ jour post-natal (P14-P15) (groupe post-natal week 2 : PW?2).

Lorsque la fréquence des potentiels d’action est évaluée chez des animaux Magel2WT et Magel2KO,
on observe que celle-ci est plus faible chez les souris Magel2KO (Fig 26B). Ceci s’accompagne par une
augmentation significative de I'amplitude (Fig 26C) mais pas de la fréquence (Fig 26D) des évenements
synaptiques des neurones du PVN, démontrant des altérations de la fonction de ces neurones aussi précoces
que P7-P8 chez les animaux Magel2KO. D’autre part, certains troubles apparaissent plus tard (P14-P15).

L’altération fonctionnelle des neurones OT-GFP du PVN s’accompagne d’une altération significative
de la complexité morphologique des ces neurones, treés tot au cours du développement (Fig 26E et 26F). En
effet, les souris WT présentent un nombre de dendrites primaires important a PW1. Entre la premiére et la
deuxiéme semaine, la moitié des dendrites sont perdues, probablement via un mécanisme de sélection (voir

discussion). Chez les animaux KO, a PW1 le nombre de dendrites est faible et similaire a celui obtenu a PW2.
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Figure 26 : Les propriétés électrophysiologiques et morphologiques des neurones ocytocinergiques du PVN

different entre les souris males Magel2WT et Magel2KO
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* . 2 way anova, facteur génotype

# : post hoc : différence a un age donné

A. lllustration obtenue aprés marquage de la neurophysine 1 (Anticorps généré par G. Alonso) (rouge)
dans une souris OT-GFP (vert).
SON = noyau supra-optique, PVN = noyau para ventriculaire de I’hypothalamus

B. Fréquence d’émission spontanée des potentiels d’action (Moyennes +/- SEM, N (cellules) =20 WT a
PW1let17aPW2;7KOaPWletl7aPW2)
2-way ANOVA : Effet du développement: F(1,57)=1.862 p=0.1778; effet du génotype: F(1,57)=5.646
p=0.0209 ; effet de I'interaction : F(1,57)=0.2829 p=0.5968

C. Amplitude des événements synaptiques spontannés excitateurs (EPSC) (Moyennes +/- SEM, N
(cellules) =19 WT a PW1et21aPW2;22KOaPW1letl7aPW2)
2-way ANOVA : Effet du développement: F(1,75)=2.841 p=0.0960; effet du génotype: F(1,75)=8.168
p=0.0055 ; effet de I'interaction : F(1,75)=0.2307 p=0.1330
Comparaison des groupes par analyse post-hoc de Sidak
PW1 (WT vs KO) p=0.5601 ; PW2 (WT vs KO) p=0.0066

D. Fréquence d’émission des événements synaptiques excitateurs (EPSC) (Moyennes +/- SEM, N
(cellules) =19 WT a PW1 et 20 a PW2; 22 KO a PW1 et 15 a PW2)
2-way ANOVA : Effet du développement: F(1,72)=3.004 p=0.0874; effet du génotype: F(1,72)=0.0453
p=0.8321 ; effet de I'interaction : F(1,72)=2.042 p=0.1573

E. Exemples représentatifs de I'arborisation dendritique de neurones ocytocinergiques issues du PVN
de souris Magel2WT ou Magel2KO

F. Nombre de dendrites primaires des neurones OT-GFP du PVN entre PW1 et PW2 chez des souris
Magel2KO et Magel2WT - Moyennes +/- SEM, N (cellules) = 12 WT a PW1 et 25 a PW2 ; 29 KO a PW1
et 11 a PW2)
2-way ANOVA : Effet du développement: F(1,53)=0.7602 p=0.3872; effet du génotype: F(1,53)=3.449
p=0.0688 ; effet de I'interaction : F(1,53)=3.966 p=0.0516
Comparaison des groupes par analyse post-hoc de Sidak

PW1 (WT vs KO) p=0.0317 ; PW2 (WT vs KO) p=09930

NB : une partie des résultats décrits ici ont été obtenus par Elisabete Augusto. Les images utilisées en figure

16A et 16E sont les siennes.
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1.2. Discussion

1.2.1. Interprétation des résultats obtenus et lien avec les études précédentes

Dans cette étude une modification du développement des neurones ocytocinergiques du PVN a été
mise en évidence chez les souris Magel2KO males. Celles-ci présentent :
- une diminution de la fréquence spontanée d’émission de leurs potentiels d’action
- une diminution du nombre de dendrites primaires a PW1

- une augmentation de I'amplitude des évenements synaptiques a PW2

Les études précédentes sur ce modeéle avaient permis de montrer une importante réduction de
I’ocytocine mature dans I’hypothalamus a PO ainsi qu’une accumulation de formes immatures au sein du PVN
suggérant un défaut précoce de maturation de I'ocytocine [254]. Ces résultats suggéraient des altérations

majeures de la fonction des neurones ocytocinergiques.

Le défaut morphologique, a savoir I'impact sur I'arborisation dendritique, est transitoire. Des
données obtenues sur quelques animaux a P3 suggérent qu’a cet age la différence entre le nombre de
dendrites primaires compté sur des neurones issus de souris WT et de souris KO est encore plus marquée.
Cette différence est principalement due au fait que les neurones issus de souris WT possedent une
arborisation dendritique plus dense au cours des premiers jours de la vie mais que rapidement, celle-ci
s’élague. Cet élagage pourrait étre |'objet d’une sélection. Un tel processus a déja été décrit au cours du
développement et joue un role important dans la connectivité neuronale du cortex visuel, le tractus infra-
pyramidal de I"hippocampe ou du cortex pré-frontal [390]. Ce processus a également lieu au cours du
développement post-natal des neurones ocytocinergiques du SON chez le rat [286]. Ces résultats suggérent
gu’un mécanisme de maturation trés précoce des neurones OT hypothalamiques pourrait faire defaut chez
les animaux Magel2KO. Le mécanisme en question semble étre impliqué dans le développement des
connexions des neurones ocytocinergiques du PVN et pourrait avoir des conséquences importantes sur
I’établissement de connections avec d’autres structures du cerveau via différents systemes interconnectés

dont I'identité et I'état de maturité au cours des premiéres semaines de vie sont a définir.

Les souris Magel2KO présentent des événements synaptiques plus amples que les animaux WT. Ceci
ne peut pas étre expliqué simplement par une modification de la résistance membranaire. En effet, si la

résistance membranaire augmentait de maniére notable en I'absence de Magel2, les événements
184



synaptiques seraient effectivement plus amples lorsqu’ils sont enregistrés dans le corps cellulaires du fait
d’une atténuation réduite mais les évenements synaptiques peu amples, que l'on perd du fait de
I'atténuation deviendraient visibles et ainsi, le nombre d’évenements synaptiques que nous sommes
capables de détecter augmenterait ce qui n’est pas le cas ici. L’hypotheése que I'on peut avancer est la
suivante : chez les souris Magel2KO, le nombre de récepteurs dans chaque synapse est plus grand.

Magel2 joue un réle important dans la régulation du systéme de dégradation/recyclage des protéines
via le systeme ubiquitine ligase. Une étude récente qui sera plus amplement discutée dans la partie
discussion générale de cette thése suggeére qu’une altération de la fonction du systeme d’ubiquitination
serait a I'origine d’une hyperconnectivité synaptique [391]. Le résultat que nous avons obtenu concernant

I"amplitude des évenements synaptiques chez la souris Magel2KO va dans le sens de cette hypothese.

1.2.2. Questions posées et expériences possibles

Dans cette étude, nous avons choisi d’interroger la fonction des neurones ocytocinergiques du PVN
a 2 temps: PW1 et PW2. Notons qu’il serait intéressant d’étudier les mémes propriétés plus tot (mais
I’expression de la GFP est alors faible ce qui est une limite importante) ou plus tard. En effet, nous pourrions
ainsi savoir si les troubles décrits a PW2 perdurent et sont maintenus chez I'adulte ou s’ils sont eux aussi

transitoire suggérant que le probléeme des souris Magel2 est développemental.

Un autre élément qu’il serait intéressant d’étudier est le développement des projections
ocytocinergiques vers les autres structures cérébrales [92]. Pour cela, nous pourrions utiliser la technique de
transparisation des tissus couplée a un immuno-marquage et a une imagerie réalisée avec un microscope a

feuillet de lumiere. Cette etude est entreprise par nos collaborateurs de I'équipe de F. Muscatelli.

Il faudrait également étudier la réponse de ces neurones a la stimulations d’afférences issues de

structures relevantes dans le cadre de la régulation des comportements sociaux.

Dans la suite de I'étude, nous avons souhaité interroger I'impact d’un traitement péri-natal a

I’ocytocine la maturation des neurones OT-GFP du PVN dans des souris MAGEL2 WT et KO.
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2. Impact d’un traitement périnatal a I'ocytocine sur la maturation des

propriétés électrophysiologiques des neurones a ocytocine

2.1.Résultats

Un traitement sous cutané a l'ocytocine quotidien a été réalisé sur les souriceaux Magel2WT et
Magel2KO entre PO et P6. L’expérience contrdle a consisté en I'injection sous cutanée de solution saline. Les

propriétés électrophysiologiques et morphologiques ont ensuite été étudiées.

Lorsque la morphologie des neurones est évaluée a PW1, age auquel les souris Magel2KO présentent
une arborisation dendritique plus faible que les souris Magel2WT, le traitement est sans influence (Fig 27A).
Notons que le traitement semble avoir un impact sur ce parameétre puisque le nombre d’arborisations
dendritiques des animaux non traités est différent de celui des animaux traités. Ceci peut s’expliquer par un
impact du stress induit par la manipulation quotidienne de I'animal ayant lieu lors de I'injection ou par la

séparation de sa mere (bien que cette séparation dure moins de S5minutes).

