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ABSTRACT

English:

Sexual behavior is a crucial determinant of species survival. Recent studies on rodents
have highlighted the predominant role of the posterodorsal part of the medial amygdala
(AMePD) in the expression of sexual behavior in both sexes. Recently, a new population of
neurons expressing neuronal nitric oxide synthase (nNOS) has been identified within this
nucleus. Research has already established the significant involvement of nNOS neurons
present in other nuclei in the modulation of both sexual and anxious behaviors. This project
therefore focuses on the role of NNOS neurons in the AMePD during the expression of certain
behaviors.

To analyze the importance of this neuronal population, we used two genetic tools:
inhibitory DREADDs (hM4Di) and fiber photometry. To do this, viruses expressing hM4Di and
GCaMP6S in a Cre-dependent manner were injected into the AMePD of Nos1Cre mice. Despite
numerous animal losses that complicated the analyses, a trend emerged, highlighting the role
of these neurons in the appetitive sexual behavior of males. More specifically, these nNOS
neurons in the AMePD appear to have more intense calcium activity in response to female
urine compared to male urine. They are also activated upon direct contact with females, and
their inhibition seems to suppress their preference for the opposite sex.

These preliminary data suggest the importance of nNOS neurons in the AMePD in male
sexual behavior. However, additional studies will be necessary to obtain more definitive and
broader conclusions regarding consummatory sexual behavior as well as their potential role

female behavior.






Frangais :

Le comportement sexuel est un déterminant crucial de la survie des espéces. Des
études récentes sur des rongeurs ont mis en évidence le réle prédominant de la partie postéro-
dorsale de 'amygdale médiale (AMePD) dans I'expression du comportement sexuel chez les
deux sexes. Récemment, une nouvelle population de neurones exprimant la nitric oxide
synthase neuronale (nNQOS) a été identifiée au sein de ce noyau. Des recherches ont déja établi
I'implication significative de neurones a nNOS présents dans d’autres noyaux dans la
modulation des comportements sexuels mais aussi anxieux. Ce projet porte donc sur le role
des neurones a nNOS de ’AMePD lors de I’'expression de certains comportements.

Pour analyser l'importance de cette population neuronale, nous avons utilisé deux
outils génétiques : les DREADDs inhibiteurs (hM4Di) et la photométrie par fibre. Pour ce faire,
des virus exprimant hM4Di et GCaMP6S de fagon CRE dépendante ont été injectés dans les
AMePD de souris Nos1Cre. Malgré de nombreuses pertes animales qui ont compliqué les
analyses, une tendance a émergé, soulignant le role de ces neurones dans le comportement
sexuel appétitif des males. Plus précisément, ces neurones a nNOS de 'AMePD semblent avoir
une activité calcique plus intense en réponse a l'urine de femelle comparée a I'urine de male.
IIs s’activent également au contact direct des femelles et leur inhibition semble supprimer leur
préférence pour le sexe opposé.

Ces premieres données préliminaire suggerent I'important des neurone a nNOS de
I'AMePD chez le male dans le comportement sexuel. cependant des études complémentaires
seront nécessaires pour obtenir des conclusions plus définitives et élargie tant au

comportement sexuelle consommation que au femelle.






Abréviations

A
AAV : Virus adéno-associé

AAVr : Virus adéno-associé recombinant

AC : Adénylate-cyclase

Aco : Amygdale corticale antérieure

AMe : Amygdale médiale

AMeA : Amygdale médiale antérieure
AMePD : Amygdale médiale postéro-dorsale
AMePV : Amygdale médiale postéro-ventrale
AMPc : Adénosine monophosphate cyclique
AOB : Bulbe olfactif accessoire

AOE : Epithélium olfactif accessoire

AON : Noyau olfactif antérieur

AOS : Systeme olfactif accessoire

AR : Récepteur aux androgenes

B
BNST : Noyau du lit de la strie terminale

BNSTpr : Noyau principal du noyau du lit de la strie terminale

C
CaM : Calmoduline

cGMP : Guanosine monophosphate cyclique

CNO : Clozapine-N-oxyde

cpGFP : Protéine fluorescente verte a permutation circulaire
CTB : Toxine B du choléra

D
DAG : Diacylglycérol

DHT : 5a-dihydrotestostérone
DREADD : Designer receptor exclusively activated by designer drugs

E
Ent : Cortex entorhinal

EPM : Labyrinthe en croix surélevé (Elevated Plus Maze)






ER : Récepteur aux cestrogenes

EZM : Labyrinthe en rond surélevé (Elevated Zero Maze)
F

FMC : Fluorescence Mini Cube

FPR : Récepteurs formyl-like

G

GABA : Acide y-aminobutyrique

GECI : Indicateurs de calcium génétiquement codés
GIRKs : G protein-coupled inwardly rectifying potassium channels
GTP : Guanosine triphosphate

H

HHG : Hypothalamo-hypophyso-gonadique

|
IEG : Génes précoces immédiats

IP3 : Triphosphate d'inositol

L
LC : Coefficient de lordose

LOT : Tractus olfactif latéral
LTP : Potentialisation a long-terme
L-NAME : N(G)-nitro-L-arginine méthyl ester

M
M/T : Mitrales et touffues

MOB : Bulbe olfactif principal
MOE : Epithélium olfactif principal
MOS : Systeme olfactif principal
MPOA : Aire préoptique médiane

N
NAc : Noyau accumbens

NADPH : Nicotinamine adénine dinucléotide phosphate
nNNOS : Forme de neuronale de la NO synthétase
NO : Monoxyde d'azote / Oxyde nitrique

o
OR : Récepteur olfactif






ORN : Récepteur olfactif bipolaire
OT : Tubercule olfactif

P
PAF : Paraformaldéhyde

PAG : Substance grise périaqueductale

PC : Cortex piriforme

PDE : Phosphodiestérases

PETP : Graphiques temporels péri-événements
PIP2 : Phosphatidylinositol biphosphate

PKA : Protéine kinase A

PKG : Protéines kinases G dépendantes du cGMP
PLCo : Amygdale corticale postéro-latérale
PMCo : Amygdale corticale postéro-médiale
PMv : Partie ventrale du noyau prémammillaire

R
RCPG : Récepteur couplé aux protéines G

S
sGC : Guanylate cyclase soluble

SNC : Systéme nerveux central

T
TAAR : Récepteur associé aux amines traces

TCRP2 : Canal cationique a potentiel de récepteur transitoire C2
TT : Taenia tecta

TX : Tamoxifene

v

USV : Vocalisations ultrasoniques

v
V1R : Récepteur voméronasal de type 1

V2R : Récepteur voméronasal de type 2
VMH : Noyau ventromédian hypothalamique
VMHuvI : Partie ventrolatérale du VMH

VNE : Epithélium voméronasal

VNO : Organe voméronasal






VRN : Neurone récepteur voméronasal
VTA : Zone tegmentale ventrale
w

WHYV : Woodchuck hepatitis virus

WPRE : Woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory element
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INTRODUCTION

La reproduction est I'une des principales fonctions communes a tous les organismes
vivants et garantit la survie et la continuité des especes. En I'absence de reproduction, une
espece est vouée a disparaitre. Dans la classe des mammiferes, ou I'on retrouve les rongeurs
et les humains, cette reproduction est sexuelle et les comportements associés sont
sexuellement différents. Chez les rongeurs, le male exhibe un comportement de monte envers
la femelle, qui a son tour adopte une posture de réceptivité sexuelle, appelée la lordose, qui
facilite l'intromission du male, ce dernier pouvant ensuite éjaculer. Ces comportements sont
orchestrés par une circuiterie neuronale sous I'influence des hormones sexuelles (1). Chez la
femelle, ils sont synchronisés avec I'ovulation et sont influencés par les indices sociaux percus
par le systeme olfactif, qui les informent de I'état interne de leur congénere (2). Ces différents

facteurs permettent d’optimiser les chances de fécondation.

1. Différences sexuelles

La différenciation sexuelle du cerveau, sous l'influence des stéroides sexuels (effet dit
organisationnel des stéroides) pendant le développement, conduit a la création de réseaux
neuronaux qui favorisent I'émergence de comportements spécifiques en cohérence avec les
caractéristiques biologiques du sexe gonadique (3). Parmi ces comportements, le
comportement sexuel differe considérablement entre les individus de sexe masculin et ceux

de sexe féminin.

2. Comportement sexuel

Le comportement sexuel est séparé en trois phases (4). La premiére phase, qualifiée
d’appétitive, englobe la détection, l'approche et l'investigation du partenaire. Ceux-ci
augmentent la probabilité d'accouplement et refletent la motivation sexuelle. Ce
comportement est étudié par des tests dits de préférence de partenaires sexuels.
Deuxiemement, la phase consommatoire couvre I'accouplement lui-méme. Ce comportement

consommatoire differe fortement entre les males et les femelles. Chez le male, il se résume a






la monte de la femelle, a I'intromission et a I'éjaculation. Chez les rongeurs femelles, il se
caractérise par l'arc-boutement du dos, au relevement de la téte et de I'arriere-train, ce qui
permet I'exposition du vagin afin de faciliter I'intromission du pénis. Chez le rat, lorsque la
femelle est sexuellement réceptive, la simple palpation des flancs du rongeur, mimant la
monte du male, suffit a induire ce comportement (caractére réflexe de la lordose) (5). Ces
comportements sont étudiés lors de tests dits sexuels. Enfin la derniére phase correspond a la
phase réfractaire, soit a la période post-accouplement pendant laquelle la femelle et le male
ne sont pas réceptifs et ont peu, voire pas du tout d'intérét pour le sexe opposé. Ces
comportements sont sous la dépendance des effets dits activationnels des hormones
stéroidiennes sexuelles sur la circuiterie neuronale contrélant ces comportements sexuels (3).
Chez les souris femelles, le cycle cestral, sous le controle de I'axe hypothalamo-hypophyso-
gonadique (HHG) et des hormones clefs de cet axe, la GnRH, la LH et la FSH, est d'une durée
de 4 a 5 jours. Le cycle est séparé en quatre phases: le proestrus, I'cestrus (période de
réceptivité sexuelle, phase d'ovulation), le metoestrus et le dioestrus (6). Durant le proestrus,
il y a une hausse des taux circulants en estradiol qui entraine I'ovulation, suivie d'une
augmentation des taux en progestérone. La séquence de sécrétion de ces hormones
stéroidiennes est cruciale pour activer les réseaux neuronaux contrélant les comportements
sexuels. En dehors des périodes de réceptivité, les femelles repoussent les avances des males,
préservant ainsi de I'énergie, et s'accouplent uniquement lorsqu'elles sont fertiles (7).

Le comportement sexuel masculin est également influencé par des niveaux appropriés
d'hormones gonadiques circulantes, principalement la testostérone (1). Cette derniére peut
également étre convertie en estradiol localement par I'enzyme aromatase présent dans les
cellules cérébrales (8). La castration entraine la suppression du comportement sexuel, mais

celui-ci peut étre restauré par un traitement a la testostérone (9).

3. Systeme olfactif

Les mammiferes, y compris les rongeurs tels que les souris, émettent une gamme
étendue de molécules dans leur environnement, allant des petites molécules volatiles aux
grandes protéines non volatiles. Ces molécules sont libérées par différentes voies, notamment

via l'urine, les féces, ainsi que via les sécrétions de la peau, de I'appareil reproducteur ou des






glandes olfactives spécialisées (10). L'olfaction qui est, contrairement aux humains, le sens
dominant chez la souris et la majorité des mammiferes (11), permet de capter ces molécules
dans lI'environnent (12). Celles-ci sont essentielles pour la reconnaissance et les interactions
sociales afin de distinguer le sexe et de s’informer sur le statut social ou reproductif de leurs
congéneres, qui sont des informations indispensables pour I'expression du comportement
reproductif (13,14). Les comportements sociaux inter-espéces tels que la réaction au
prédateur sont également fortement influencés par ces informations olfactives (15,16).

Le systéeme olfactif, a l'origine de l'olfaction, est lui-méme séparé en 2 systemes: le
systeme olfactif principal assure la détection des odeurs courantes de I'environnement, tandis
gue le systéeme olfactif secondaire, aussi connu sous le nom de systéme olfactif accessoire ou
voméronasal, détecte principalement, mais pas exclusivement, les signaux chimiques non
volatiles des congénéres, tels que les phéromones (17,18).

La reconnaissance des odeurs est le fruit de I'activation concomitante de récepteurs
odorants et de la connectivité neuronale, conduisant a la création d'une représentation

sensorielle dans le cortex (14).

3.1. Systéme olfactif principal

Le systéme olfactif principal (MOS) est responsable de la détection a long distance de
substances présentes dans l'environnement. Les molécules odorantes de faible poids
moléculaire (<300 Da), et donc volatiles, sont inhalées par les narines, traversent les cavités
nasales et atteignent finalement I'épithélium olfactif principal (MOE), la plus grande structure
olfactive observée chez les rongeurs. C’est a ce niveau que les composés chimiques se lient
aux récepteurs olfactifs (OR), des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) (19,20), situés
sur les cils olfactifs, baignant dans le mucus nasal, des neurones récepteurs olfactifs bipolaires
(ORN) (21). Chaque ORN exprime seulement 1 des ~1000 genes récepteurs codant pour des
OR possibles (22,23). Ces récepteurs sont couplés a I'une des deux protéines G, Golfaipha (24,25)
ou Gi2apha (26), qui transformeront la liaison de la molécule odorante en événements
biochimiques, et plus précisément, une augmentation de I'adénosine monophosphate
cycligue (AMPc) ou du trisphosphate d’inositol (IP3) intracellulaire (27,28). L'activation des
canaux cationiques non spécifiques (Na+ et Ca2+) par I'AMPc et des canaux Ca2+ par I'IP3
provoque une entrée massive de ces ions, générant ainsi des réponses électriques (29). Si cette

réponse est suffisante pour dépasser le seuil, elle induit des potentiels d'action qui sont



Figure 1 : Les systémes olfactifs principal et accessoire : des épithéliums de détection aux bulbes
olfactifs. Schéma montrant les deux principaux sous-systemes chimiosensoriels avec comme organes
récepteurs |'épithélium olfactif principal (MOE), I'organe voméronasal (VNO). Dans le MOE, les
neurones récepteurs olfactifs bipolaires (ORN) étendent leurs dendrites ciliaires apicaux dans le mucus
olfactif. Les axones des ORN convergent de maniere dépendante du récepteur exprimé sur leur
dendrites vers les dendrites des cellules mitrales et touffues (M/T) présents dans les glomérules (GL)
du bulbe olfactif principal (MOB). Les M/T achemineront les informations vers les couches plus
internes. Le VNO est constitué de tubes bilatéraux aveugles a la base antérieure de la cloison nasale.
Les molécules stimuli odorantes sont aspirées dans la lumiere du VNO grace aux contractions
vasculaires des vaisseaux sanguins latéraux (BV). Deux sous-populations de neurones récepteurs
voméronasaux (VRN) résident respectivement dans la couche apicale (rouge) et basale (verte) d'un
épithélium sensoriel en forme de croissant. Cette dichotomie organisationnelle est préservée jusqu’au
bulbe olfactif accessoire (BOA) ol on retrouve également des M/T.

Abréviations : AOB, Bulbe olfactif accessoire ; BOA, Bulbe olfactif accessoire ; BV, Vaisseaux sanguins
latéraux ; GL, Glomérule ; MOB, Bulbe olfactif principal ; MOE, Epithélium olfactif principal ; M/T,
Cellules mitrales et touffues ; ORN, Neurones récepteurs olfactifs bipolaires ; SO, Organe septal ; VNO,
Organe voméronasal ; VRN, Neurones récepteurs voméronasaux.

Adapté de (Spehr et al. 2006).



transmis vers les dendrites des neurones de second ordre situés dans les glomérules
constituant le bulbe olfactif principal (MOB) (Figure 1).

Ces neurones de second ordre sont connus sous le nom de cellules mitrales et touffues
(M/T). Les ORN exprimant les mémes génes récepteurs se projettent spécifiquement vers les
mémes un ou deux glomérules du MOB (30,31). Ainsi, une méme odeur active un ensemble
spécifique de glomérules est ceci de maniere reproductible (32,33). Au-dela des glomérules,
les axones des cellules M/T forment un faisceau d'axones qui constituent le tractus olfactif
latéral (LOT) se projetant vers de nombreux nombreuses régions cérébrales telles que le tenia
tecta (TT), le noyau olfactif antérieur (AON), le tubercule olfactif (OT), le cortex piriforme (PC),
le cortex entorhinal (Ent) et les régions de I'amygdale dite « olfactive », soit les noyaux de
I'amygdale corticale antérieure (ACo) et de l'amygdale corticale postéro-latérale (PLCo)
(34,35). Des études ont également montré |'existence de projections directes du MOB vers
I'amygdale dite « voméronasale », constituée de I'amygdale médiale (AMe) et du noyau du lit
de la strie terminale (BNST) (36,37) (Figure 2).

Le MOS a une fonction générale d"'analyseur moléculaire" pour les substances
chimiques de I'environnement n'ayant pas de signification prédéterminée, il permet de

scanner |'entourage olfactif (38).

3.2. Systeme olfactif accessoire

Le systeme olfactif accessoire, quant a lui, détecte les substances présentes dans
I'environnement nécessitant un contact nasal direct, telles que les phéromones, qui sont des
molécules odorantes non volatiles de poids moléculaire élevé (voir point 3.2.1). Elles sont
détectées par la premiére structure sensorielle du systéme olfactif accessoire (AOS), I'organe
voméronasal (VNO). Le VNO se trouve bilatéralement, juste au-dessus de la vo(te nasale, a la
base de la cavité nasale. Il posséde une lumiere allongée, avec les neurones récepteurs
voméronasaux (VRN) situés a la surface de I'épithélium voméronasal (VNE). Les VRN sont les
neurones sensoriels de premier ordre de I’AOS (39). Le mucus présent dans la cavité nasale,
dans lequel sont dissoutes les substances odorantes non volatiles, est activement pompé dans
le VNO grace a des vasoconstrictions du tissu vasculaire autour du VNO faisant entrer un afflux
de mucus dans sa lumiére (40,41).

Le VNE est lui-méme séparé en deux régions bien distinctes : la région proche de la
lumiére du VNO, ou couche apicale, et la région située a la base de l'organe, ou couche basale.
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Figure 2 : Circuits neuronaux du comportement sexuel masculin et féminin. A partir des glomérules,
les axones des cellules mitrales et touffues (M/T) projettent directement vers le tenia tecta (TT), le
noyau olfactif antérieur (AON), le tubercule olfactif (OT), le cortex piriforme (PC), le cortex entorhinal
(Ent) et les régions de I'amygdale dite « olfactive », soit les noyaux de I'amygdale corticale antérieure
(ACo) et de I'amygdale corticale postéro-latérale (PLCo). Certains de ces noyaux projettent ensuite vers
I'amygdale médiale (AMe), et plus spécifiquement vers la subdivision antérieure (AMeA). Le bulbe
olfactif accessoire (AOB) envoie une grande partie de ses projections directes au noyau du lit de la strie
terminale (BNST), ainsi qu’a 'AMeA et en proportions moindres vers le noyau cortical postéro-médial
de I'amygdale (PMCo) et I'amygdale médiale postéro-dorsale (AMePD). LAMePD et 'AMeA sont
fortement interconnectées. Pour les males, les efférences de I’AMePD impliquées dans I'expression du
comportement sexuel vont principalement vers l'aire préoptique médiane (MPOA). La MPOA projette
a son tour vers la zone tegmentale ventrale (VTA) un noyau important dans l'intérét social, et vers la
substance grise périaqueducale (PAG), une région relai prémotrice du comportement sexuel qui
controle directement les neurones moteurs de la moelle épiniére.

Pour les femelles, la portion ventrolatérale de I'hypothalamus ventromédial (VMHvI) et le MPOA sont
les deux principales cibles de 'AMePD nécessaires a l'expression du comportement sexuel. Leurs
efférences projettent respectivement vers le PAG et le VTA.

Abréviations : Aco, Amygdale corticale antérieure; AMe, Amygdale médiale; AMeA, Amygdale
médiale antérieure ; AMePD, Amygdale médiale postéro-dorsale ; AOB, Bulbe olfactif accessoire ; AON,
Noyau olfactif antérieur ; BNST, Noyau du lit de la strie terminale ; Ent, Cortex entorhinal (Ent) ; M/T,
Cellules mitrales et touffues ; MPOA, Aire préoptique médiane ; NAc, Noyau accumbens ; OT, Tubercule
olfactif ; PC, Cortex piriforme ; PAG, Substance grise périaqueducale ; PLCo, Amygdale corticale postéro-
latérale ; PMCo, Noyau cortical postéro-médial de I'amygdale; PMyv, Partie ventrale du noyau
prémammillaire ; TT, Tenia tecta ; VMHOvI, Portion ventrolatérale de I'hypothalamus ventromédial ; VTA,
Zone tegmentale ventrale.

Adapté de Jennings et De Lecea 2020



Chacune de ces régions contient les corps cellulaires de neurones qui different tant dans le
type de récepteurs aux phéromones qu’ils expriment, qu’au niveau de leur morphologie et de
leur site de projection. Les VRN dont les corps cellulaires sont situés dans la couche apicale du
VNE coexpriment des récepteurs de la superfamille des récepteurs voméronasaux de type 1-
positifs (V1R) (42) et la protéine Gai2, et projettent vers le bulbe olfactif accessoire (AOB)
antérieur. Tandis que les VRN dont les corps cellulaires sont situés dans la couche basale
coexpriment des récepteurs de la superfamille des récepteurs voméronasaux de type 2-positifs
(V2R) (43) et la protéine Gao, et projettent vers le AOB postérieur (44-46) (Figure 1). Les
superfamilles V1R et V2R sont les deux familles de GPCR les plus exprimées par les VRN, en
plus des récepteurs formyl-like (FPR) (47). Les neurones exprimant V1R n’expriment a chaque
fois qu’une seule des 160 formes existantes, comme dans le MOE (48). Par opposition aux V1R,
plusieurs formes de V2R sur les 120 existantes peuvent étre co-exprimées dans un méme VRN
(49). Les deux superfamilles de récepteurs, lorsqu’ils sont activés, induisent toutes deux une
dépolarisation cellulaire par [lactivation de la phospholipase C qui convertit le
phosphatidylinositol biphosphate (PIP2) en IP3 et en diacylglycérol (DAG). Ensemble, ces
seconds messagers déclenchent I'ouverture du TRPC2 (canal cationique 2 de la sous-famille C
des TRP (transient receptor potential)), permettant I'afflux simultané de Na+ et de Ca2+
(50,51).

Contrairement au MOS, dans le bulbe, un méme glomérule recoit des afférences de
VRN exprimant des VR distincts mais apparentés (52). Les cellules M/T de ces glomérules
envoient également des projections axonales via le LOT jusqu’a I'AMe, a I'amygdale corticale
postéromédiale (PMCo) et aux noyaux principaux du noyau du lit de la strie terminale (BNSTpr)

(53,54) (Figure 2).

3.2.1. Les phéromones

Les phéromones permettent aux animaux de communiquer socialement et sont
capables d’induire des modifications physiologiques et comportementales (2). Bien que
majoritairement traitées par I'’AOS, certaines sont détectées par le MOS (55). Plusieurs
molécules présentes dans l'urine d’individus males, considérées comme de possibles
phéromones volatiles, sont détectées par les OR (56). En plus des récepteurs chimiosensoriels

canoniques, une nouvelle classe de récepteurs, présents dans le MOE, associés aux amines






traces (TAAR) a été identifiée et semble également étre associée a la détection de phéromones
volatiles (57,58).

Les types et les quantités de phéromones libérées, notamment celles qui influent sur
le comportement sexuel, varient tout au long de la vie en fonction du sexe, du contexte social
et environnemental, ainsi que du statut hormonal (e.g. en fonction du cycle cestral et de
I'achévement ou non de la puberté). Ce sont les hormones stéroidiennes sexuelles, sujettes a
d'importantes variations temporelles, qui exercent un réle crucial dans la régulation de la
sécrétion des phéromones. En effet, certaines phéromones sont obtenues par transformation
chimique des stéroides circulants, avant d’étre diffusées a I'extérieur (59,60). Par exemple, un
cestrogene sulfaté est émis par les femelles ovulantes et fonctionne ensuite comme l'un des
éléments du cocktail de phéromones favorisant le comportement sexuel chez les males (61).
Pour d’autres phéromones, le controle par les hormones sexuelles peut étre plus indirect, par
exemple via leur action sur les cellules synthétisant ces phéromones (62,63).