La fréquence d’émission des potentiels d’action, dimunée chez les souris Magel2KO, n’est pas
restaurée par la traitement péri-natal. Notons de plus qu’un traitement péri-natal a I'ocytocine chez les
animaux WT induit, a PW2, une diminution de la fréquence d’émission des potentiels d’action (Fig 27B). De
la méme facon que pour la morphologie, on observe un impact de la manipulation sur la fréquence

d’émission des potentiels d’action.

L'amplitude des évenements synaptiques enregistrés dans les neurones ocytocinergiques est
augmentée a PW2 chez les souris Magel2KO par rapport aux souris Magel2WT des mémes portées (Fig 27C).

Aprés un traitement périnatal a I'ocytocine, ce défaut est corrigé.

Lors de I"'administration, nous avons noté un effet vasopresseur de I'ocytocine au niveau du site
d’injection, suggérant que le bolus d’injection d’ocytocine pourrait activer localement des effets non desirés
par le biais des récepteurs V1a de la vasopressine (Fig 27D). Nous nous sommes donc demandé si les effets
de 'ocytocine sur le développement des propriétés électrophysiologiques des neurones a ocytocine étaient
dus a l'activation des récepteurs de la vasopressine ou des récepteurs de I'ocytocine. Pour répondre a ce

probléme, nous avons administré de la TGOT (la concentration utilisée étant calculée en fonction du Ki de
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cette drogue) au lieu de I'ocytocine. Dans ces conditions, I’effet vasoconstricteur n’est plus observé (Fig 27D).
Nous avons donc effectué un traitement des souriceaux d’une durée d’une semaine avec de la TGOT injectée
quotidiennement en sous cutané. Avec ce traitement, la restauration de I'amplitude des événements
synaptique est moins flagrante mais consistente avec le traitement a I'OT (Fig 27F)

, suggérant vraissemblablement que |'effet vasopresseur du bolus d’injection est finalement

négligeable sur la réponse des neurones OT-GFP centraux.
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Figure 27 : Un traitement périnatal a I’'ocytocine (ou a la TGOT) restaure I'laugmentation de I'amplitude des

événements synaptique observée chez les souris Magel2KO
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Nombre de dendrites primaires a PW1 chez des animaux Magel2WT et Magel2KO traités au cours de la
premiére semaine de vie a I'ocytocine ou avec une solution saline (Moyenne +/- SEM, N (cellules) = 3 WT
NaCl, 12 KO NaCl, 16 WT OT, 9 KO OT)

2-way ANOVA, Effet du traitement : F(1,36)=0.6811 p=0.4147 ; effet du génotype : F(1,36)=1.673 p=0.2041 ; effet de
I'interaction : F(1,36)=0.02275 p=0.8809

Fréquence d’émission des potentiels d’action a PW1 et PW2 chez des animaux Magel2WT ou Magel2KO
traités au cours de la premiére semaine de vie a I'ocytocine ou avec une solution saline (Moyenne +/- SEM,
N (cellules) =7 WT NacCl, 15 KO NaCl, 25 WT OT, 8 KO OT a PW1 et 17 WT NaCl, 17 KO NaCl, 17 WT OT, 15 KO
OT a PW2)

2-way ANOVA, Effet du développement : F(1,113)=0.4168 p=0.5198 ; effet du génotype : F(3,113)=3.118 p=0.0290;
effet de I'interaction : F(3,116)=1.679 p=0.1756

Comparaison des groupes par analyse post-hoc de Sidak

PW?2 : WT NaCl vs KO NaCl p=0.0145 ; WT NaCl vs WT OT p=0.0020 ; WT NaCl vs KO OT p=0.0242

Amplitude des événements synaptiques excitateurs (EPCS) a PW2 chez des animaux Magel2WT et Magel2KO
traités au cours de la premiére semaine de vie a I'ocytocine ou avec une solution saline (Moyenne +/- SEM,
N (cellules) = 20 WT NaCl, 20 KO NaCl, 14 WT OT, 14 KO OT)

2-way ANOVA, Effet du traitement : F(1,64)=0.5101 p=0.4777 ; effet du génotype : F(1,64)=0.769 p=0.3838 ; effet de
I'interaction : F(1,64)=13.27 p=0.0005

Comparaison des groupes par analyse post-hoc de Sidak

WT NaCl vs KO NaCl p=0.0048 ; KO NaCl vs KO OT p=0.0181 ; WT NaCl VS KO OT p>0.9999

Photos de souriceaux juste apres le traitement périnatal.

Haut : le traitement au NaCl n’induit pas de vasoconstriction

Milieu : le traitement a I'ocytocine (20ul & 10*M) induit une vasoconstriction (indiquée par les fleches blanches)

Bas : le traitement a la TGOT (20ul a 5x10°M) n’induit par de vasoconstriction

Amplitude des événements synaptiques excitateurs (EPCS) a PW2 chez des animaux Magel2WT et Magel2KO
traités au cours de la premiére semaine de vie a la TGOT ou avec une solution saline (Moyenne +/- SEM, N
(cellules) = 20 WT NacCl, 20 KO NaCl, 26 WT TGOT, 10 KO TGOT)

2-way ANOVA, Effet du traitement : F(1,72)=8.716 p=0.0043 ; effet du génotype : F(1,72)=14.41 p=0.0003 ; effet de
I'interaction : F(1,72)=0.1779 p=0.6745

Comparaison des groupes par analyse post-hoc de Sidak

WT NacCl vs KO NaCl p=0.0103 ; KO NaCl vs KO TGOT p=0.2017 ; WT NaCl VS KO OT p=0.9957

NB : une partie des résultats concernant la premiére semaine post-natale ont été obtenus par

Elisabete Augusto.
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2.2. Discussion

2.2.1. Interprétation des résultats obtenus et lien avec les études précédentes

Nous avons montré que l'administration d’ocytocine a la naissance restaurait, chez les souris
Magel2KO, une amplitude des évenements synaptiques semblable a celle mesurée chez les souris Magel2WT.
Les autres parameétres, eux, ne sont pas améliorés par un tel traitement péri-natal. Afin d’interpréter les
résultats obtenus a PW1, nous devons tenir compte du fait que I'administration quotidienne d’ocytocine a
eu lieu jusqu’a la veille de I'expérience et qu’un effet a court terme de celle-ci est encore possible. Ceci
biaiserait les résultats et pourrait expliquer, en partie, I'impact de la manipulation observé lors de la

comparaison des résultats obtenus chez les souris Magel2WT et les souris Magel2WT traitées au NaCl.

En ce qui concerne l'impact du traitement a I'ocytocine chez les animaux WT, celui-ci induit, a PW2
une diminution de la fréquence d’émission des potentiels d’action. Ce résultat est surprenant. En effet, les
souris Magel2KO présentent un défaut de maturation de I'ocytocine et une diminution de la fréquence
d’émission des potentiels d’action. On s’attendrait donc a ce que les souris WT traitées a I'ocytocine
présentent une augmentation de I'activité électrique des neurones ocytocinergiques. Cette incohérence peut
s’expliquer de deux manieres :

- L'ocytocine pourrait désensibiliser les récepteurs de I'ocytocine chez la souris WT
- La déficience de Magel2 ne module pas seulement le systeme ocytocinergique mais a des

conséquences plus complexes.

De plus, nous montrons qu’une administration d’ocytocine sous forme de « bolus » induit une
vasoconstriction probablement dépendante d’une activation des récepteurs V1a de la vasopressine. Chez la
souris, I'utilisation de la TGOT est une alternative intéressante qui module de facon semblable I'amplitude
des évenements synaptiques sans induire de vasoconstriction. Chez I’'Homme, I'administration de fortes
doses d’ocytocine peut induire un effet cardio-vasculaire [392]. Le développement et l'utilisation de

molécules plus spécifiques serait d'un grand intérét.

2.2.2. Questions posées et expériences possibles

Les questions posées par cette étude concernent principalement le devenir des animaux traités.
L’étude actuellement en cours consiste a étudier le comportement social ainsi que la réponse septale a

I’ocytocine et a la vasopressine chez des animaux ayant ou non recu un traitement péri-natal. En effet, au-
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dela de ces effets locaux sur I'activité des neurones ocytocinergiques, plutot faibles, il est possible que le
traitement modifie la connectivité du PVN avec ses cibles afférentes ou efférentes chez I’adulte, restaurant

ainsi les comportements sociaux.

3. Bilan et conclusions

Cette étude nous a permis de mettre en évidence des troubles électrophysiologiques et
morphologiques des neurones ocytocinergiques du PVN de souris Magel2KO au cours du développement. De
plus, elle nous a permis de montrer qu’une partie de ces troubles est restaurée par un traitement périnatal a
I'ocytocine ou a la TGOT suggérant que la restauration observée est in dépendante de l'activation des

récepteurs Vla de la vasopressine.

Question posée :

Le développement des neurones ocytocinergiques du PVN est-il modifié chez les souris Magel2KO et les

défauts observés sont-ils restaurés par le traitement péri-natal a I'ocytocine ?

Pour répondre a la question posée, nous pouvons dire que le développement des neurones
ocytocinergiques du PVN est modifié chez les souris Magel2KO mais des troubles observés, seuls quelques
uns sont restaurés par un traitement OT a la naissance, ne permettent pas d’expliquer raisonnablement les
défauts comportementaux observés chez I'adulte. L’étude du comportement des souris adultes traitées a la

naissance apportera des réponses, peut étre plus incisives, a cette question.
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1. Un réseau septal sensible a I’ocytocine et a la vasopressine dont la
fonction est essentielle a la régulation des comportements sociaux

1.1. Résumé des principaux résultats obtenus et élaboration d’'un modéle

1.1.1. Une séquence ocytocine/vasopressine

Les résultats obtenus au cours de cette thése ont permis de montrer que la vasopressine et
I’ocytocine libérées au sein du septum latéral lors des interactions sociales sont essentielles a la régulation
de des comportements sociaux. De plus ces deux hormones jouent des roles séquentiels :

- La fonction de la vasopressine est mise en jeu lors de la premiére interaction avec un juvénile
inconnu. Des lors, elle permet la diminution d’intérét induite par les présentations successives du
méme individu.

- La fonction de I'ocytocine est mise en jeu au cours du processus d’habituation. Ainsi, elle permet le

regain d’intérét lorsqu’un nouvel individu est présenté.

Ces deux étapes sont essentielles pour les comportements sociaux et I'ocytocine et la vasopressine
jouent ainsi des réles complémentaires. Notons que ces effets semblent spécifiques des interactions sociales
puisque I'administration d’un antagoniste des récepteurs de 'ocytocine et de la vasopressine lors de la

premiere interaction n’altére pas significativement I'interaction avec un objet.

1.1.2. Réponse des neurones du septum latéral a la vasopressine et a un agoniste des récepteurs de

I'ocytocine

Au cours de cette thése, nous avons commencé a décrire comment |'action de I'ocytocine et de la
vasopressine sur le septum module I'activité des neurones de cette structure. Ainsi, nous avons pu montrer
que les neurones du septum latéral répondent a I'application d’ocytocine et/ou de vasopressine par une
modulation de leur activité électrique et que la nature de cette réponse détermine 3 catégories neuronales
identifiées aux propriétés électrophysiologiques et morphologiques propres.

Notons que I'impact de la vasopressine sur I'activité électrique dans les neurones activés par la
vasopressine est dépendant de I'existence d’une activité synaptique. La réponse électrique de ces neurones

est donc dépendante de la coincidence entre une activation des afférences (présence d’événements
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synaptiques) et le signal vasopressinergique. Ces neurones pourraient donc jouer un réle essentiel dans la

détection d’un contexte.

Les différents résultats obtenus nous permettent d’élaborer un modele illustré en figure 28.
Dans celui-ci, I'ocytocine et la vasopressine modulent I'activité neuronale de deux maniéres :
- via une action directe sur la fréquence d’émission des potentiels d’action
- via une modulation de l'activité synaptique qui pourrait jouer un réle sur la modulation des

informations recues d’autres structures cérébrales (hippocampe par exemple)

1.1.3. Elaboration d’'un modeéle basé sur une libération séquentielle de vasopressine et d’ocytocine

dans le septum latéral

Lors de la premiere rencontre sociale, une activation du BNST [393] [394] [395] induirait I'activation
des neurones vasopressinergiques et une libération septale de vasopressine [143]. Ceci pourrait étre
controlé par des afférences issues des bulbes olfactifs (puisque I'olfaction constitue le sens principal des
rongeurs et que le BNST est fortement connecté aux bulbes olfactifs accessoires). Les neurones du septum
latéral étant majoritairement GABAergiques, la vasopressine pourrait alors :

- inhiber directement I'activité des neurones décrits comme « inhibés » modulant ainsi la sortie
d’informations du septum latéral vers le septum médian

- augmenter l'activité électrique dans les neurones activés ce qui induirait une augmentation de la
fréquence des événements GABAergiques percus par les neurones inhibés suggérant une
amplification de I'inhibition de ces neurones. De plus, en I'absence de stimulation ocytocinergique,
ceci induirait un contréle inhibiteur sur les neurones activés par la TGOT.

L'inhibition des neurones inhibés, qui semblent constituer la voie de sortie du septum latéral vers le
septum médian, induirait une désinhibition partielle des neurones cibles au sein du septum médian. Notons
que la nature des connections intra-septales est méconnue (pour revue, voir [323] et les références citées)
mais le septum latéral semble envoyer des projections GABAergiques vers les neurones cholinergiques du
septum médian. Ces derniers sont connectés a I’hippocampe et leur activation optogénétique augmente la
proportion d’ondes de type theta (4-10Hz) dans I'activité EEG [396] ce qui est cohérent avec les résultats
obtenus dans notre étude. Cette modulation de I'activité hippocampique pourrait résulter en la création
d’une « mémoire sociale » a court terme qui serait nécessaire a la reconnaissance sociale et a la diminution

d’intérét au fil des présentations.
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Dans le cas ol une nouvelle rencontre avec le méme juvénile a lieu, nous faisons I’hypothése que
celle-ci n’induirait pas I'activation du BNST et donc n’induirait pas la modulation de la libération septale de
vasopressine. Les effets de I"administration de vasopressine dans la tranche durent plusieurs dizaines de
minutes suggérant que dans le cas d’une libération de vasopressine, les effets électrophysiologiques sur les
neurones activés par la vasopressine persiteraient. D’autre part, le PVN serait activé et une libération septale
d’ocytocine serait alors induite. Il y aurait alors une coincidence d’événements induisant une inhibition des
neurones inhibés ce qui pourrait se traduire par une désinhibition de la connection entre le septum latéral
et le septum médian. Dés lors, la désinhibition des connexions cholinergiques du septum médian conduirait
a une augmentation de I'attention. Cette augmentation de I'attention serait essentielle au regain d’intérét
pour un nouveau juvénile lorsque celui-ci est présenté a la suite d’un protocole tel que celui que nous avons
utilisé. Elle permettrait a la souris étudiée d’étre plus sensible lors de la présentation d’un nouveau juvénile.
En effet, une étude a permis de montrer que |'activation du septum latéral induisait une diminution de I'éveil
cortical cholinergique et dans le cas que nous décrivons, I'action de la vasopressine se traduit par une

inhibition des neurones de sortie du septum latéral [319].

Lorsqu’un nouvel individu serait présenté, I'action de la vasopressine sur les neurones activés par la
vasopressine pourrait induire une importante inhibition des neurones activés par la TGOT empéchant leur
effet et permettant de retrouver une activité dans les neurones inhibés semblable a celle observée lors de la

premiere interaction.

La séquence refleterait ainsi les signaux cumulatifs successifs : la vasopressine serait libérée seule

lors de la premiere interaction et son effet perdurerait au cours de I"habituation tandis que I'ocytocine ne

serait libérée qu’au cours de cette derniére phase.
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Figure 28 : Modeéle mettant en relation les 3 catégories neuronales décrites au sein du septum latéral et

proposant une hypothése quant au role de ce réseau pour la régulation des comportements sociaux
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1.1.4. Explications, basées sur ce modele, de I'impact comportemental de la modulation

pharmacologique de cette séquence

Ce modeéle permettrait d’expliquer les effets comportementaux de I'administration septale des
antagonistes :

- L’ocytocine n’étant pas libérée au cours de la premiére rencontre, un antagoniste ocytocinergique
est sans impact

- L'antagoniste V1a administré au cours de la premiére rencontre empéche [I'activation
vasopressinergique et donc l'identification de I'individu présenté ce qui se traduit par une absence
de perte d’intérét

- L’antagoniste V1a administré au cours de la 3°™ rencontre est sans impact puisque I'activation
vasopressinergique n’a déja plus lieu

- L’antagoniste ocytocinergique administré au cours de la 3™ rencontre bloque le regain d’attention
nécessaire a |'interaction avec un nouveau juvénile sans altérer la « mémoire » a court terme qui
est déja en place (puisque la souris étudiée ne présente pas d’altération de la reconnaissance

sociale lors de la 4°™ interaction).

1.1.5. Situations physiologiques ou pathologiques induisant une altération de la séquence

vasopressine/ocytocine et conséquences comportementales

Nous avons montré que les souris Magel2KO présentent une altération du regain d’intérét
normalement induit par la présentation d’'un nouveau juvénile. De plus, chez ces animaux, la catégorie
neuronale correspondant a des neurones inhibés par I'application de TGOT et de vasopressine est presque
perdue.

Chez ces animaux, I'ocytocine et la vasopressine pourraient induire une légére désinhibition qui se
traduirait par une mémoire a court terme et une habituation. En revanche, les neurones inhibés étant moins
nombreux que chez les souris WT, la désinhibition des neurones du septum médian ne pourrait étre que tres
partielle ce qui empécherait I'effet sur I'attention et qui se traduirait par une absence de regain d’intérét

dans ce protocole.

D’autre part, plusieurs études précédentes ont mis en lumiére des défauts pouvant conduire a une

altération fonctionnelle de ce réseau.
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Facteurs environnementaux

Jusqu’ici une seule étude avait mis en évidence une altération de 'activité vasopressinergique induite
par l'interaction sociale au niveau du septum latéral. Cette altération observée chez I'adulte, était la
conséquence d’'un stress périnatal de séparation de la mére. Ainsi, ce systéme est contr6lé par des facteurs
environnementaux. Dans cette étude, il a été montré que cette altération de la fonction vasopressinergique
altere la reconnaissance sociale ce qui est en accord avec les résultats que nous avons obtenus apres

inhibition pharmacologique des récepteurs de la vasopressine lors de la premiéere interaction sociale.

D’autre part, plusieurs études avaient montré que des facteurs environnementaux pouvaient influer
sur la modulation de I'activité septale par I'ocytocine et/ou vasopressine. C'est notamment le cas :

- de l'inactivation précoce des récepteurs de I'ocytocine qui diminue le nombre de sites de liaison
V1a au niveau du septum [165]. A long terme, ceci induira une diminution des comportements
paternels [397].

- de l"utilisation d’amphétamines qui, chez le rat male induit une diminution des taux de vasopressine
septaux [398]. De plus, une administration d’amphétamines altére la mémoire sociale chez des rats
montrant encore l'importance de la régulation vasopressinergique de l'activité septale pour la
régulation des comportements sociaux [399].

- de la lactation qui induit une libération septale d’ocytocine [137]. Celle-ci pourrait, chez la mére,

prévenir la perte d’intérét pour les petits via une augmentation de I'attention.