Les phéromones peuvent ensuite induire ou supprimer une variété de comportements
sociaux, tels que le comportement sexuel, qui nous intéresse pour ce travail. Le type de
réponses comportementales peut varier en fonction du sexe, de la physiologie de la
reproduction et de I'expérience du congénére (7). Par exemple, les femelles peuvent avoir un
comportement tres différent en fonction de leur état d'ovulation. Une étude de Dey et al. 2015
(64) a montré que, pendant la phase de dicestrus, les VRN de souris femelles sont
temporairement et spécifiquement rendus "aveugles" a un sous-ensemble de phéromones
émis par les males, alors qu’il sont pleinement activés par ces mémes ligands pendant la phase
d'cestrus. Effectivement, les récepteurs aux cestrogénes présents sur ces neurones peuvent
moduler rapidement leur réactivité aux odeurs (65,66). C’est pourquoi lors des tests
comportementaux, les femelles sont induites en cestrus comportemental pour que la
probabilité d’étre sexuellement réceptives augmente. Concernant les males, I'expression du

comportement sexuel peut étre influencée par leur position dans la hiérarchie sociale (7).

3.3. ROle du AQS et du MOS dans le comportement sexuel
Pour conclure sur le systeme olfactif, il convient de noter que la voie principale et la
voie accessoire ne sont pas strictement séparées ; il existe un certain chevauchement a la fois
dans leur anatomie et dans leur fonction. Le MOS et le AOS sont strictement séparés jusqu’au

niveau du MOB/AOB. A partir de ceux-ci, certaines projections se chevauchent. Pour






démontrer ceci, Pro-Sistiaga et ses collaborateurs (67,68) ont procédé a des injections
simultanées de différentes dextranes-amines fluorescents, des traceurs antérogrades dans le
MOB et 'AOB. Des chevauchements ont été retrouvés dans de nombreux noyaux associés aussi
bien a 'AOS qu’au MOS, tels que les subdivisions antérieure et postérieure de '’AMe.

Des études d'ablation ou de Iésion du VNO ou du MOE menées chez les males et les
femelles ont démontré l'importance de ces deux types d'épithélium a la fois dans la
reconnaissance du partenaire et dans |'expression de I'ensemble des comportements sexuels,

gu'ils soient appétitifs ou consommatoires (36,69,71).

4. AMePD

L'AMe est une cible majeure des structures olfactives primaires, principalement I'AOB
et dans une moindre mesure le MOB. Il est également ciblé par les structures olfactives
secondaires telles que I'ACo, le PLCo, le PMCo, et le cortex piriforme. |l s'agit du premier site
de convergence entre le MOS et I'AOS.

LAMe constitue une composante centrale du réseau neuronal cérébral qui intégre a la fois
I'état interne (hormonal) et les informations sensorielles chimiques liées aux émotions
(phéromones) pour exprimer et réguler de maniére adaptée des comportements tels que
I'agression, la parentalité et, plus particulierement dans le cadre de ce projet, le
comportement sexuel. En effet les lésions de 'AMe perturbent I'expression des aspects
appétitifs et consommatoires du comportement sexuel male et femelle chez de nombreuses
especes de rongeurs. Des études histologiques, neurochimiques et fonctionnelles ont divisé
I’'AMe en au moins 3 subdivisions : la subdivision antérieur, (AMeA), la subdivision postéro-
ventral (AMePV) et celle qui nous intéresse dans ce projet la subdivision postéro-dorsal

(AMePD) (72,73).

En tant que site potentiel pour l'intégration des signaux chimio-sensoriels et
hormonaux (74), des analyses approfondies des divers subdivisions ont révélé que l'intégration
de ces deux types d'informations essentielles a |'expression appropriée du comportement
sexuel, est traitée par différentes sous-régions de I'AMe.

En effet, 'AMeA recoit la majorité des entrées chimio-sensorielles affluant dans 'AMe.

En réponse a I'exposition a une grande variété d’odeurs sociales (de congéneres ou d’individus






provenant d’autres espéces), I'expression de génes précoces immeédiats (IEG) augmente dans
les neurones de ce sous-noyau, ce qui témoigne de leur activation neuronale. L'AMePD ne
regoit quant a Iui qu'un ensemble plus limité d'entrées chimio-sensorielles, provenant
principalement de la partie antérieure de I'AOB (75). Il montre une activation neuronale plus
faible aux odeurs sociales (76). Seulement des odeurs de congénéres, et plus spécifiquement
les odeurs du sexe opposé, augmentent I'expression des IEG dans les neurones de ’AMePD.
Des lésions de 'AMeA et de 'AMePD ont pour conséquences respectives une investigation plus
approfondie des odeurs d’individus du méme sexe et une diminution de l'investigation des
odeurs d’individus du sexe opposé (77). LAMeA semble fonctionner comme un filtre chimio-
sensoriel permettant de distinguer les odeurs d’individus du sexe opposé de celles d’individus
du méme sexe, tandis que ’AMePD est essentielle pour générer une attirance spécifique pour
les odeurs d’individus du sexe opposé (78,79). De plus, une étude de 'AMe, dans son
ensemble, a mis en évidence que les neurones la constituant répondent préférentiellement
aux indices olfactifs émis par les individus de l'autre sexe, ce qui n’était pas présent en amont
dans 'AOB (80). Cette activation neuronale sexuellement différente n’est présente que chez
les animaux sexuellement expérimentés (81).

Les informations liées au statut reproductif interne (maturité sexuelle, phase du cycle
oestral) sont également intégrées dans I’AMe et plus spécifiguement dans sa subdivision
postéro-dorsale, 'AMePD. En effet, 'AMePD contient un grand nombre de neurones, mais
également des cellules gliales avec une haute expression de récepteurs aux androgenes (AR)
(82,83), de récepteurs aux cestrogénes (ER-alpha et ER-beta) (82,84), de récepteurs a la
progestérone (85), ainsi que l'enzyme aromatase (86) qui catalyse la conversion de la
testostérone en cestradiol. De plus, les niveaux circulants d’hormones stéroidiennes, qui
different en fonction du sexe, affectent les cellules de ’AMePD qui y sont sensibles, ce qui sera
a l'origine du dimorphisme sexuel de ce noyau (voir section 4.2 : Dimorphisme sexuel).

Enfin, deux études de P. M. Maras et A. Petrulis de 2010 (78,79) ont montré que
’AMePD et ’AMeA sont fortement interconnectées. La premiére consiste a injecter un traceur
rétrograde, la toxine B du choléra (CTB), dans I’AMeA ou 'AMePD. Aprés exposition a des
odeurs femelles ou males, le marqueur d’activité neuronale c-Fos colocalise presque trois fois
plus avec les cellules marquées au CTB de 'AMeA, qui projette donc vers 'AMePD, que celle
marquée au CTB de 'AMePD, qui projette vers 'AMeA. On peut également noter que 57 % des

cellules marquées par la CTB dans ’AMePD expriment également des AR, contre 28 % dans






I’AMeA (78). La deuxiéeme étude mesurait I'expression de c-Fos en réponse aux odeurs femelles
ou males apres lésions électrolytiques de I'AMeA ou de I'AMePD. Sans AMeA |'expression de
c-Fos provoquée par l'exposition aux odeurs est réduite dans I'AMePD, tandis que sans
AMePD, I'expression de c-Fos dans I'AMeA n’est pas affectée (79). Ces résultats prouvent une
interconnexion anatomique et fonctionnelle entre ces deux régions, avec une préférence
directionnelle de I'AMeA vers I'AMePD.

En résumé, ’AMe peut étre théoriquement divisée en un systéme sensoriel/contextuel
(AMeA) et un systeme hormonal répondant aux stéroides (AMePD), dans lequel le filtrage des
informations chimio-sensorielles et contextuelles entrantes se produit d'abord dans le AMeA
et qui, a son tour, fagconne une réponse plus motivationnelle et spécifique dans ’AMePD qui

est modulée par les indices hormonaux de I'état reproductif interne (gonadique) (72,78).

Au sein de cette AMe, les neurotransmetteurs prédominants sont le glutamate et
I'acide y-aminobutyrique (GABA), avec une différence de concentration notable entre les
noyaux postéro-dorsal et antérieur. Les neurones excitateurs glutamatergiques sont plus
nombreux dans I'AMeA, tandis que les neurones inhibiteurs GABAergiques prédominent dans
I'AMePD. Environ 80 % des neurones de I'AMePD sont des cellules GABAergiques chez la souris

(87,88).

4.1. Etudes expérimentales sur le comportement sexuel et anxieux

Comme mentionné précédemment, I'"AMePD est essentielle dans I'attraction pour les
odeurs du sexe opposé chez les individus des deux sexes. Chez le hamster (77), le rat (89) et la
souris (90,91), la lésion de celui-ci élimine les préférences olfactives pour le sexe opposé et
semble suggérer une motivation sexuelle diminuée. Chez les males, l'activation d'une
population de neurones a kisspeptine située dans I'AMePD prolonge le temps d'investigation
des femelles en cestrus (92).

En ce qui concerne les comportements sexuels consommatoires tels que la lordose
chez la femelle et la monte, l'intromission et I'éjaculation chez le male, le role de I'AMePD
differe en fonction du sexe et du comportement exprimé. Chez la femelle, des lésions
bilatérales de la partie postérieure de 'AMe (90), I'inactivation optogénétique des neurones
GABAergiques de I’AMePD (93) ou I'inhibition chémogénique (91) de ’AMe ont tous réduit le
guotient de lordose exprimé par les femelles en réponse a la monte. Limportance de 'AMePD
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dans les trois phases du comportement sexuel male n’a pas encore été clairement démontré.
De fait, I'activation, l'inhibition ou l'ablation des neurones exprimant |'aromatase dans
I’AMePD n'ont aucun effet sur ces comportements (94). En 2014, il a tout de méme été trouvé
gu’une stimulation optogénique de faible intensité réalisée au niveau de 'AMePD déclenchait
une augmentation de I'investigation sociale et de monte (95).

Il a également été mis en évidence que 'AMePD est fonctionnellement impliquée dans
la régulation de I'expression de la peur et I'anxiété. Plusieurs types de stresseurs ont été testés
tels que I'exposition a des odeurs de chats, la contention physique (96), le passage d’un test
en labyrinthe en croix surélevée (97), le passage d’un test de défaite sociale (98), et a chaque
fois, I'expression de c-Fos a été détecté dans 'AMePD des rats males . Chez les femelles,
I'AMePD exerce une influence sur la régulation de l'axe HHG. Elle pourrait médier la
suppression de la pulsatilité de la sécrétion de la LH induite par le stress (99,100). En revanche,
I'activation chémogénétique des neurones a kisspeptine dans I'"AMePD de souris femelles

semble réduire leur anxiété (92).

4.2. Dimorphisme sexuel de 'AMePD

Les neurones et les cellules gliales de I'AMePD sont influencés par les niveaux circulants
de stéroides gonadiques, ce qui entraine des différences sexuelles dans cette région. Ces
différences se manifestent par le volume et le nombre de neurones et de cellules gliales, ainsi
gue par le volume somatique des neurones, la longueur et la densité des épines dendritiques,
et la concentration des neuropeptides. Tous ces parametres sont plus élevés dans I'AMePD des
rongeurs males par rapport aux femelles (101). Des expériences de gonadectomies et de
remplacement hormonal ont permis de mieux comprendre l'influence des hormones sexuelles
sur ce dimorphisme anatomique ainsi que sur le comportement sexuel.

Chez les males castrés depuis quatre semaines, le volume de I’AMePD ainsi que le
diametre du soma des neurones diminuent, mais ces diminutions sont empéchées s’ils
regoivent un traitement a la testostérone apres leur castration. De plus, chez les femelles
ovariectomisées mais traitées quatre semaines avec de la testostérone ou avec de I'estradiol
(métabolite aromatisé de la testostérone), les valeurs de ces deux parametres augmentent
pour atteindre des valeurs similaires a celles des males intacts (102,103).