L'impact de ces différents facteurs sur les comportements sociaux pourrait ainsi en partie étre
expliqué par leur action sur la modification de la réponse ocytocinergique ou vasopressinergique septale

induite par l'interaction sociale.

Un facteur environnemental important régulant a la fois le systéme ocytocine/vasopressine et les
comportements sociaux est le stress. Le lien entre stress et comportement social est complexe et contexte
dépendant [400] ce qui suggere que le stress agit via des mécanismes différents afin de réguler les
interactions sociales. L'un des mécanismes impliqués pourrait passer par une modulation de |’action septale
de I'ocytocine et de la vasopressine. En effet, un stress aigu (nage forcée) induit une libération septale de
vasopressine et celle-ci favorise une réponse comportementale active (échappement) [339]. Cette libération
septale de vasopressine pourrait moduler les comportements sociaux suite au stress.

D’autre part, un stress social induit une libération septale d’ocytocine (sans effet sur la vasopressine)
[401]. Une étude de Guzman a permis de montrer que |'activation septale des récepteurs de I'ocytocine
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menait a une augmentation du temps d’immobilité induit par la peur suite a un protocole de défaite sociale
[127]. Ainsi, I'activation des récepteurs septaux de I'ocytocine est mise en jeu dans |'aversion sociale induite
par le stress social. Dans ce cadre, la libération septale de vasopressine n’a pas lieu [401] et ceci pourrait étre
di a une modification de I'activité de I'amygdale étendue (BNST et amygdale), une structure sensible au
stress [402] et qui envoie des projections vasopressinergiques jusqu’au septum latéral. La séquence
vasopressine/ocytocine que nous avons décrite dans le cadre de cette thése ne serait pas respectée et

I'impact de I'ocytocine septale sur I'interaction sociale serait tout autre : elle induirait une aversion sociale.

Facteurs génétiques

Des études précédentes avaient déja permis de montrer que les rats sélectionnés par croisements
pour des hauts ou faibles taux d’anxiété (rats HAB ou LAB) présentaient des taux de vasopressine septaux
différents. De plus, les rats LAB présentent une diminution de la libération septale de vasopressine ainsi
gu’une activation neuronale induite par I'agression diminuée dans le septum latéral (évalué par le calcul
nombre de cellules c-fos positives) et ces animaux présentent une agressivité plus importante que les rats
HAB [141]. Ceci correspond a nos résultats dans le sens ou une diminution de la libération septale de
vasopressine augmente |'agressivité (dans ce papier) et le blocage septal des récepteurs vasopressinergiques
empéche 'effet de I’habituation sociale sur la durée des interactions (dans notre étude).

D’autres études encore ont permis de montrer le role d’un microsatellite du géne du récepteur Vla
dans la formation du couple chez le campagnol. De maniére intéressante, ce microsatellite controéle
I’expression du récepteur et differe entre les espéces monogames et non-monogames [403]. Chez les espéeces
polygames, le nombre de sites de liaison V1a dans le septum est plus élevé [404]. L'activation de ces
récepteurs est essentielle a I’habituation sociale chez la souris. Si ce mécanisme est conservé, il est cohérent
qu’ils soient plus exprimés dans les especes polygames dans lesquelles ce processus d’habituation sociale est

bien présent puisqu’ils ne présentent pas de préférence pour leur partenaire.

Ainsi, les résultats obtenus dans le cadre d’un effet génétique sur la modulation, par I'ocytocine et/ou

la vasopressine, du septum latéral pourraient étre expliqués a la lumiere des résultats obtenus dans notre

étude.

199



1.1.6. Perspectives : la restauration de la séquence vasopressine/ocytocine permettrait-elle de

corriger les troubles comportementaux observés chez les souris Magel2KO ?

Cette séquence essentielle a la régulation des comportements sociaux semble altérée chez les
animaux Magel2KO. Nous avons démarré un programme expérimental consistant a moduler, dans le septum
latéral de souris Magel2KO la fonction ocytocinergique et vasopressinergique au cours de l'interaction sociale

afin de restaurer les comportements sociaux.

Pour cela, nous avons développé deux stratégies complémentaires:

- la premiere, pharmacologique, est basée sur I'administration intra-septale de vasopressine lors de
la premiére rencontre ou d’ocytocine lors de la troisieme rencontre avec le juvénile.

- Le seconde, optogénétique, est basée sur ['utilisation d’'une channelrhodopsine adressée
respectivement aux neurones vasopressinergiques ou ocytocinergiques et d’une fibre optique
permettant d’exciter la channelrhodopsine du septum latéral et d’ainsi induire une libération locale
de vasopressine lors de la premiére rencontre ou d’ocytocine lors de la troisi€eme rencontre.

La seconde stratégie mis en ceuvre nécessite tout d’abord de contrdler I'efficacité de la channelrhodopsine
pour la libération septale d’ocytocine ou de vasopressine. Pour cela, nous effectuons des tests
électrophysiologiques en tranche. Pour ce test, nous utilisons des coupes frontales de cerveau de souris
exprimant la channelrhodopsine dans les neurones ocytocinergiques. Un neurone du septum latéral activé
par I'ocytocine est enregistré puis la tranche est illuminée afin de stimuler la channelrhodopsine et donc la
libération d’ocytocine. Si la libération septale d’ocytocine a lieu, la stimulation devrait reproduire I'effet de
I"application de TGOT. En testant ceci en présence d’antagonistes des récepteurs de l'ocytocine, nous
pourrons démontrer I'efficacité des outils. Une expérience semblable est réalisée afin de tester |'efficacité
d’une stratégie semblable visant a induire la libération septale de vasopressine. De plus, une telle expérience

nous permet de tester si la libération septale d’ocytocine et de vasopressine est activité dépendante.

1.2. Analyse critique des résultats obtenus

Comportement chez les rongeurs

Cette étude a été réalisée chez la souris. Chez ces animaux, la reconnaissance sociale se traduit par
une perte d’intérét. Chez I’'Homme, la reconnaissance sociale, au contraire, se traduit par une augmentation

de l'interaction. La réponse comportementale a la méme information varie donc en fonction de I'espéce.
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La modulation de I'activité septale par I'ocytocine et la vasopressine est hautement conservée chez
les rongeurs (voir la discussion associée a la partie A. 2. des résultats) et semble I’étre chez ’'Homme puisque

des récepteurs de I'ocytocine ont été observés dans cette structure [405].

Néanmoins, il serait intéressant de savoir si I'ocytocine et la vasopressine sont alors libérées dans
des conditions différentes d’une espece a l'autre. Une autre possibilité est que la réponse comportementale
a la libération septale de ces deux peptides varie d’une espéece a 'autre via une différence se situant en aval

de cette modulation.

Electrophysiologie en tranche

Les expériences d’électrophysiologie ont été réalisées sur des tranches aigues de cerveau de souris.
Dans ces tranches, frontales, les afférences issues de I’hippocampe notamment mais également du BNST et
du PVN sont coupées. Des études avaient permis de mettre en évidence un réle modulateur de la
vasopressine sur les EPSC ou les potentiels de champs induits par une stimulation de la fimbria

[344][346][372][373]. Dans cette étude, nous sommes amenés a ignorer ces effets.

Expériences mettant en jeu les éveénements synaptiques

Dans les expériences réalisées visant a décrire I'action de I'ocytocine et de la vasopressine sur
I'activité synaptique et ses conséquences sur |'effet modulateur de I'activité électrique, nous n’avons
considéré que les événements GABAergiques en nous basant sur le fait que les événements recus en
condition basale sont majoritairement bloqués par la GABAzine et que les neurones du septum latéral eux
aussi sont majoritairement GABAergiques [311]. Ainsi, dans nos interprétations, nous n’avons pas tenu
compte de I'hypothése selon laquelle 'ocytocine et/ou la vasopressine pouvaient moduler des afférences
glutamatergiques (qui pourraient étre nécessaires aux effets électriques induits par I'application de ces

drogues).

Bien que l'application de GABAzine n’empéche pas la modulation de I'activité électrique induite par
I'ocytocine et/ou la vasopressine sur des tranches frontales de cerveau de souris, il n’est pas exclu que les
évenements synaptiques GABAergiques (et leurs modulations par I'ocytocine et/ou la vasopressine) jouent
un réle prépondérant dans l'intégration des informations issues de fibres extérieures au septum et qui ont,

dans les conditions de I'expérience, été sectionnées.
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D’autre part, la mise en évidence d’évenements synaptiques dépendants de l'activation des
récepteurs GABA, (car bloqués par la GABAzine) démontre que du GABA est libéré a proximité des neurones
enregistrés. Ce GABA pourrait également agir sur des récepteurs GABAgs et cette action pourrait étre
nécessaire aux effets électriques de I'application d’ocytocine ou de vasopressine sur |'activité des neurones
du septum. Par exemple, 'administration intra-septale de baclofen (agoniste des récepteurs GABAg) induit,
chez la souris, une augmentation du temps passé a consommer du sucrose [406] ce qui suggére un effet de
ce récepteur sur la recherche de plaisir. De plus, 'administration de baclofen dans le septum latéral diminue
les effets anorexigénes du stress et augmente la quantité de sucrose ingérée [407] confirmant ces effets.
D’autre part, I'activation septale (septum médian) des récepteurs GABAg semble nécessaire a la mémoire de
travail (mesurée chez le rat dans le labyrinthe a 8 branches) [408]. Pour finir, des effets électrophysiologiques
de l'activation des récepteurs GABAg septaux sur l'activité du réseau septo-hippocampal ont été mis en
évidence [409] [410] ce qui renforce encore I'hypothése selon laquelle ces récepteurs pourraient étre

impliqués dans les effets ocytocinergiques et vasopressinergiques que nous avons décrit.

Les évenements synaptiques GABAergiques

Nous avons montré que dans les conditions de I'enregistrement, la grande majorité des événements
synaptiques recus par les neurones septaux sont des événements GABAergiques. On considéere souvent les
évenements synaptiques GABAergiques comme étant hyperpolarisants et inhibiteurs de I'activité électrique.
Néanmoins, ceci dépend du potentiel d’équilibre du chlore. En effet, les événements synaptiques
GABAergiques sont dus a l'activation des récepteurs GABAa, des récepteurs canaux qui, lorsqu’ils sont
activés, s’ouvrent. Ces récepteurs-canaux sont perméables aux ions chlorures mais le sens de passage de ces
ions est déterminé par leur potentiel d’équilibre électro-chimique lui-méme dépendant de I'expression et de
I"activité relative des pompes KCC2 (faisant sortir les ions chlorure, son activité hyperpolarise le potentiel
d’équilibre des ions chlorure) et NKCC1 (les faisant rentrer, son activité dépolarise le potentiel d’équilibre des
ions chlorure). Il est bien connu que dans |I"hippocampe, au cours du développement précoce, |'expression
et I'activité de NKCC1 est importante et celle de KCC2 plus faible. Ceci résulte en une action dépolarisante du
GABA. En revanche, plus tard, les tendances s’inversent et le GABA devient hyperpolarisant [275][278].
Néanmoins, I'étude de ce ratio dans les autres structures cérébrales n’a pas été systématique et les quelques
études menées ont permis de montrer que le GABA pouvait étre dépolarisant chez I'adulte (neurones
magnocellulaires vasopressinergiques [411]) et que l'impact dépolarisant ou hyperpolarisant du GABA
pouvait varier en fonction des conditions physiologiques (dans les neurones magnocellulaires
ocytocinergiques au cours de la lactation [412], dans le cadre d’une prise importante de sels dans les
neurones vasopresinergiques [413], dans I'aire CA1 de I’hippocampe de maniére activité-dépendante [414]).
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Une étude du potentiel d’équilibre du chlore dans les 3 catégories cellulaires décrites ainsi que chez les
animaux Magel2KO pourrait nous faire avancer sur la compréhension du mode de communication entre les
neurones du septum latéral. Pour cela, nous pourrions réaliser du patch perforé [415].

Dans notre étude, nous avons utilisé une solution intra-cellulaire menant le potentiel d’équilibre des
ions chlorure a -50mV pour étudier les effets électriques d’applications de TGOT et/ou de vasopressine mais
ceci a été choisi de maniére arbitraire puisqu’aucune expérience ne visant a déterminer la valeur du potentiel
d’équilibre n’a été réalisée. Néanmoins, notons que lors des expériences réalisées afin de déterminer
I'abondance d’événements synaptiques excitateurs et inhibiteurs, la définition de I'appartenance du neurone
enregistré a I'une ou l'autre des 3 catégories neuronales décrite a été effectuée avec un potentiel d’équilibre
du chlore a -80mV. Les proportions de neurones classés dans chacune des 3 catégories décrites semble

indépendante du potentiel d’équilibre du chlore.

Inhibition de la fonction ocytocinergique/vasopressinergique via 'utilisation d’outils

pharmacologiques ou optogénétiques

Spécificité des outils pharmacologiques utilisés in vivo

Dans cette étude, nous avons décidé d’utiliser des outils pharmacologiques pour moduler, in vivo,
I’activation des récepteurs septaux de I'ocytocine et/ou de la vasopressine. Les problémes dus a la faible
spécificité des outils pharmacologique ont été adressés via ['utilisation d’antagonistes inhibant
préférentiellement I'un ou l'autre des systémes. Les résultats obtenus étant différents, nous pouvons
conclure quant a la spécificité de I'action des outils utilisés pour inhiber ou activer les récepteurs de
I’ocytocine et de la vasopressine.

Spécificité des outils pharmacologiques utilisés ex vivo

En ce qui concerne les expériences d’électrophysiologie en tranche, nous avons utilisé de fortes doses
d’agoniste ocytocinergique (TGOT) et de vasopressine mais les résultats indiquent que méme a cette
concentration, la spécificité est maintenue. En effet, la TGOT est sans effet sur les neurones activés par la
vasopressine tandis que la vasopressine est sans effet sur les neurones activés par la TGOT.

Utilisation des outils pharmacologiques in vivo et durée de leur action

Les antagonistes utilisés in vivo sont dé-aminés et sont donc protégés de la dégradation. Nous ne
connaissons pas la demi vie de ces peptides dans les conditions expérimentales utilisées et il est donc difficile
de connaitre la durée de leur effet. Néanmoins, nous avons observé des effets différents lorsque les
administrations ont eu lieu au cours de la premiére ou de la 3®°™ interaction ce qui suggére que la dégradation
de ces peptides est effective au cours de I'expérience.

Problemes induits par I'utilisation de I'outil optogénétique
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L’utilisation de la technique d’optogénétique pose plusieurs problemes. Dans le cadre de |'utilisation
de I’halorhodopsine, une pompe a ions chlorure est exprimée a la membrane des neurones ocytocinergiques
et son activation par la lumiére au niveau des terminaisons neuronales induit leur hyperpolarisation qui
devrait empécher la libération septale d’ocytocine mais également des autres peptides et
neurotransmetteurs contenus dans ces fibres. De plus, avec cette technique, nous faisons exprimer aux
neurones ocytocinergiques une protéine qu’ils n’expriment normalement pas ce qui pourrait moduler leur
activité et leur phénotype (bien que les neurones infectés expriment encore I'ocytocine).

Notons que les effets comportementaux induits par l'inhibition optogénétique de la libération septale
d’ocytocine et par I'inhibition pharmacologique des récepteurs septaux de |'ocytocine se rejoignent ce qui

permet d’écarter I’hypothese d’un artefact expérimental.

Les limites liées a I'utilisation du modeéle murin Magel2 KO seront discutées dans la partie 3 de

cette discussion.

1.3. Le septum chez ’'Homme

Ces études ont été réalisées chez la souris mais le septum est une structure cérébrale conservée chez
I'Homme [416] et qui a été impliquée dans la régulation des processus mnésiques ainsi que dans les troubles
neurodéveloppementaux tels que la schizophrénie ou I'autisme [333]. Des récepteurs de I'ocytocine [405]
ayant été décrits dans le septum humain, il est fortement possible que cette modulation ocytocinergique et
vasopressinergique soit conservée chez 'Homme et qu’elle joue un réle dans la physiopathologie des

troubles sociaux (voir introduction).

2. Perspectives de recherche fondamentale

Les résultats obtenus au cours de cette these supportent 3 théories:

- L’ocytocine et la vasopressine sont complémentaires pour la régulation des comportements sociaux
(séquentiels dans le cadre de notre étude) et forment un systéme qui doit étre considéré dans son
ensemble : on parle d’ailleurs de la « balance vasopressine-ocytocine »

- L’activation et/ou I'inhibition des neurones du septum par ces deux neuropeptides est essentielle

a la régulation des comportements sociaux
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- Au cours du développement périnatal, I'ocytocine joue un réle essentiel pour le développement du
systéme ocytocinergique et I'altération précoce de la fonction ocytocinergique (ou la délétion du
géne Magel2) altére le développement de ce systeme.

Au-dela des expériences actuellement en cours qui ont déja été évoquées et afin d’aller plus loin
dans le développement de ces théories, plusieurs études sont possibles et nous décrirons, dans cette partie,

3 d’entre elles, chacune permettant d’étayer les théories mentionnés ci-dessus.

2.1. Régulation des effets séquentiels de la vasopressine et de I’ocytocine

Nous avons montré que la vasopressine et I'ocytocine agissent séquentiellement sur le septum
latéral de maniere a réguler les interactions sociales mais nous n’avons pas étudié les mécanismes
responsables de cette séquence. Une hypothése est que la vasopressine et I'ocytocine exerceraient un
controle I'une sur 'autre. Ainsi, il est possible que la réponse ocytocine dépendante soit conditionnée par

I"activation préalable des récepteurs vasopressinergiques septaux.

Afin de tester cette hypothese, il faudrait tout d’abord montrer quelles sont les combinaisons
d’hormones sécrétées dans le septum latéral et leurs dynamiques lors du test de
reconnaissance/discrimination sociale. Pour cela, nous pourrions utiliser un systéme de microdialyse et
mesurer les taux d’ocytocine et de vasopressine libérés dans le septum :

- lors de la premiere interaction afin de confirmer les résultats obtenus dans les précédentes études
[143]

- lors du processus d’habituation afin de compléter les résultats des études précédentes qui avaient
montré une augmentation de la libération septale d’ocytocine lors de la rencontre avec une souris

déja rencontrée auparavant mais qui n’avaient pas mesuré la vasopressine [144]

Ensuite, il faudrait manipuler, de maniéere définie dans le temps, |'activité de ces deux systémes
simultanément.

Pour cela, on peut envisager d’utiliser des outils optogénétiques. En effet, les avancées dans ce
domaine ont permis de générer des outils dérivés de la channelrhodopsine activables avec des longueurs
d’ondes différentes. De plus, l'utilisation de virus permet d’adresser des genes a un sous type cellulaire

spécifique (dans notre cas, les neurones ocytocinergiques et/ou vasopressinergiques) via 'utilisation de
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promoteurs spécifiques du type cellulaire souhaité. La structure cible, elle, est déterminée par les

coordonnées stéréotaxiques utilisées pour I'injection des virus comme cela a été le cas dans notre étude.

Ainsi, en adressant :

- une channelrhodopsine classique (activée par la lumiére bleue) dans les neurones ocytocinergiques

projetant jusqu’au septum latéral et une channelrhodopsine modifiée (activée par la lumiére rouge

[417]) dans les neurones vasopressinergiques projetant vers le septum latéral

- ou une channelrhodopsine classique dans les neurones ocytocinergiques et une halorhodopsine

dans les neurones vasopressinergiques

- ou une channelrhodopsine classique dans les neurones vasopressinergiques et une halorhodopsine

dans les neurones ocytocinergiques

il serait possible de controler, en méme temps, I'activité de ces deux systemes.