Les hormones stéroides gonadiques n’impactent pas seulement I'lanatomie de ’'AMePD
mais sont également importantes pour I'expression des comportement sexuels propres aux
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deux sexes. Par exemple, chez les rats et les hamsters males castrés, I'implantation spécifique
d’un implant/d’une capsule de testostérone (ou d’estradiol) dans 'AMePD permet de rétablir
le comportement de monte ainsi que le temps passé a renifler des odeurs de femelles en
cestrus, alors que I'implantation dans I’AMeA ne le permet pas (73). Cela concorde avec le
constat selon lequel l'administration bilatérale d'un antagoniste des récepteurs aux
androgeénes spécifiguement dans I'AMePD des rats males entraine une augmentation du
temps consacré a renifler des odeurs de males, égalant ainsi celui passé a renifler des odeurs
de femelles en cestrus (104). Concernant les femelles, I'administration d'implants de
tamoxifene (TX), un inhibiteur des récepteurs des cestrogenes, ou de 5a-dihydrotestostérone
(DHT), un androgene non aromatisable, dans 'AMePD de rates ovariectomisées et mises en
cestrus comportemental a supprimé leur préférence pour les odeurs masculines (105). Donc,
chez les femelles en situation de réceptivité sexuelle, la signalisation des estrogenes au niveau
de 'AMePD semble nécessaire pour qu’elles expriment une préférence envers les odeurs de
potentiels partenaires reproducteurs par rapport aux odeurs d’individus du méme sexe

gu’elles.

4.3. Efférences de 'AMePD

LUAMePD projette principalement vers deux structures bien connues pour leur
implication dans le contréle des comportements sexuels appétitifs et consommatoires, et qui
sont, comme 'AMePD, sensibles aux stéroides sexuels et sexuellement dimorphiques : I'aire
préoptique médiane (MPOA) et la portion ventrolatérale de I'hypothalamus ventromédial
(VMHuvI) (72,106). Il projette également vers la portion ventrale du noyau prémammillaire
(PMv) (107,108). Il est probable que ce dernier soit également impliqué dans la circuiterie
neuronale liée au comportement sexuel mais les données expérimentales a ce sujet sont
encore insuffisantes (Soden et al. 2016; Choi et al. 2005; Ross et al. 2018). Ces projections vers
ces différentes régions de I'hypothalamus se font soit directement, soit indirectement par
I'intermédiaire du BNSTpr (109). Cependant cette route indirecte ne semble pas essentielle
chez la femelle car la lésion de cette derniere ne supprime pas les comportements de lordose
et de préférence de partenaires, mais les atténue seulement (110,111). A l'inverse, chez le
male, le BNSTpr est essentiel pour orienter I'accouplement vers les femelles mais également

pour I'ensemble des comportements sexuels consommatoires (110,112).
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Pour le comportement sexuel femelle, le VMHvl est la zone régulant les

comportements sexuels féminins la mieux caractérisée. D’une part, I'activation ou I'inhibition
des neurones le constituant renforce ou diminue, respectivement, la préférence pour les males
(112,113). D’autre part, une étude de 1979 a démontré pour la premiére fois que la stimulation
électrique prolongée du VMH pouvait faciliter la réponse de lordose a la monte par des males
(114,115). Par la suite, des études se sont focalisées sur des populations de neurones définies
moléculairement dans le VMHvI, tels que les neurones VMHvI®", Leur activation ou
I'inhibition (optogénique ou chémogénique) spécifique est capable de promouvoir ou
réprimer, respectivement, la réceptivité sexuelle chez les souris femelles ovariectomisées (non
réceptives sans supplémentation hormonale) (112,113).
Il a été montré que les neurones du VMHvI projettent en partie vers la substance grise
périaqueducale (PAG), une région relais prémotrice du tronc cérébral communiquant avec les
neurones moteurs de la moelle épiniere pour induire la lordose (116,117). En ce qui concerne
la MPOA, elle contribue a la motivation sexuelle chez les femelles grace a ses projections vers
la zone tegmentale ventrale (VTA), région qui projette a son tour vers le noyau accumbens
(NAc) (118), soit deux régions clefs du systeme dopaminergique mésolimbique impliqué dans
le circuit de la récompense. La participation de ce circuit favorise ainsi I'apprentissage par
renforcement et donc l'intérét social chez les souris (119,120). Cependant, le MPOA semble
exercer un effet inhibiteur sur la lordose (121) principalement par le biais de projections
GABAergiques vers le VMHvI (122).

Chez les males, le VMHvI semble moins impliqué dans les comportements sexuels que
pour les femelles, tandis que la MPOA est indispensable a I'expression de ce comportement.
Lors de linvestigation des femelles, I'activation des neurones du VMHvI est similaire a celle
observée lors de I'investigation des males (123). De tres faibles variations du comportement
consommatoire ont été observées lors de I'inhibition, spécifique ou non, des neurones de ce
noyau (123,124). Chez les males, le VMHvI jouerait un réle plus important dans un autre
comportement social : le comportement agressif. En ce qui concerne la MPOA, elle contrdle
une grande partie des comportements sexuels males. Les neurones qui le composent, en
particulier ceux exprimant les ER-alpha, sont activés lors de la recherche des femelles, lors de
la phase consommatoire, ainsi que lors de monte accompagné d'émission des vocalisations
ultrasoniques (USV) émises par le male lors de la monte. Ces observations ont été confirmées

par des études d’ablations, d’activations et d’inhibitions de ces neurones en particulier
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(122,125,126). Les efférence du MPOA projettent vers le PAG et le VTA, des régions qui,
comme décrit plus haut, coordonnent respectivement l'activité motrice responsable de
I'expression du comportement, et la récompense qui y est associée (127,129).

Chez les rats sexuellement inexpérimentés des deux sexes, la réponse de c-Fos induite
par I'odeur du sexe opposé se limite aux régions périphériques des voies de projections
olfactives, y compris I'AMe. Apres que les sujets aient acquis de I'expérience sexuelle, cette
plus grande activation neuronale s'étend aux régions centrales, ou se trouvent les efférences

de I'AMe (130,131).

5. nNOS

Le monoxyde d'azote (NO) ou oxyde nitrique, est un messager moléculaire dont la
propriété gazeuse lui permet de traverser les membranes biologiques, aussi est-il parfois
qualifié de neurotransmetteur atypique (133). Largement distribué dans l'organisme des
mammiferes, il joue un réle actif dans plusieurs de leurs processus physiologiques. Dans le
systeme nerveux centrale (SNC), il régule la différenciation, le développement des synapses
ainsi que de médier la régulation a long terme des transmissions synaptiques (potentialisation
a long terme, inhibition a long terme) (134). Le NO présent dans le SNC est principalement
produit par I'isoforme neuronale de la NO synthétase (nNOS, codée par le géne Nos1) qui est
exprimée de maniere constitutive par certains neurones. Il existe également deux autres
isoformes de la NO synthétase : la NO synthétase endothéliale (eNOS, codée par Nos3),
également exprimée de fagon constitutive par les cellules endothéliales, et la NO synthétase
inductible (iNOS, codée par Nos2) (135).

Les NOS convertissent la L-arginine en citrulline et en NO dans une réaction qui
nécessite de I'oxygeéne et grace a I'apport d’électron permis par la réduction du nicotinamine
adénine dinucléotide phosphate (NADPH) (136). Cette réaction requiert I’homodimérisation
de deux NOS pour assurer un transfert d’électron efficace et la création de sites de liaison de
haute affinité pour les cofacteurs et |'arginine (137,138).

Dans les neurones, la nNOS est associée au récepteur NMDA. Cette liaison se fait par
I'intermédiaire de la protéine PSD95, qui se lie aux queues cytoplasmiques des sous-unités des
récepteurs NMDA (139) ainsi qu’a nNOS via l'interaction de leur domaine PDZ respectif (140).

L'activation des fonctions catalytiques de la nNOS est dépendante du complexe calcium-
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calmoduline (141). Etant donné que la calmoduline est liée au récepteur NMDA (142), le
calcium provient principalement de son afflux a travers ces récepteurs activés. Lafflux de
calcium via des canaux calciques voltage-dépendants pourrait également étre impliqué (143).
En parallele, la nNOS ancrée a la membrane subit également des modifications post-
transcriptionnelles (telles que la phosphorylation sur le résidu sérine 1412 par Akt), ce qui
module son activité catalytique en stimulant la synthése neuronale de NO (144,145).

Les neurones exprimant la nNOS coexpriment également des récepteurs aux hormones
stéroides gonadiques (ER alpha et AR) (146). Les cestrogénes, en particulier, semblent avoir un
impact significatif sur la synthése du NO par la nNOS. L'augmentation naturelle des
cestrogenes plasmatiques avant I'ovulation ou leur injection artificielle est corrélée
respectivement a une augmentation des cellules immunoréactives a la nNOS (146) et a la |-
citrulline (qui est formée de maniére stocechiométrique avec le NO) (147) dans la région
préoptique. La formation d'un complexe NMDA-PSD95-nNQOS, cruciale pour l'activation
optimale de cette derniere, semble étre dépendante des niveaux circulants d'cestrogénes. Plus
précisément, les fluctuations endogenes des niveaux d'cestrogenes au cours du cycle cestral
sont corrélées a la phosphorylation de la nNOS sur le résidu de sérine 1412, au niveau
d'association de cette forme phosphorylée avec le complexe récepteur NMDA/densité post-
synaptique 95 a la membrane plasmique, et donc a l'activité de cette enzyme. Tous ces
événements atteignent leur apogée dans l'aprés-midi du proestrus, lorsque les niveaux
d'cestrogenes sont les plus élevés. (148,149).

Le rayon d’action du NO est limité (environ 200 um depuis sa source d’émission) par sa
courte demi-vie (1 a 10 secondes). Du fait de sa nature gazeuse, le NO diffuse librement et
préférentiellement de maniére rétrograde au niveau des synapses du SNC (150). Il n’est pas
stocké dans des vésicules et n'agit pas sur un récepteur classique. La guanylate cyclase soluble
(sGC) a été identifiée comme étant la principale cible du NO. Une fois activée, elle convertit de
la guanosine triphosphate (GTP) en guanosine monophosphate cyclique (cGMP) qui interagit
avec trois groupes majeurs de protéines : les protéines kinases G dépendantes du cGMP (PKG),
les phosphodiestérases (PDE) et les canaux cationiques activés par le cGMP, ce qui permet a la
voie NO/cGMP d’étre impliquée dans plusieurs processus physiologiques distincts (151,153)

(Figure 3).
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Figure 3 : Complexe protéique permettant la synthése de I'oxyde nitrique (NO). La migration de la NO
synthétase neuronale (nNOS) du cytosol vers la membrane et son interaction physique avec la sous-
unité NR2B du récepteur NMDA (NMDA-R) via les domaines PDZ (rectangles bleus) impliquent la
protéine d'échafaudage post-synaptique 95 (PSD-95) et la formation d'un complexe nNOS/PSD-
95/récepteur NMDA. La stimulation du récepteur NMDA par le glutamate déclenche I'entrée de calcium
dans le neurone. Le calcium se lie alors a la calmoduline (CaM), activant ainsi la nNOS et favorisant la
production de NO. Ce composé est synthétisé enzymatiquement a partir de L-arginine (L-Arg) et produit
de la L-citrulline (L-Cit). Parallelement, la nNOS subit des modifications post-transcriptionnelles, telles
que sa phosphorylation par Akt, ce qui facilite sa liaison au complexe nNOS/PSD-95/récepteur NMDA.
L'cestradiol semble jouer un réle crucial dans cette modification.

Abréviations : CaM, Calmoduline ; L-Arg, L-arginine ; L-Cit, L-citrulline ; NMDA-R, Récepteur NMDA ;
nNOS, forme neuronale de la NO synthétase ; NO, Oxyde nitrique ou monoxyde d’azote ; PSD-95,
Protéine d'échafaudage post-synaptique 95.

Adapté de Chachlaki et Prevot 2020



5.1. ROles des neurones a nNOS dans les comportements sexuels

Grace a |'étude des conséquences de la délétion homozygote de I'exon 6 du gene
codant pour la nNOS chez la souris, il est établi depuis 2002 que le NO agit comme un
modulateur des fonctions de reproduction chez les rongeurs. (154).

Plus récemment, des travaux menés par le laboratoire d’accueil ont permis d’indiquer
que les neurones a nNOS interagissent avec les neurones a kisspeptine pour réguler le
comportement sexuel chez les femelles. Tout d'abord, l'expression de la lordose est
significativement diminuée chez les souris femelles dépourvues de nNOS (nNOS-/-) et
compléetement inhibée chez les rats femelles recevant des injections intra-
cérébroventriculaires d'inhibiteurs de nNOS, tels que le L-NAME (155,156). De maniére
intéressante, I'expression de la lordose est également significativement diminuée chez les
souris femelles infusées bilatéralement et de maniere chronique avec du L-NAME dans la
portion ventrolatérale du VMH (157). Ensuite, des études impliquant des injections de Kp-10,
une forme active de la kisspeptine, et de SNAP, un donneur de NO, chez des souris femelles
nNOS” et Kiss17- respectivement, ont suggéré que le NO agit en aval de la kisspeptine dans
I'expression de la lordose (155). De plus, l'utilisation de femelles de deux lignées
transgéniques, Kisspeptin-IRES-Cre (KissIC) et NOS1::CRE, ainsi que du virus antérograde AAV8-
flex Syn::EGFP injecté dans I’AVPV de souris KissIC et dans le VMH de souris NOS1::CRE, suggere
une communication bidirectionnelle entre ces deux populations. Pour le confirmer, une
expérience préliminaire d’ablation des neurones a nNOS spécifiquement dans le VMH a été
entreprise. Elle a résulté en la réduction significative de la lordose, ce qui a confirmé le rble
essentiel de cette population dans le comportement sexuel femelle.

Chez les males, I'ablation spécifique de cette population a également résulté en une
diminution des comportements de monte et d’intromission, ce qui indique qu’elle pourrait

tout aussi bien jouer un réle dans le comportement sexuel male.

5.2. Nouvelle population de neurones a nNOS dans MePD et son role possible dans
I’'expression de plusieurs types de comportement

Les neurones exprimant NOS sont présents dans toute I'amygdale médiane et

répondent aux stéroides sexuels (158,159). Plus spécifiquement dans I’AMePD, des études

histochimiques ciblant I'activité NADPH-diaphorase, utilisée comme marqueur de la présence
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de I'isoforme nNOS dans le cerveau, montre que cette activité NADPH-diaphorase semble plus
importante dans 'AMePD des males (160). De plus, une grande proportion des neurones
exprimant la nNOS, exprime également des récepteurs aux hormones stéroides gonadiques et
plus spécifiquement ESR1 et AR (146). Dernierement, on a découvert que la phéromone male
darcin stimule |'activité des neurones NOS du AMePD chez les souris femelles, ce qui suggere
gue ces neurones peuvent répondre aux signaux olfactifs émis par des congénéres (161). Par
conséquent, bien que la plupart des recherches se soient concentrées sur les effets de la
signalisation NOS dans le VMH, il est possible que la signalisation NOS en amont du VMH, tel
gue dans I’AMePD, puisse jouer un réle dans la modulation des comportements sexuels.
Parallelement a cela, I'injection dans ’'AMe de rat de I'inhibiteur de la nNOS, le L-NAME,
a montré un impact anxiolytique sur leurs comportements (162). Il serait donc intéressant

d’investiguer un possible role des neurones a NO de I’AMePD dans l'anxiété.

6. Outils génétiques utilisés pour étudier la circuiterie
neuronale

Les virus et les différentes séquences composant le génome viral qui ont été utilisés
sont expliqués en section 6.1. Cette section sera suivie de la description des différent outils

apportés par ces virus en section 6.2 (GCaMP6s) et 6.3 (hM4Di).

6.1. Virus
Les 3 virus utilisés pour ce travail sont les suivants :
- AAV1 hsyn Flex GCAMP6s WPRE SV40i
- AAV1 hSyn Dio hM4D (Gi) mCherry (RC1)
-AAV2 hSyn Dio mCherry (RC2)

Le dernier des trois sert de contréle.

La distribution de genes par le virus adéno-associés (AAV) s'est imposée comme une
méthode sire et robuste pour I'expression a long terme de transgénes dans le SNC (163). Les
AAVs sont composés d'une capside protéique icosaédrique d'environ 26 nm de diametre et
d'un génome d'ADN simple brin d'environ 4,7 kb qui peut étre soit le brin plus (sens), soit le

brin moins (anti-sens) (Muzyczka, N. et Berns 2001). La forme recombinante des AAV (AAVr)
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encapsule des génomes dépourvus de toutes les séquences codant pour les protéines AAV
sauvages qui sont remplacées par des cassettes d'expression de genes d’intérét (164), dans
notre cas GCaMP6s, hM4Di et mCherry. Les différents sérotypes d’AAV reconnaissent des
récepteurs cellulaires distincts tels que des glycoprotéines sialylées pour I'AAV1 et des
protéoglycanes a base de sulfate d'héparine pour I'AAV2, tous les deux ont montré un
tropisme pour les neurones du systeme nerveux central (165).

Concernant les génomes apportés par les AAVr, des séquences identiques entre les
trois virus ont été utilisés. On y trouve le promoteur humain de la synapsine, une protéine
largement distribuée dans les synapses du systéeme nerveux central et périphérique (166). Ce
promoteur confere une expression transgénique a long terme hautement spécifique des
neurones et non des cellules gliales présentes dans la zone du site d’injection. Flex ou DIO sont
deux noms qui désignent le méme systeme utilisé pour que I'expression des transgenes viraux
soit Cre-dépendante. La séquence des transgénes est encadrée par deux paires différentes de
sites LoxP, congus pour ne pas pouvoir recombiner entre paires. La séquelle elle-méme du
transgene est inversé par rapport au promoteur, ce qui prévient son expression en |'état. En
présence de la Cre recombinase, les sites LoxP recombinent, ce qui permet I'expression des
transgenes. Ainsi, son expression n’est possible que dans les neurones exprimant la Cre. Le
systeme Flex ou DIO utilisant la double paire de sites LoxP garantit que le transgene ne puisse
plus retourner en orientation inverse grace a une seconde recombinaison a l'origine de
I’excision d’une partie du systeme, comme illustré en figure 4. Les sites LoxP inversés I'un par
rapport a lI'autre provoquent l'inversion de la séquence ADN qu’ils encadrent, tandis que s’ils
sont orientés dans le méme sens, leur recombinaison entraine la délétion de cette séquence.
Le gene d’intérét est suivi, dans la région 3'UTR non traduite, de deux séquences importantes
pour augmenter la stabilité et donc la traduction de 'ARNm transcrit : WPRE et SV40.
Premierement, Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) Posttranscriptional Regulatory
Element (WPRE) renforce I'expression du transgéne en augmentant ['accumulation
cytoplasmique des ARN viraux in vivo (167). SV40 quant a lui est un signal de polyadénylation,
qui induit la synthése d’'une queue poly(A) favorisant la traduction et empéchant la
dégradation de ARNm (168).

Dans le virus AAV1 hSyn Dio hM4D (Gi) mCherry (RC1), le ggne mCherry, codant pour

une protéine fluorescente rouge, est utilisé comme gene rapporteur étant donné qu'’il n’y a
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Figure 4 : Représentation schématique du systeme DIO/FLEX. Les triangles blancs et noirs
représentent deux paires différentes de sites LoxP flanquant une région d’intérét, dans notre cas, XX.
Ces sites LoxP sont reconnus par la protéine recombinase Cre et, selon 'orientation de leur séquence,
la Cre entrainera l'inversion ou l'excision de la région qu’ils encadrent. L'utilisation de deux paires

différentes de LoxP, incapables de recombiner entre elles, permet de bloquer le systeme aprés excision

de la région d’intérét.



pas d’anticorps spécifique a hM4Di pour vérifier son expression dans les neurones en

immunohistochimie.

6.2. GCaMP6s

La mesure de la fluorescence dépendante du Ca2+ libre intercellulaire a l'aide
d'indicateurs de calcium génétiquement codés (GECI) (169,170) est une méthode standard
pour suivre |'activité neuronale de neurones les exprimant chez des animaux éveillés se
comportant librement (171,172). GCaMP6s fait partie de cette famille de protéines et est le
résultat de la fusion entre la protéine fluorescente verte a permutation circulaire (cpGFP), de
la protéine de liaison au calcium la calmoduline (CaM) et du peptide M13 (106,173,174)
(Figure 5). GCaMP6s a une intensité de fluorescence faible mais suite a la liaison du calcium
libre intracellulaire au domaine de la CaM, celui-ci s'enroule autour du peptide M13 ce qui a
pour conséquence de changer la conformation initiale, I'environnement stérique et
électrostatique du chromophore de GCaMP (cpGFP) et in fine d’augmenter son intensité de
fluorescence (175). Plus précisément, il y a une déprotonation associée a |'état de haute
intensité de fluorescence de GCaMP et une diminution de son pKa et de I'acces du solvant au
chromophore (175,176).

Plusieurs variants du senseur GCaMP6 existent : GCaMP6s, 6m, 6f avec différentes
cinétiques : lente (slow), moyenne (medium) et rapide (fast) respectivement. Plus la cinétique
est lente, plus la sensibilité augmente (177). La cinétique fait entre autres référence au temps
de demi-décroissance et au temps de demi-élévation de la fluorescence qui sont plus longs
pour GCaMP6s comparé a GCaMP6f. La version lente, quant a elle, émet des variations de
fluorescence jusqu’a sept fois plus importante, la rendant plus sensible (177,178). Pour un petit
nombre de potentiels d'action, comme c’était le cas dans les expériences ou des
comportements espacés dans le temps ont été étudiés, le capteur le plus sensible, GCaMP6s
est un choix judicieux afin de perdre un minimum de signal et donc d’information.

En résumé, dans les neurones ou il est exprimé, GCaMP6s permet de détecter
I'augmentation rapide de calcium libre intracellulaire associée a l'activation neuronale et donc
d’étudier le profil d’activation de ces neurones (179,180) en analysant la fluorescence émise

au court du temps lors de tests comportementaux.
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Figure 5 : Représentation schématique de GCaMP6s. Protéine résultant de la fusion entre la protéine
fluorescente verte a permutation circulaire (cpGFP), la calmoduline (CaM), qui présente une affinité
pour le calcium, et le peptide M13. Une fois liée au calcium (Ca*), la conformation de GCaMP6s change
et augmente sa fluorescence.

Abréviations : CaM, Calmoduline ; Ca*, lon calcique ; cpGFP, Protéine fluorescente verte a permutation

circulaire.



Les ondes lumineuses d’excitation (465nm) et d’émission (520nm) de GCaMP6s sont
captées dans la zone d’intérét du cerveau, ou est exprimé GCaMP6s, grace a une fibre optique

implantée au préalable dans cette zone.

6.3. hM4di

Pour étudier le role d’'une population de neurones sur un comportement, il est
intéressant d’analyser I'impact de l'inhibition spécifique de ces neurones sur I'expression de
ce comportement. Pour ce faire, 'utilisation des DREADDs (Designer Receptor Exclusively
Activated by Designer Drugs), un outil chimio-génétique, et plus spécifiguement hM4Di est
une option de choix car il permet une inhibition réversible et donc non-définitive (181).

hM4Di est une version modifiée des RCPG muscariniques humain 4 (M4) qui ne répond
plus a son ligand natif, I'acétylcholine mais a des composés pharmacologiques inertes tels que
le clozapine-N-oxyde (CNO)(182). Etant couplé & une protéine G et plus spécifiquement Gaii,
hM4Di induit une inhibition neuronale lorsque qu’il est lié au CNO.

L'activation de la protéine Gai entraine I'inhibition de I'adénylate cyclase (AC) et, par
conséquent, la diminution de la production d’AMPc, un des facteurs activateurs de la protéine
kinase A (PKA) (183). D’autre part, la sous-unité B/y se détache de la protéine Gai et active les
G protein-coupled inwardly rectifying potassium channels (GIRKs) accompagné d’une sortie
massive de potassium et donc d’une hyperpolarisation cellulaire (184).

Exprimé dans des neurones spécifiques et stimulé par le CNO, hM4Di conduit donc a
une hyperpolarisation et a une atténuation de I'activité neuronale, mais également une action

beaucoup plus puissante de réduction au silence de la transmission synaptique (181,185).
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Objectifs

L'objectif principal de ce projet est d’approfondir notre compréhension de la circuiterie
neuronale régissant la préférence, la motivation et les comportements sexuels chez les deux
sexes. En particulier, nous aimerions tester I'implication spécifique des neurones exprimant la
nNOS dans 'AMePD. Pour cela, nous avons choisi d’utiliser un modéle de souris Nos1Cre ainsi
gue des outils Cre-dépendants tels que les DREADDS et la photométrie en fibre.