Plusieurs expériences pourraient alors étre réalisées afin de répondre a des hypotheses spécifiques :

Hypotheése

Expérience

Résultats attendus

Interprétation

La fonction de la
vasopressine est de
désinhiber les
neurones sensibles a

I'ocytocine

La fonction de
I’ocytocine passe par
une inhibition de
I’activité du systeme

vasopressinergique

Inhibition des fibres
vasopressinergiques
au cours de la 1%
rencontre
VS
Inhibition des fibres
vasopressinergiques
au cours de la 1
rencontre et activation
des fibres
ocytocinergiques lors
de la 3™ rencontre
Inhibition des fibres
ocytocinergiques au
cours de la 3¢me
rencontre

VS

L’activation des fibres
ocytocinergiques au
cours de la 3¢
rencontre n'empéche
pas les troubles induits
par l'inhibition des
fibres
vasopressinergiques
au cours de la 1%
rencontre
ou
Elle 'empéche
L'activation des fibres
vasopressinergiques
n’empéche pas les
troubles sociaux

induits par I'inhibition

La fonction de la
vasopressine est
directe
ou
le réle pro-social de la
vasopressine passe par
une désinhibition du
systeme

ocytocinergique

La fonction de
I’ocytocine est directe
ou
Son role prosocial

passe par I'inhibition
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L’habituation sociale

est due a la co-

Inhibition des fibres
ocytocinergiques et
activation des fibres
vasopressinergiques
au cours de la 3¢me

rencontre

Activation des fibres

ocytocinergiques et

des fibres
ocytocinergiques au
cours de la 3%me
rencontre
ou
Elle 'empéche
La co-activation est
sans impact

ou

de I'activité du
systeme

vasopressinergique

L’habituation sociale

n’est pas seulement

due a la coincidence

activation du systeme

des fibres elle induit une d’activité des systemes

ocytocinergique et du
vasopressinergiques diminution du temps ocytocinergiques et
systeme i
lors de la 1°¢ d’interaction au cours vasopressinergiques
vasopressinergique
rencontre sociale de la premiere ou
septal

rencontre Elle I'est

Ces expériences nous permettraient de mieux comprendre comment l'activation du systeme
vasopressinergique et du systéme ocytocinergique dans le septum s’agencent et/ou se modulent, 'un avec

|"autre.

Dans le cadre des expériences proposées ci-dessus, nous ne tenons pas compte d’une éventuelle
régulation au niveau des structures afférentes. En effet, il est connu que les neurones ocytocinergiques du
PVN projettent sur le BNST et que |'ocytocine peut moduler I'activité des neurones du BNST [418] [419] [420].
De plus, l'administration intra-BNST d’antagoniste des récepteurs ocytocinergiques empéche la
discrimination sociale [420] ce qui rappelle I'impact de I'administration intra-septale d’un tel antagoniste. I|
est donc possible que I'ocytocine empéche I'activation des neurones vasopressinergiques du BNST bien que

nous n’ayons pas testé cette hypothese.
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2.2, Détermination des neurones septaux activés par l'interaction et
I’habituation sociale et de leurs rdles respectifs dans la régulation des

comportements sociaux

Des stratégies virales ont été mises en place afin de faire exprimer une protéine de notre choix
(protéine fluorescente par exemple) en réponse a 'activation d’'un « immediate early gene » (IEG). Les IEG
sont des genes sont I'expression est induite dans les neurones aprés leur activation. C'est notamment le cas
de c-Fos ou Arc. Dans plusieurs études, ces genes ont été utilisés afin de déterminer les populations cellulaires
activées dans une situation donnée. Ainsi, lors de I'interaction sociale, une expression du gene c-fos a lieu
dans différentes structures cérébrales telles que I'amygdale ou le noyau du lit de la strie terminale. En faisant
exprimer aux neurones de I'animal étudié une GFP placée sous le contréle du promoteur de c-fos, I'activation
de ce promoteur induira I'expression de la protéine GFP ce qui permettra la visualisation des neurones qui
ont été activés. Afin de contrdler, dans le temps, le moment ou le systeme peut étre actif, une technique
appelée TRAP (Targeted Recombination in Active Populations) a été développée [421]. Cette technique
combine I'utilisation des IEG a la technique d’induction de la cre-recombinase par le tamoxifen. En effet, une
cre-recombinase modifiée (cre-ER), inactive, mais qui peut étre activée par I'utilisation de tamoxifen est
utilisée. Une fois activée, la cre-ER pourra avoir une action de type « cre-recombinase » au niveau de sites
LoxP. Ainsi, en I'absence de tamoxifen, la cre n’est pas exprimée.

La technique de TRAP nécessite donc I'utilisation de deux transgenes :

- I’'un permettant I'expression de la cre-ER sous le contréle du promoteur de I'lEG choisi
- I'autre permettant I'expression du gene d’intérét de facon cre-dépendante (séquence entourée de

sites loxP)

Lorsque le tamoxifen est administré de maniere systémique ou locale, celui-ci permet 'activation de la cre
pendant une durée de quelques heures et les cellules exprimant les IEG pendant cette période subiront une

recombinaison (définitive) induisant une expression du gene d’intérét.

Cette stratégie pourrait étre utilisée afin de répondre a trois questions :
1. Quelle est la nature des neurones septaux activés suite a une interaction sociale ?
2. L’activation de ces neurones est-elle essentielle a la régulation des interactions sociales ?

3. Yat'ilune sequence d’activation de ces neurones pendant le comportement ?
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Pour répondre a la premiére question, nous utiliserions, comme géne d’intérét un gene codant pour
une protéine fluorescente (GFP par exemple). Le transgéne permettant I'expression de ce géne d’intérét
serait adressé au septum latéral via 'utilisation de virus qui seraient administrés par stéréotaxie. Ainsi, apres
avoir administré le tamoxifene, les animaux seraient séparés en 3 groupes :

- Condition 1 : Les animaux seraient placés dans I'aréne mais aucun juvénile ne leur serait présenté
- Condition 2 : Les animaux seraient placés dans I'aréne et une interaction avec un juvénile d’une
durée de 5 minutes aurait lieu
- Condition 3 : Les animaux seraient placés dans 'aréne et 4 interactions successives d’'une durée de
5 minutes auraient lieu avec le méme juvénile.
Ainsi, nous pourrions déterminer les neurones activés par le contexte (condition 1), ceux activés par une
interaction sociale (condition 2) et ceux activés par le phénoméne d’habituation sociale (condition 3). Des
expériences d’électrophysiologie en tranche pourraient alors étre réalisées et les neurones exprimant la GFP
seraient enregistrés et leur réponse électrique a I'application de TGOT et de vasopressine serait évaluée. Ceci
nous permettrait de déterminer la nature des neurones du septum latéral répondant a l'interaction sociale

ou a I'habituation sociale et de tester une partie des hypotheses évoquées en figure 28.

Afin de répondre a la seconde question, le géne d’intérét utilisé serait une halorhodopsine. Les 3
conditions  décrites plus haut seraient utilisées. Cette stratégie nous permettrait de
cibler I’halorhodopsine afin qu’elle soit exprimée :

- par les cellules activées par le contexte (condition 1). Dans cette condition, nous activerions
I’halorhodopsine au cours de la premiére interaction sociale, ou au cours de la 3°™ interaction
sociale, et cette expérience constituerait I'expérience contréle. Dans ce cas, nous ne nous
attendrions pas a un impact comportemental des inhibitions optogénétiques

- par les cellules activées au cours de la premiere interaction (condition 2). Ainsi, nous pourrions
tester ’hypothese suivante : I'activation de neurones du septum au cours de la premiere interaction
sociale est nécessaire a I’habituation sociale. Pour ce faire, nous inhiberions, par optogénétique,
I'activité de ces neurones. Si l'inhibition induit une altération de I’habituation, cela montre que
I'activation de ces neurones est essentielle a cette habituation.

- par les cellules activées au cours de I’habituation sociale (condition 3). Ainsi, nous pourrions tester
I’hypothese suivante : I'activation de neurones du septum au cours de |’habituation sociale est
nécessaire au regain d’intérét induit par la présentation d’un nouveau juvénile. Pour ce faire, nous

inhiberions, par optogénétique, I'activité de ces neurones. Si l'inhibition empéche le regain d’intérét
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induit par la présentation d’un nouveau congénere, cela montre que |'activation de ces neurones

est essentielle a ce regain d’intérét.

La réponse a la 3°™ question découlerait des conclusions établies suite a la réalisation de ces expériences.
Ces expériences, ainsi que celles que nous avons déja réalisées, permettraient de démontrer le lien entre la
modulation de I'activité électrique induite par I'ocytocine et la vasopressine sur les neurones du septum

latéral et la modulation comportementale induite par ces deux peptides.

2.3. Mode d’action de la modulation, par I’'administration précoce d’ocytocine,

du développement du systeme ocytocinergique

Jusqu’ici, bon nombre d’études se sont intéressés aux effets a long terme de modulations précoces
de I'activité du systéme ocytocinergique chez des animaux sauvages et des animaux malades. Pour cela, les
chercheurs ont utilisés des administrations périphériques (intra-péritonéales [165][422], sous cutanées
[254][255] ou intra nasale [423]) et massives d’ocytocine ou d’antagonistes des récepteurs de 'ocytocine.
Bien qu’au cours de la petite enfance, la barriere hémato-encéphalique existe, il semble qu’elle laisse passer
certaines molécules [70] [77].