L'implication de I'AMePD est établie chez les deux sexes. Cependant, il est devenu
évident qu'une simple analyse anatomique des liens entre les différentes régions cérébrales
ne suffit plus a expliquer le fonction et la complexité de ces circuits. Une exploration
approfondie de la physiologie, des neurotransmetteurs et des molécules messageres exprimés
par les neurones constituant ces régions est nécessaire pour une compréhension plus
compléte. Par conséquent, ce mémoire vise a clarifier le réle des neurones exprimant la nNOS

dans la régulation des comportements sexuels et anxieux chez la souris male et femelle.
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Matériels et Méthodes

1. Animaux et hébergement

Le modele animal utilisé consiste en des souris males et femelles hétérozygotes de la
lignée transgénique Nos1¢® (JAX stock #017526). Cette souche de souris congénique
synthétise des enzymes nNOS fonctionnelles, mais exprime également I'enzyme Cre
recombinase dans les cellules exprimant Nos1. En effet la séquence de cette enzyme, floxée, a
été insérée juste apres le codon STOP du dernier exon du géne Nosl. La séquence IRES,
permettant le démarrage de la traduction d'un ARN messager, se trouve entre ce codon STOP
du dernier exon et le début de la séquence de la Cre.

L'utilisation de ce modele nous permettra d’utiliser des outils Cre-dépendants afin
d’exprimer spécifiquement dans les neurones a nNOS ciblés la sonde GCamp6s et le récepteur
DREADD hM4Di.

Les souris NoslCre sont élevées a I'Animalerie Centrale de Liege (n° d’agrément:
LA1610002) et sont agés de 12 semaines au début des expériences. Pour la réalisation des
tests comportementaux, 10 souris males et 10 souris femelles C57BL6/J dgées de 3-4 mois ont
également été acquises aupres du laboratoire Charles River afin de servir de stimuli.
Lanimalerie ou se sont tenues les expériences et ou I'ensemble des animaux ont été hébergés
est une animalerie conventionnelle ol la température est contrélée (24 + 2°C). Les souris
recoivent toutes de la nourriture et de I'eau ad libitum (Special Diet Services, RM3). Les
protocoles utilisés pour ce projet ont été préalablement approuvés par la Commission
d’Ethique Animale de I’'Université de Liége (protocole n°2195). Les souris Nos1¢® ont été
hébergées en groupes de 3 a 5 individus jusqu'a ce qu'elles subissent une chirurgie
stéréotaxique. Elles ont ensuite été hébergées individuellement dans des cages en plastique
dépourvues de grilles afin d’éviter d'endommager la fibre optique implantée. Les males ont
été placés en cycle lumiere/obscurité inversé (12h:12h de lumiére/obscurité avec extinction
des lumieres a 9h du matin) a la fin de leur chirurgie. Les femelles quant a elles ont été
maintenues en cycle lumiére/obscurité régulier jusqu'a leur ovariectomie, suite a quoi, elles
ont également été placées en cycle inversé. Le placement en cycle inversé nous permet

d’étudier le comportement des souris en journée, lorsqu’elles sont en phase active.
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Les souris males stimuli sont logés individuellement une fois qu’ils ont acquis de
I'expérience sexuelle, tandis que les femelles stimuli sont maintenues en groupe de 4 a 5

sujets. Lensemble de ces animaux sont placés en cycle inversé.

2. Chirurgie

2.1. Chirurgie stéréotaxique (injection d’AAV et implantation de canule a fibre pour la

photométrie)

Les souris sont anesthésiées avec de l'isoflurane dans une chambre d’induction, puis sont
placées dans un cadre stéréotaxique motorisé (Neurostar, Allemagne) ou elles sont
maintenues sous anesthésie gazeuse (isoflurane 2 %). Tout au long de la chirurgie, les souris
sont placées sur un tapis chauffant et, avant I'incision de la peau du crane, les souris regoivent
une injection sous-cutanée d’analgésique (Temgesic, 0,1mg/kg par souris) afin de diminuer le
risque de déces et de souffrance lors des chirurgies. Aprées incision, les sutures du cranes sont
rendues visibles par I'application d’"H202 3% et les coordonnées stéréotaxiques de 2 repéeres
anatomiques, le bregma et le lambda, sont reportées. Les cranes sont positionnés de fagons a
ce que ces 2 reperes soient alignés sur le plan médian et qu’il y ait une différence entre les
coordonnées dorsoventrales (DV) de ces repéres inférieure a 0,1 mm. Les coordonnées DV de
points 2 mm a droite et 2 mm a gauche de la ligne passant par le bregma et le lambda sont
également ajustées pour que la différence entre les deux soit inférieure a 0,1mm. Ceci nous
permet de positionner correctement I'animal sur le cadre stéréotaxique.

Les coordonnées stéréotaxiques de la AMePD (AP :-1,6 mm ; ML:+ 2 mm ; DV : 5mm) ont
été obtenues a l'aide de I'atlas de Paxinos et Franklin (2001) (Figure 6).

Deux trous sont forés dans le crane aux coordonnées AP et ML de la AMePD. Puis, a I'aide
d’une seringue Hamilton de 1 pul, 0,3 pl d’'un mélange de 2 virus sont injectés bilatéralement
dans ’AMePD a un débit de 0,1 pl/min. Le groupe des souris tests et celui des souris controles
regoivent tous deux au cours de cette injection 'AAV1 hsyn Flex GCAMP6s WPRE SV40, mais le
premier groupe recoit en plus 'AAV1 hSyn Dio hM4D (Gi) mCherry (RC1), tandis que le second
recoit '’AAV2 hSyn Dio mCherry (RC2)). Ainsi, les deux groupes exprimeront GCamp6s, mais
seul le premier exprimera hM4Di et aura son activité des neurones a nNOS de la MeAPD

modulable. La concentration de chaque virus dans le mélange est de 5X10'2GC/mL. La
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Figure 6 : Site d’injection stéréotaxique. Injection bilatérale des virus dans 'AMePD a ces coordonnées
(AP : +1,6mm ; ML : £ 2mm ; DV : 5mm), et pose de la fibre optique uniquement dans I’"hémisphére
gauche.

Abréviations : BLA, Amygdale baso-latérale; BLAp, Amygdale baso-latérale postérieure; BLAv,
Amygdale baso-latérale ventrale ; BMP, Amygdale baso-médiale postérieure ; BNST, Noyau du lit de la
strie terminale ; Cel, Amygdale centro-latérale ; LA, Amygdale latérale ; MePD, Amygdale médiane
postéro-dorsale ; MePV, Amygdale médiane postéro-ventrale ; PLCo, Amygdale corticale postéro-

latérale ; PMCo, Amygdale corticale postéro-médiale.



seringue a été laissée en place pendant 10 minutes puis relevée de 0,2 mm avant d’étre
retirée entierement afin que le virus diffuse au mieux dans la région d’injection.

Au cours de la méme intervention chirurgicale, une fibre optique implantable est placée
en unilatéral a gauche, 0,2mm au-dessus du site d’injection virale (DV : 4,8). Le tout a été fixé
a la surface du créne a l'aide de cément dentaire. Aprés avoir suturé la peau autour de la fibre,
les souris sont laissées sur tapis chauffant jusqu’a leur réveil puis sont replacées dans leur cage
d’hébergement.

Les tests comportementaux commencent 3 semaines apres les chirurgies stéréotaxique
afin de laisser au virus le temps d’infecter les neurones et d’exprimer leur génome, afin que

I'expression de hM4Di et de GcaMP6s soit efficace et stable (165).

2.2. Ovariectomie

Lensemble des femelles utilisées, expérimentales et stimulus ont été ovariectomisées et
implantées avec un implant d'cestradiol (E2) afin d’éliminer les différences individuelles dans
les niveaux endogenes d'hormones sexuelles circulantes, de prévenir les gestations et de
pouvoir mimer un cestrus comportemental par 'administration de progestérone.

Les souris sont anesthésiées par injection intra-péritonéale (ip) d’'un mix de kétamine
(Nimatek, 80 mg/kg par souris) et de médétomidine (Domitor, Pfizer, 1 mg/kgpar souris). Puis,
les deux ovaires sont retirés chirurgicalement, tandis qu’un implant d’cestradiol est placé au
niveau de la nuque, en sous-cutané. L'implant consiste en une capsule en silastic de 5 mm de
long (diamétre extérieur 2,41 mm, diamétre intérieur 1,57 mm) remplie d'un mélange 1:1 de
17B-estradiol (101565, ICN Biomedicals Inc.) et de cholestérol (C8667, Sigma). A la fin de la
chirurgie, toutes les souris ont recu une injection en sous-cutané (sc) d’un analgésique a base
de buprénorphine (Temgesic, 0,1mg/kg par souris) et d'atipamézole (NacroStop® ; 4 mg kg- 1)
qui a des effets antagonistes a la médétomidine, ce qui permet d’accélérer le réveil. Les
animaux sont laissés sur tapis chauffant jusqu’a leur réveil et sont ensuite ramenés dans leur
cage d’hébergement.

Les males testés et stimuli ne sont pas gonadectomisés.
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3. Les traitements

3.1.CNO

100 ul de CNO sont injectés en ip 30 minutes avant les tests comportementaux a une
concentration de 2 mg/kg (le CNO en poudre a été préalablement dissous dans de la saline a
une concentration de 0,05mg/ml). De la saline a été injectée en méme quantité (100 pl) que

le CNO également en ip en situation controéle.

3.2. Progestérone

Trois heures avant chaque entrainement ou test, 50 ul de progestérone (10 mg/ml dans de
I’huile de sésame, P0130, Sigma) sont injectés en sc aux femelles. Cette injection, combinée
au 17B-estradiol libéré par I'implant, mime la condition naturelle d’cestrus dans laquelle les
souris femelles sont sexuellement réceptives. On dit que les souris sont alors en cestrus

comportemental.

4. Les tests comportementaux

4.1. Test d’odeurs sociales et non-sociales

4.1.1 Collecte d’urines :

L'urine a été récoltée a partir de males C57BL/6J expérimentés sexuellement, a partir de
femelles C57BL/6J ovariectomisées et supplémentées en hormones stéroides gonadiques
(implant d’oestratiol et injection en sc de progestérone 2 a 6 heures avant la collecte d’urine)
et a partir de rats males et femelles de souche Wistar (urines de rats mélangées). L'urine a été
recueillie en tenant la souris par la peau du cou et par la queue au-dessus d'un entonnoir, en
veillant a ce qu'il n'y ait pas de contamination fécale de I'urine. Les échantillons d'urine de
souris de méme sexe ont été regroupés, vortexés et ensuite aliquotés dans des Eppendorf de
1ml et conservés a 80°C jusqu'a utilisation en test. L'urine de rat a été récoltée par les

animaliers et stockée dans les mémes conditions que I'urine de souris.

4.1.2 : Tests d’odeurs sous photométrie en fibre :
10 minutes avant l'enregistrement par photométrie, les canules des souris ont été
connectées a la fibre photométrique et les souris ont été introduites dans une arene de test

en Plexiglas (37 cm de long x 21 cm de large x 17 cm de haut) avec de la litiere fraiche. Durant
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I'enregistrement, des cotons-tiges imbibés soit d'urine de souris male, soit d’urine de
souris femelle en cestrus, soit d’urine de rat (un prédateur de la souris), soit d'amyl-acétate
(odeur chimique de banane, utilisée comme odeur contréle non-sociale), soit d'eau (utilisée
comme odeur contrble neutre supplémentaire) ont été présentés aux souris tests. Chaque
odeur a été présentée 3 a 4 fois, dans des ordres aléatoires, a part pour l'urine de rat qui est
systématiquement présentée en dernier (odeur génératrice de stress). 20 secondes séparent
les présentations des cotons-tiges lorsqu’ils sont imbibés de la méme odeur, et 60 secondes

séparent les présentations de cotons-tiges imbibées d’odeurs différentes.