Une étude réalisée par MALDI (matrix assisted laser desorption ionisation) a permis de montrer,
aprés administration sous cutanée d’ocytocine a PO, une augmentation de la concentration en ocytocine
centrale [255] mais cette étude ne montre pas que |'ocytocine administrée est celle qui est retrouvée
centralement. En effet, comme chez I'adulte, 3 mécanismes sont envisageables

- I’ocytocine injectée pénetre directement dans le cerveau
- I’ocytocine injectée se retrouve en partie dans le liquide cérébro-rachidien et via une action sur les
structures circumventriculaires active la production endogéne d’ocytocine
- I’ocytocine injectée agit en périphérie et une conséquence de cette action est, indirectement, la
libération centrale d’ocytocine
Pour montrer que I'ocytocine administrée pénetre le cerveau des animauy, il faudrait que la molécule
injectée soit modifiée et discernable de I'ocytocine endogéne (ocytocine deutérée par exemple).
Ainsi, il n’a pas été montré clairement que |'ocytocine centrale joue, chez le nouveau-né, un role

essentiel a la mise en place des réseaux neuronaux régulant les comportements sociaux.
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L’utilisation d’outils chémogénétique permettrait une telle démonstration. En effet, en adressant des
DREADDs (designer receptors exclusively activated by designer drugs) [424] aux neurones ocytocinergiques
via le croisement d’une souris exprimant la cre-recombinase sous le controle du promoteur de I'ocytocine
(OT-cre) et d’une souris dont le génome comprendrait le ggene hM3Dq entre deux séquences loxP et orienté
inversement a son promoteur. Ainsi, dans les neurones ocytocinergiques seulement, |'expression de la cre-
recombinase aurait lieu, la séquence hM3Dq serait recombinée ce qui rendrait son expression possible. De
cette maniere, les neurones ocytocinergiques exprimeraient ce récepteur couplé a la protéine Gq.
L’administration périphérique du ligand de ce récepteur (Clozapine N-Oxyde) induirait I'activation des
neurones ocytocinergiques et la libération centrale (et périphérique) d’ocytocine endogéne. Ceci permettrait
une libération plus controlée. Ainsi, nous pourrions étudier I'impact d’un tel traitement sur la restauration
des troubles sociaux des souris Magel2KO.

Une stratégie similaire mais utilisant hM4Di, un récepteur couplé a la protéine Gi permettrait
d’étudier I'impact d’une inhibition précoce de I'activité des neurones ocytocinergiques. De cette maniere,
I'impact de la modulation du systéme vasopressinergique (non négligeable en pharmacologie du fait de la
faible spécificité des outils utilisés) sur les effets décrits suite a I'administration périphérique de fortes doses
d’ocytocine ou d’antagoniste des récepteurs de I'ocytocine pourrait étre mis en évidence ce qui permettrait
des conclusions plus justes. Ces expériences sont d’autant plus importantes que I'administration d’ocytocine
chez les bébés est actuellement en cours dans des essais cliniques. Une bonne compréhension des
mécanismes mis en jeu est essentielle afin de limiter les risques de ces traitements. En effet, les études chez
'’Homme mettent des années et chez la souris, il a été montré que I'impact d’un traitement périnatal n’est
parfois visible que chez I'adulte. La découverte d’effets secondaires pourrait avoir lieu dans 10 ans ou plus et
afin de limiter les risques d’une mauvaise surprise, I'origine des effets bénéfiques observés doit étre mieux

comprise.

3. Origine des troubles induits par la déficience en Magel2

Comme discuté dans la partie « problématique et stratégie expérimentale », I'utilisation du modéle
murin Magel2KO est avantageux car :
- ce modele, génétique, est un bon modele du syndrome de Schaaf Yang (isomorphe, homologue et
a priori prédictif [425]).
- les troubles ne sont pas induits par une altération directe du systéme ocytocinergique ce qui permet

d’étudier des mécanismes ocytocinergiques sans introduire un biais.
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Néanmoins, le mécanisme a I'origine des troubles sociaux est incompris tout comme le lien entre la délétion
du gene Magel2 et I'altération de la fonction ocytocinergique.

Comme nous |'avons vu dans l'introduction de cette thése, le géne Magel2 est un géne a empreinte (dont
seul I'alléle paternel s’exprime) codant pour une protéine dont la fonction exacte reste méconnue mais qui

augmente l'activité ubiquitine ligase et régule le transport rétrograde.

3.1. Les génes de la famille MAGE codent pour des protéines impliquées dans la
régulation du systéeme ubiquitine/protéasome et leur délétion induit des

syndromes semblables

Des études menées sur d’autres genes de la famille MAGE ont également montré un lien avec
I’ocytocine et les troubles sociaux. C’est le cas du gene MAGED1, un gene non associé au syndrome de Prader
Willi mais qui posséde de grandes homologies avec les genes NECDIN et MAGEL2. La protéine MAGED1 est

également impliquée dans la régulation du systeme ubiquitine-protéasome [426].

Les souris MAGED1 KO présentent des troubles rappelant le syndrome de Prader Willi avec
notamment une diminution de l'interaction sociale, une altération de la discrimination sociale, une anxiété
accrue, une altération de la fonction sexuelle, une diminution du poids a 4 semaines et une obésité tardive
(a 1 an). L'altération du systeme ocytocinergique passe par une diminution de I'ocytocine mesurée dans
I’hypothalamus chez I'adulte (sans altération de la vasopressine), une augmentation de la présence de formes
immatures dans le PVN traduisant une altération de la maturation de ce peptide, et une amélioration aigue
des troubles sociaux induits par une administration sous cutanée d’ocytocine [427].

Dans ce modele, ainsi que dans les souris déficientes pour le ggéne NECDIN [253], une altération de
la fonction sérotoninergique a également été mise en évidence et dans ce modele, cette altération est liée a

une augmentation de "'ubiquitination du transporteur a la sérotonine SERT [426].

Ces résultats suggérent que l'altération de la fonction des genes MAGE conduit a des troubles
similaires mettant en jeu une altération de la fonction ocytocinergique et/ou de la fonction sérotoninergique.
Cette similitude d’effets suggére que ceux-ci sont dépendants de la fonction des génes de la famille MAGE

en tant que régulateurs du systéme ubiquitine/protéasome.
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3.2. Fonction du systéme ubiquitine/protéasome et troubles sociaux

L'implication des troubles de la fonction du systéme ubiquitine/protéasome dans les troubles sociaux
et les troubles du spectre autistique a été mise en évidence dans le cadre d’une étude du génome réalisée
sur une cohorte de 859 patients atteints d’ASD et 1409 enfants non malades [428]. Dans cette étude, environ
550.000 SNP (single nucleotide polymorphisms) ont été étudiés afin de déterminer ceux qui sont
préférentiellement associés aux ASD. Parmi les familles de génes de susceptibilité, on retrouve

- des génes codants pour les mollécules d’adhésion cellulaire neuronales

- des génes impliqués dans la voie de I'ubiquitination.
Une hypothese suggere que les troubles du spectre autistique sont liés a une altération de I'équilibre entre
synthése et dégradation protéique [429], ces deux processus étant physiologiquement finement régulés. En
effet, parmi les génes de susceptibilité étudiés, on retrouve des génes impliqués dans la traduction (FMR1
est I'exemple le plus étudié du fait de son implication dans le syndrome du X-fragile) et des genes impliqués
dans la dégradation protéique (dont UBE3A est 'exemple le plus étudié du fait de son implication dans le

syndrome d’Angelman).

Le systéeme ubiquitin/protéasome a d’abord été étudié dans le cadre du syndrome d’Angelman, un
syndrome d’origine génétique rare (prévalence de 1/15.000) causé par un déficit d’expression d’Ube3A [430]
[431]. Le syndrome est caractérisé par un déficit intellectuel sévere, un retard de développement (moteur
notamment), une hyperactivité et une quasi-absence de langage. Les patients présentent souvent des
troubles épileptiques, des anomalies EEG (qui sont utilisées pour I'établissement du diagnostic [432]) et des
troubles dymorphiques. Les troubles du spectre autistique constituent une co-morbidité fréquente dans ce
syndrome. Les modeles animaux de la pathologie ont permis de mettre en évidence que |'absence
d’expression d’Ube3a est responsable d’une altération de la fonction synaptique [433] [434] [391] rappelant
les troubles induits par la mutation du géne FMRP. Notons que le géne codant pour Ube3a est situé sur le
chromosome 15 chez I’'Homme et plus particulierement au niveau du locus q11-q13 qui est également le
locus associé au syndrome de Prader Willi et dans lequel on retrouve notamment le géne Magel2.

L’association de ce locus aux troubles autistiques et a des défauts de I'activité EEG est marquée [435].

Ainsi, le lien entre la délétion du géne Magel2 et la génération de troubles sociaux de type autistique
pourrait résulter d’'une mauvaise connectivité neuronale associée a une altération de la balance entre

synthése et dégradation protéique dépendante, dans ce cas, du systéme ubiquitine/protéasome. Il serait
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possible que, chez les souris Magel2KO, I'ubiquitination des récepteurs de I'ocytocine soit augmentée dans

le septum latéral (expliquant la diminution de la liaison au récepteur de I'ocytocine).

3.3. Une altération de la fonction ocytocinergique

Les troubles induits par la mutation de génes de la famille MAGE et d’autres genes impliqués dans la
synthése/dégradation des protéines (comme Ube3A) sont des syndromes hypothalamiques. Les troubles
induits peuvent s’expliquer par des altérations de la fonction hormonale.