4.2. Tests de préférence de partenaire

Pour évaluer la préférence sexuelle, nous avons utilisé une chambres a trois
compartiments en Plexiglas (60 cm de long x 30 cm de large x 30 cm de haut). Le compartiment
du milieu, ou les souris test ont été placées était séparé des deux compartiments adjacents
par des plaques en Plexiglas opaque percées de trous de 0,5 cm de diameétre, séparés les uns
des autres de 2,5 cm et situés a 7,5 cm du bas de la plaque. Ces trous permettent aux odeurs
de passer, tandis que l'opacité de la plaque empéche la souris test de recevoir des indices
visuels sur les congéneres qui seront placées dans les compartiments latéraux. Les souris ont
été habituées a la chambre la veille du jour de l'expérience en étant placées dans le
compartiment central 10 minutes, tandis que les compartiments latéraux étaient vides. Le jour
du test, un male intact et une femelle en cestrus ont été placés dans les deux compartiments
latéraux avec un peu de leur propre litiere sale pour renforcer les signaux olfactifs. Les canules
des souris tests ont été connectées a la fibre photométrique et placées dans un aquarium
d’habituation avec une litiere fraiche 10 minutes avant leur introduction dans le compartiment
du milieu. Les comportements ont été analysés pendant 10 minutes. Le temps que les sujets
ont passé a renifler les trous des plaques de chaque c6té a été enregistré. Un score de
préférence a été calculé comme suit :

Tempssexe opposé — Tempsméme sexe

Tempssexe opposé + Tempsméme sexe

OU TempSsexe opposé € TeMpPSmeme sexe COrrespondent respectivement aux temps passés a renifler

x 100

Score de préférence =

les trous des parois séparant I'animal test d’'un animal stimulus de sexe opposé et de méme

sexe. De fait, un score positif indique une préférence pour les individus du sexe opposé, tandis
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gu’un score négatif indique une préférence pour le méme sexe. Le compartiment du milieu est

nettoyé a I'éthanol 70% entre chaque souris.

4.3. Tests sexuels

4.3.1. Tests des males

Le jour du test, les canules des males sont connectées a la fibres et placés dans une
arene de test en Plexiglas (32,5 cm de long x 17,5 cm de large x 18,5 cm de haut) contenant
de la litiere fraiche, durant 10 minutes. Lenregistrement commence au moment de
I'introduction d’une femelle expérimentée en cestrus comportemental. La latence de monte,
d'intromission et d'éjaculation, ainsi que le nombre de montes et d'intromissions ont été
enregistrés. Le test a pris fin, soit aprés éjaculation, soit apres 1 heure de test. Une monte est
caractérisée lorsque le male grimpe et attrape la femelle par derriere avec ses deux pattes.
L'intromission est caractérisée par une pénétration vaginale pendant la monte accompagnée
d'une poussée pelvienne, tandis que I'éjaculation est une intromission avec une poussée plus
longue entrainant I'immobilisation et la chute du male, suivie d'une période de désintérét pour

la femelle.

4.3.2. Tests des femelles-tests de lordose

Le comportement de lordose a également été testé dans une arene de test en Plexiglas
(32,5 x 17,5 x 18,5 cm) contenant de la litiere fraiche. Pour chaque test de lordose, un male
sexuellement expérimenté a été placé dans l'arene et il lui a été permis d’explorer librement
pendant 10 minutes avant I'introduction d’une femelle stimulus en cestrus comportemental.
Ala premiere monte du male, la femelle stimulus a été retirée et remplacée par la femelle test.
Les canules sont connectées a la fibre photométrique et placées dans une arene d’habituation
avec de la litiere propre 10 minutes avant l'introduction dans I'arene de test avec le male. Par
la suite, le comportement a été enregistré pendant 10 minutes ou apres 10 montes, ce qui se
produit généralement en moins de 10 minutes. Apres quelques intromissions, le male est
doucement écarté de la femelle pour éviter I'éjaculation. Le quotient de lordose (LC) a été
calculé comme un pourcentage du nombre de lordose en réponse a la monte du male. La
lordose est une posture caractérisée par une arc-boutement du dos associé au relevement de

la téte et de l'arriere-train en réponse a une monte, ce qui facilite I'intromission du male.
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4.4, Test d’anxiété en labyrinthe en croix surélevé

Le labyrinthe en croix surélevé (EPM) a été utilisé pour évaluer l'anxiété. C’est un appareil
en forme de croix avec deux bras fermés (38 cm de long x 5 cm de large x 15 cm de haut), deux
bras ouverts (38 cm de long x 5 cm de large x 2 cm de haut) et une plate-forme centrale de 5
x 5 cm, le tout surélevé de 80 cm par rapport au sol. Les canules des souris tests ont été
connectées a la fibre et les souris ont été placées dans une arene d’habituation avec de la
litiére fraiche durant 10 minutes. Lenregistrement commence lorsque la souris est placée sur
la plate-forme centrale, face a 'un des bras fermés du labyrinthe et dure 5 minutes. Ce test a
été réalisé sous lumiere normale et non sous lumiére rouge dans le noir, pour stresser
davantage les souris. Le score d'anxiété a été déterminé en utilisant la formule décrite par
Cohen et al. (186) :

I e
Tempsbras ouverts Nombre d entreesbras ouverts
Temps;otar Nombre d'entrées;rq;

2

Le score varie de 0 a 1, une valeur proche de 1 indiquant une anxiété accrue puisque les

Score d'anxiété =1 —

souris passent plus de temps dans les bras ouverts lorsqu’elles sont anxieuses Le labyrinthe a

été nettoyé a I'éthanol 70% entre chaque souris.

5. Photométrie en fibre

La sonde calcique GCaMP6s a été excitée a I'aide d'un systeme photométrique utilisant
une fibre optique a double longueur d’onde (Tucker-Davis Technologies, RZ10x). Deux lampes
LED LUX intégrées (Lx405 et Lx465) sont utilisées pour produire des longueurs d'onde
d'excitation a 405 nm et 465 nm. Pour éviter les échanges croisés entre les deux canaux,
chacun a été modulé a une fréquence différente (210 Hz pour le 405 nm et 330 Hz pour le 465
nm). Les lampes d'excitation ont été combinées et filtrées par un systeme Fluorescence Mini
Cube (FMC) (Doric, FMC4, IE(400-410)_E(460-490)_F(500-550)_S). Les lumiéres d’excitation
combinées ont été livrées a la fibre optique implantée via un cordon de raccordement, une
monofibre optique a noyau de 400 nm, 0,57 NA, a faible auto-fluorescence (Doric,
MFP_400/430/1100-0.57_FCM-MF2.5_LAF). Les réponses de fluorescence ont été recueillies
a l'aide du FMC équipé d'un photodétecteur intégré sur le RZ10x (Figure 7). Les signaux ont

été démodulés a 1017,25 Hz. Ce processus a permis de dissocier les signaux dépendants du
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Figure 7 : Schématisation du systeme de photométrie en fibre avec deux LED. Systéme optique qui
comprend des filtres et des miroirs dichroiques congus pour combiner et filtrer a la fois les ondes
lumineuses d'excitation émises par les LED et d’émission de GCaMP6s. Ces ondes d’émission sont
détectées par un photodétecteur et traitées par un systéme informatique. Les données lumineuses
seront ensuite présentées sous forme d'un graphique de AF/F en fonction du temps.

Abréviations : BP filtre , Band-pass filter.



calcium de GCaMP6 des variations indépendantes du calcium. Les données ont été
enregistrées a |'aide du logiciel Synapse Essentials (Tucker Davis Technologies).

Deux longueurs d’'ondes ont été utilisées pour exciter GCaMP6s. L'une, a 405 nm,
appelé point isobestique, pour obtenir un signal isosbestique indépendant du calcium et la
seconde, a 465 nm, pour extraire le signal d’intérét, dépendant du calcium. Le point
isosbestique est une longueur d'onde d'excitation a laquelle I'absorbance des photons par
GCaMP6s, soit I'intensité totale de la fluorescence émise, ne change pas en fonction de sa
liaison ou non au calcium. La soustraction du signal isobestique au signal dépendant du
calcium a permis de réduire le bruit de fond, di en partie au mouvement des animaux
(artéfacts de mouvement), a l'autofluorescence des tissus et a l'effet de chaleur des LED
(187,188).

Pour mesurer l'activité des neurones a nNOS de I'AMePD pendant les tests
comportementaux, les souris ont été maintenues en contention le temps de les connecter au
cable de raccordement optique, puis laissées libres 10 minutes, le temps de s’habituer a la
configuration d’enregistrement, comme mentionné dans la section dédiée aux tests
comportementaux. Apres le test, les horodatages des évenements d’intérét ont été extraits
manuellement lors du visionnage des vidéos prises. Pour chaque test, lesdits évenements
d’intérét sont les suivants

e Test d’odeur : chague moment de reniflement du coton-tige imbibé par la souris.

o Test de préférence de partenaires : chague moment de reniflement des trous présents
sur les plaques séparant les souris tests des souris stimuli.

o Test sexuel male : chague moment moments ou les males réalisent une monte, une
intromission ou une éjaculation.

e Test sexuel femelle : chaque moment ou les femelles expriment le comportement de
lordose.

e Test d’anxiété : chaque entrée dans un nouveau bras ou dans la partie centrale

(événement 1 : passage d’un bras ouvert vers un bras fermé, événement 2 : passage

d’un bras fermé vers un bras ouvert, évenement 3 : passage d’un bras fermé vers la

partie centrale ).

Toutes les analyses de données ont été réalisées en utilisant I'environnement de
programmation Guppy (qui utilise le langage Python) ainsi que GraphPad Prism (Version 9.5.0,
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GraphPad Software, Inc., 2019). Les données brutes ont été extraites, puis le canal isosbestique
a été ajusté au canal GCaMP6s en utilisant une régression linéaire des moindres carrés. Le
delta F/F (DF/F) a été calculé en soustrayant le canal isosbestique ajusté du canal GCaMP6s et
en le divisant par le canal témoin ajusté. Pour les histogrammes de temps péri-événement
(PETH), le temps zéro a été fixé au début du comportement ou de I'événement d'intérét. La
fenétre de temps précédant un événement comportemental ou la fluorescence moyenne qui
est utilisée comme facteur de normalisation pour le calcul du changement de fluorescence par
rapport a la baseline sont de -10s a Os pour le test d'odeur et le test de préférence et de -20s
a-10s pour 'EPM et le test sexuel. Le delta F/F a été calculé dans une fenétre de 10 secondes

suivant I'expression du comportement d’intéréts.

6. Perfusion et récolte des cerveaux

Apreés avoir regues une dose létale d’euthasol (400 mg/kg de poids corporel) les souris
ont été perfusées par voie transcardiaque avec une solution glacée de saline tamponnée au
phosphate 0,1M (PBS) durant 2 minutes puis par du paraformaldéhyde (PFA) a 4 % dans du
PBS 0,1M (pH 7,4) glacé pendant 4 minutes a l'aide d’'une pompe. Les cerveaux prélevés ont
été conservés pendant une nuit a 4°C dans de la PFA a 4 %. lls ont ensuite été cryoprotégés
dans du saccharose a 30 % dans du PBS 0,1M a 4°C jusqu'a ce qu'ils coulent (+ 48h). Les
cerveaux ont ensuite été congelés sur de la carbo-glace et conservés a -80°C jusqu’a leur coupe
au cryostat (Fisher Scientific NX70). Ces coupes ont été réalisées selon le plan coronal et
collectées en 4 séries (30 um d'épaisseur), puis placées dans une solution d’antigel et stockées

a-20°Cjusqu'a leur utilisation pour I'immunohistochimie.

7. Immunohistochimie

Immunohistochimie en fluorescence triple marquage. Le triple marquage pour
nNNOS/mCherry/GFP(GCaMP6s) a été réalisé selon des procédures standards. Les anticorps
primaires ont été utilisés aux concentrations suivantes : anti-nNOS de lapin polyclonal (1:500;
ThermoFisher, 61-700, lot: XJ358729), anti-RFP (mCherry) de rat polyclonal (1:1000;
Chromotek, 5F8, lot: DO000062) et anti-GFP de poulet (1:2000; aveslabs, GFP1020, lot:
GFP917979). Les sections cérébrales ont été lavées avec du PBS, incubées dans une solution

de triton X-100 a 0,1 %, du sérum normal de chévre a 5 % dans du PBS 1X pendant 1 heure a
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température ambiante, puis incubées pendant 48 heures a 4°C avec un mélange d'anticorps
primaires dans la solution de blocage. Apres lavages au PBS, les sections cérébrales ont été
incubées avec les anticorps secondaires a température ambiante pendant 1 heure et 30
minutes. Les anticorps secondaires Alexa Fluor-633 de chévre anti-lapin (A-21071, lot:
2335723), Alexa Fluor-488 de chévre anti-poulet (A-32931, lot : XB343360) Alexa Fluor-555 de
chévre anti-rat (A-48263, lot : XB342332) ont tous été obtenus chez ThermoFisher Scientific
et utilisés a une dilution de 1:500 dans du PBS-triton Les sections ont été montées le méme
jour et recouvertes d'une lamelle avec de I'Aqua-polymount (Polysciences Inc., 494333). Elles
ont ensuite été stockées a 4°C a I'abris de la lumiére jusqu’a I'analyse au microscope confocal.