Les hormones doivent étre produites en tres grande quantité et les cellules endocrines sont donc
trés sensibles a une altération de la balance synthése/dégradation. Une étude a permis de montrer que dans
le cadre d’'une obésité prolongée, le systéeme ubiquitine/protéasome est dépassé et ne permet plus de
maintenir un taux adéquat de recyclage protéique et ceci mene a une accumulation des protéines
ubiquitinées. De plus, une inhibition du protéasome induit , chez la souris, une accélération de la prise de
poids en réponse a un régime riche en gras [436]. Ainsi, une dysfonction du systéme ubiquitine protéasome
peut induire une sensibilité aux facteurs environnementaux menant a des troubles hypothalamiques. Ceci
est probablement a l'origine des troubles observés dans le syndrome de Schaaf Yang, d’Angelman ou de
Prader Willi (bien que dans le cas de ce dernier, la pathologie soit d’origine multigénique ce qui complique
les interprétations).

Dans le cadre d’une perte d’expression du gene Magel2, le systéme ocytocinergique est
particulierement touché. En effet, bien que le rbéle de Magel2 spécifiquement dans la fonction
ocytocinergique soit méconnu, nous savons que sa délétion induit, chez la souris :

- une altération précoce et transitoire de la maturation de I'ocytocine

- une diminution de I'expression des récepteurs de I'ocytocine dans le septum latéral chez I'adulte

- une augmentation de I'immunomarquage des fibres ocytocinergiques dans différentes structures
cérébrales dont le noyau moteur dorsal du nerf vague, 'amygdale médiale et le septum latéral.

- une augmentation de la proportion de neurones répondant a |'ocytocine dans le septum (nos
résultats)

De plus, les troubles alimentaires présents a la naissance chez les souris Magel2KO et les troubles
sociaux présents chez souris Magel2KO males sont améliorés par I'administration périnatale d’un traitement

sous cutané a I'ocytocine (injection quotidienne de 20ul d’ocytocine a une concentration de 10*M) [255].

Le lien entre la fonction d’ubiquitination et le systéme ocytocinergique n’est pas connu. On peut tout
de méme faire des hypotheses dont la suivante: dans le cadre d’une dysfonction du systéme
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ubiquitine/protéasome, la fonction des cellules endocrines est altérée. Les cellules endocrines responsables
de la production d’ocytocine sont les neurones ocytocinergiques. Ces derniers ont également une fonction
neuro-modulatrice essentielle a la régulation des comportements sociaux. Ainsi, s’ils sont touchés, les

fonctions sociales qu’ils régulent sont altérées.

Bien sdr, les troubles du spectre autistiques mis en évidence dans les pathologies évoquées ne sont
probablement pas dépendants uniquement d’une altération de la fonction ocytocinergique. Néanmoins, un
traitement précoce avec [|‘ocytocine restaure une grande partie des troubles chez [|'animal
[254][255][427][107] et potentiellement chez 'Homme [264] suggérant une réle particulier de I'ocytocine
dans le cadre des pathologies sociales. En combinant I’étude d’un réseau septal sensible a I'ocytocine et le
développement du systéme ocytocinergique endocrine, nos résultats suggerent un role particulier des
projections PVN-LS pour la régulation des comportements sociaux. Notons que dans ces structures, Magel2
est fortement exprimé [273] [437].

Afin de mieux comprendre le lien entre la déficience de Magel2 et les troubles sociaux induits dans
le cadre de ce modele animal, il est essentiel de décrire I'impact d’une délétion de Magel2 uniquement dans
les neurones ocytocinergiques. En effet, ceci permettra de comprendre si les troubles ocytocinergiques sont
dus a la déficience en Magel2 ou a la conséquence de cette délétion sur la fonction hormonale (modulation
de la vasopressine, de la ghréline ou d’autres systemes endocrines dont la fonction est liée a celle de
I'ocytocine). Au contraire, nous pourrions restaurer |'expression du géne Magel2 dans les neurones
ocytocinergiques du PVN de souris Magel2KO a l'aide d’un virus cre-dépendant. Cette stratégie nous
permettrait de savoir si I'expression de Magel2 dans cette structure est suffisante pour restaurer les troubles

socCiaux.

4. Exploitations des résultats pour le traitement des pathologies

4.1. Du modéle souris Magel2KO aux troubles du spectre autistique

Le modeéle animal Magel2KO a été utilisé dans cette étude car il a permis d’étudier, sur une
population homogene, I'impact d’'un des génes de susceptibilité a I'autisme sur la modulation, par la
vasopressine et I'ocytocine, d’un réseau septal impliqué dans la régulation des comportements sociaux.
D’autre part, il nous a permis de mettre en évidence qu’il est essentiel d’étudier en paralléle le systeme

ocytocine et le systéeme vasopressine méme dans le cas ou I'un des systémes semble plus perturbé. En effet,
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dans ce cas, les troubles ocytocinergiques sont plus marqués mais I'altération de la fonction septale passe
notamment par une diminution de la sensibilité des neurones septaux a la vasopressine.

Les troubles du spectre autistique sont complexes et c’est pourquoi il est question de « spectre ».
L’étude de la population autistique dans son ensemble n’a, jusqu’ici, pas permis d’arriver a un traitement
efficace. En comprenant mieux I'étiologie de certaines sous classes d’autisme (cas du syndrome de Schaaf
Yang par exemple...), nous pourrons mieux comprendre les voies de signalisation communes mises en jeu
dans les altérations des troubles sociaux. En effet, I'étude du syndrome du X fragile a permis de mettre en
évidence une altération de la traduction protéique et I'étude du syndrome d’Angelman ou du syndrome de
Schaaf Yang suppose une altération du systéme ubiquitine/ligase. Bien que les voies de signalisation mises
en jeu soient différentes, un mécanisme physiologique commun est touché ce qui permet de réconcilier la

grande diversité des étiologies a des symptdmes plus homogenes.

4.2. Traitement des troubles induits par I'altération de la fonction du réseau

septal sensible a I’ocytocine et/ou a la vasopressine

L'étude de VIimpact d'une modulation septale de la fonction ocytocinergique et/ou
vasopressinergique sur la régulation des troubles sociaux induits chez les animaux Magel2KO nous permettra
de mieux comprendre 'origine des troubles dans ce modéle. Néanmoins, ceci ne nous permettra pas, dans
I'immédiat, d’envisager un traitement. En effet, nous tentons de restaurer les troubles en stimulant, a un
moment choisi, la fonction ocytocinergique et/ou vasopressinergique qui fait défaut. Cette stratégie ne sera
efficace qu’a condition que le systéme de réponse a I'ocytocine et a la vasopressine soit présent (ce qui est
indiqué par les résultats obtenus lors des expériences d’électrophysiologie sur tranche) et que les troubles
trouvent leur origine dans un défaut de libération d’ocytocine et/ou de vasopressine induite par les
comportements sociaux. Si tel est le cas, un traitement chronique chez I'adulte ne permettra pas de restaurer
les comportements sociaux car il ne permettra pas la coincidence entre I’activation de la voie ocytocinergique
et/ou vasopressinergique et I'interaction sociale.

Les traitements envisageables se doivent d’étre plus précoces et d’agir en amont de I'apparition des
troubles via un effet bénéfique sur le développement du systéme ocytocine/vasopressine. En effet, il semble
exister une période critique neuro-développementale au cours de laquelle I'ocytocine est essentielle (voir
introduction de cette thése). C’est ainsi que le traitement péri-natal a l'ocytocine, qui normalise des
parametres d’activité des neurones ocytocinergiques, se pose comme un traitement trés prometteur.

L’étude de la fonction du réseau septal chez des animaux Magel2KO traités a la naissance a I'ocytocine nous
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permettra de déterminer s’il permet effectivement de retrouver une fonction « normale » (ou compensée)

des réseaux régulant les comportements sociaux.

4.3. Utilisation des résultats pour la classification des troubles autistiques

Comme nous l'avons évoqué, les troubles du spectre autistiques sont complexes et il est probable
qu’un traitement donné n’ait un effet bénéfique que sur une sous-catégorie de patients. Ainsi, si le
traitement a I'ocytocine agit sur les troubles induisant une altération de la réponse septale a I'ocytocine et a
la vasopressine (dans le cadre de la délétion de Magel2), il est intéressant de pouvoir détecter de telles
altérations. Dans cette étude, nous avons montré que I’'analyse de I'activité EEG en réponse a une interaction
sociale permet de déterminer I'existence de troubles de la modulation ocytocinergique de la fonction septale.

L'EEG est un outil diagnostic déja envisagé dans le cadre des ASD [216]. En effet, chez 'Homme, la
réalisation d’un EEG est un acte non invasif qui peut étre réalisé tres t6t (sur des patients de moins d’un an)
avant que les troubles comportementaux ne soient importants [438] . De tels outils diagnostics permettraient
une détection précoce de la pathologie ce qui rendrait possible les traitements périnataux.

L'utilisation de modeles animaux a déja permis de montrer, dans le cadre du syndrome du X fragile,
que les altérations de la fonction EEG observées chez I’'Homme le sont aussi dans le modele animal [439]
suggérant un lien clair entre I'altération génétique a I'origine du troubles et les changements d’activité EEG.
Ainsi, I’étude chez 'Homme et notamment dans le cadre du syndrome de Prader Willi (syndrome dans lequel
le gene Magel2, entre autres, n’est pas exprimé) permettrait d’étudier la trace EEG que nous avons décrite
dans notre étude. Si celle-ci est conservée, elle pourrait constituer un outil diagnostic intéressant. Ceci est
d’autant plus pertinent que des études de patients présentant des duplications de la région q11-q13 du
chromosome 15 [435] ont déja permis de montrer des anomalies EEG. L'inclusion d’une tache
comportementale sociale permettrait de faire émerger des endophénotypes et fourniraient un aspect

fonctionnel en lien avec I'activité sociale.
Une application clinique des résultats de cette étude est ainsi envisageable dés lors que les résultats

obtenus chez les animaux Magel2KO seront reproduits chez ’'Homme dans le cadre des syndromes de Schaaf

Yang ou de Prader Willi.
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