Analyse et quantification de I'imagerie. Les images ont été imagées avec le microscope
confocal Zeiss LSM980. Les quantifications de la colocalisation nNOS/GCaMPé6s,
nNOS/mCherry ont été réalisées manuellement sur les deux hémisphéres dans une section
représentative par sujet entre les reperes bregma -1,50 et -1,70mm pour le AMePD selon

I'atlas de Paxinos et Franklin (2001).

8. Procédure expérimentale

Au jour zéro, les souris ont recu les injections stéréotaxiques bilatérales de deux virus
(souris tests: AAV1 hsyn Flex GCAMP6s WPRE SV40 + AAV1 hSyn Dio hM4D (Gi) mCherry (RC1) ;
souris contréles: AAV1 syn Flex GCAMP6s WPRE SV40 + AAV2 hSyn Dio mCherry (RC2)) dans
I’AMePD.

Les femelles ont été ovariectomisées et implantées avec I'implant d'cestradiol au jour
7, les males quant a eux restent intacts.

Les entrainement et tests des femelles ont été séparés de 4 jours afin de mimer leur
cycle cestrale qui est naturellement de 4 a 6 jours chez la souris. Pour les males, les tests et
entrainements ne seront séparés que de 2 jours. Etant donné que les tests ont été réalisés en
journée, ils sont réalisés sous lumiére rouge pour respecter la phase d’obscurité du cycle des
souris. Seul le test d’anxiété a été réalisé sous lumiere normale, comme décrit plus haut. Les
souris ont été entrainées sexuellement pour qu’elles soient sexuellement expérimentées. Pour
ces entrainements, les souris tests sont placées 10 minutes dans une arene de test en présence
d’une souris expérimentée du sexe opposé. Les premiers tests ont donc commencé au jour 18

soit 2,5 semaines apres les injections stéréotaxique pour donner le temps aux virus d’infecter
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les neurones et d’exprimer les transgenes. On commence par le test d’'odeur. Ce premier test
était réalisé sans injection de CNO. Les deux tests suivants, (test préférence de partenaires et
test sexuel) ont été réalisé en cross-over, c’est-a-dire que chaque test a été réalisé deux fois a
guelques jours d’intervalle et que si au premier test, la moitié des souris ont recu des injections
de saline, au second test, elles ont recu du CNO, et inversement pour l'autre moitié. Les deux
groupes sont identiques et comprennent chacun un méme nombre de souris tests et
contrdles. Pour finir, le test d’anxiété a été réalisé en dernier mais pas en cross-over. Sur la
figures 8, sont présentés les calendriers expérimentaux pour les deux sexes.

Pour les femelles, I'effectif était de sept : trois souris test avec fibre, une souris test sans
fibre, deux souris controle avec fibre et une sans fibre. Pour les males, I'effectif s’élevait a sept :
trois souris controles avec fibre, deux souris tests avec fibre et pour finir deux souris tests sans
fibre. Les souris sans la fibre sont manipulées de la méme maniere que celles avec fibre a
I'exception du fait qu’elles ne sont pas connectées au cable.

Pendant les différentes chirurgies, entrainements et tests, des pertes ont été
enregistrées. Le nombre total de femelles a la fin de I'expérience était de deux souris témoins
et une souris de contrdle. Pour les males, le nombre final était de quatre souris témoins, parmi
lesquelles une était équipée de fibre, et une souris de contrdle avec fibre. Les raisons sous-
jacentes de ces pertes seront discutées dans la section dédiée.

Apres que I'ensemble des tests ont été réalisés, les souris ont été perfusées. Apres
prélevement, leurs cerveaux ont été congelés, coupés au cryostat, immuno-marqués et
analysés au microscope confocal pour valider les sites d’injections et voir le pourcentage de

neurones a nNOS infectés par les virus.

9. Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a |'aide du logiciel GraphPad Prism V9. Les données
ont été évaluées pour leur normalité, et si la taille de I'échantillon (N) était suffisante pour
effectuer des tests paramétriques, a I'aide du test de Shapiro-Wilk. Tous les tests statistiques
ont été réalisés a |'aide de tests non paramétriques. Aucun test statistique n'a été réalisé sur
les résultats des femelles. Pour les données des males, les scores de préférence et le temps
d'exploration, qui sont des données appariées, ont été évalués a l'aide du test des rangs signés

de Wilcoxon. En revanche, l'index d'anxiété, étant des données non appariées, a été analysé a
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FEMELLE

J1 17 J9 J13 J17 J21
Inj. OVX +implant  Entrainement1l Entrainement2 Entrainement 3 Test
stéréotaxiques d’cestrogene d’odeur
125 J29 J33 137 J41
Test de préf. de  Test de préf. de  Test sexuel(1) Test sexuel(2) Test d’anxiété Perfusion
partenaire(1) partenaire(2)
MALE
J1 J13 J15 J17
Inj. Entrainement 1  Entrainement2  Entrainement 3
stéréotaxiques
J21 J23 J25 J29 J31
Test de préf. de  Test de préf. de  Test sexuel(1) Test sexuel(2) Test d’anxiété Perfusion
partenaire(1) partenaire(2)

Figure 8 : Chronologie expérimentale utilisée pour toutes les expériences présentées.

Abréviation : OVX, ovariectomie.




I'aide du test de Mann-Whitney U. Les pic DF/F ont été analyser par un test de Krustal-Wallis.
Les données sont exprimées sous forme de moyenne et d'erreur standard de la moyenne

(SEM). Les valeurs étaient considérées comme statistiquement significatives si p < 0,05.
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Figure 9 : Effets de 'administration périphérique de clozapine-N-oxyde (CNO) lors de différents
tests comportementaux chez des souris femelle hM4Di et mCherry: (A) test de préférence des
partenaires, (B) test sexuel, (C-D-E-F) test d’anxiété requérant un labyrinthe en croix surélevé. (C)
Temps passé dans le bras ouvert lors du test d’anxiété. (D) Temps passé dans le bras fermer lors
du test d’anxiété. (E) Temps passé dans le centre lors du test d’anxiété. (F) Index d’anxiété lors du

test d’anxiété, une valeur proche de 1 indique une anxiété accrue. Chaque point représente un animal.



Résultats

1. Tests comportementaux sur les femelles

1.1. Effet de CNO sur la préférence de partenaire sexuel, le comportement sexuel et le
comportement anxieux

Sur la figure 9, on peut retrouver I'ensemble des résultats des tests comportementaux
réalisés sur les femelles. En raison du trés faible effectif (N=3), aucune analyse statistique n’a
pu étre réalisée et il est impossible de pouvoir extrapoler les résultats obtenus a ce que nous
aurions pu obtenir avec un effectif plus grand. Les enregistrements de photométrie en fibre
réalisés sur les deux souris femelles possédant toujours leur fibre optique implantable,
révelent une absence totale de signal spécifique tout au long des différents enregistrements
(figure 10). L'interprétation des causes probables de cette absence de signal peut étre

retrouvée en section Discussion.

2. Tests comportementaux sur les males

Pour les males, les résultats des tests comportementaux ont été obtenus a partir d'un
effectif de 4 souris tests (hM4Di), tandis que les données de photométrie en fibre proviennent

d'une seule souris controle.

2.1. Les neurones a nNOS de I'AMePD sont activés de maniéere préférentielle par l'urine de
femelles

En utilisant la photométrie en fibre optique, nous avons examiné [|'activité des
neurones a nNOS de I'AMePD en réponse a des indices olfactifs urinaires. Lors de
I'enregistrement effectué sur les deux souris implantées avec la fibre, un signal fonctionnel a
été détecté uniquement chez lI'une d'entre elles et plus précisément chez la souris contréle.
Ainsi, tous les graphiques temporels péri-événements (PETP) de la fluorescence normalisée de
GCaMP6s sont issus de cette méme et unique souris.

Les neurones nNOS de I'AMePD ont montré une plus grande réactivité a l'urine de
femelle par rapport a celle des males. Le DF/F en réponse a |'urine de femelle était similaire a

celle observée lors de la présentation des odeurs de controle (I'eau et 'amyle acétate) (Figure
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Figure 10 : (A-B) Evolution au cours du temps de l'intensité de la fluorescence captée par la fibre
optique, lors d’un test d’odeurs chez une souris male avec photométrie en fibre fonctionnelle (A) et
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lors de la présentation de l'urine de male a une souris femelle avec photométrie en fibre non
fonctionnelle. La ligne foncée représente le DF/D moyen et la zone ombrée représente I'Erreur Standard

a la Moyenne (SEM). (D) Superposition des PETP pour chaque odeur présentée a cette méme souris.

0
Temps (s)

Abréviations : AA, amyl-acétate ; FU, Urine ; MU, Urine de male ; RU, Urine de rat.



11). En ce qui concerne le PETP en réponse a l'urine de rat, il pourrait indiquer une activation
plus marquée des neurones exprimant la nNOS en présence d'une odeur de prédateur par
rapport aux odeurs témoins. Bien que la différence entre les pics ne soit pas significative, les
tendances décrites ci-dessus pourraient peut-étre devenir significatives avec un effectif plus
important.

A titre d’exemple, un événement de présentation d’odeur femelle est illustré dans la

vidéo accessible a I'adresse suivante : https://youtu.be/FI6BX1lkakl, avec I'enregistrement

photométrique associé.

2.2. Effet de CNO sur la préférence de partenaire

Lors du test de préférence de partenaire, lorsque les males injectés avec de la saline
devaient choisir entre une femelle en cestrus comportemental et un male, ils montraient une
préférence pour renifler le compartiment contenant la femelle en cestrus plutét que celui avec
le male. Cette préférence semblait s'annuler ou méme s’inverser apres injection de CNO. En
effet, le score de préférence tendait a étre plus bas avec le traitement au CNO par rapport au
véhicule (p-valeur = 0,125 ; Figure 12A). Cela pourrait indiquer que l'inhibition des neurones a
NNOS de I'AMePD diminue la préférence pour le partenaire du sexe opposé et donc une
implication de ceux-ci dans le choix du partenaire sexuel. De plus, le temps total que les males
ont passé a explorer les compartiments males et femelles n'était significativement pas
différent entre les traitements mais, la p-valeur pourrait devenir significative avec une
augmentation du N (p-valeur = 0,125, Figure 12B). L'inhibition de ces neurones pourrait donc
peut-étre impacter la sociabilité des souris males.

Cependant, les résultats de la photométrie en fibre n‘ont pas permis de mettre en
évidence un pic de fluorescence particulier lors du reniflement des différents compartiments.
Cela semble plutdt di au fait que la souris se retrouve dans un environnement dans lequel les
deux odeurs, du male et de la femelle, se trouvent fortement mélangées. En effet, dans la
littérature, aucun article n'utilise cette technique de photométrie en fibre pour analyser

I'activation de neurones lors d’un test de préférence de partenaire.

2.3. Activation des neurones a nNOS de I'AMePD suite a I'entrée de la femelle dans la cage
Aucune monte de la femelle en cestrus, donc aucune intromission ni éjaculation du
male, n'ont été enregistrées lors des deux tests sexuels réalisés en cross-over. Ce fut la méme
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Figure 11 : (A-E) Graphiques PETP de la fluorescence normalisée de GCaMP6s (DF/F) lors d’un test
d’odeurs. La ligne foncée représente la moyenne et la zone ombrée représente I'Erreur Standard a la
Moyenne. Le temps zéro correspond a la présentation d’un coton-tige imbibé d’urine de femelle (A),
d’urine de male (B), d’amyl-acétate (C), d’H,O (D) et d’urine de rat (E) au male (n=1). Chaque odeur est
présentée trois fois . (F) Rassemblement des différents PEPT sur un méme graphique (F). Les résultats
correspondent a la moyenne des trois mesures + SEM.

Abréviations : AA, amyl-acétate ; FU, Urine ; MU, Urine de male ; RU, Urine de rat.



chose lors des trois entrainements sexuels. Seul |'effet de I'entrée de la souris femelle dans la
cage du male sur I'enregistrement photométrique des neurones a nNOS de I'AMePD a pu étre
analysé. Suite a une période d'habituation de 10 minutes du male dans la cage de test, I'arrivée
d'une femelle entraine une brusque augmentation de I'activité basale des neurones a nNOS
pendant au moins les vingt secondes suivant son arrivée (Figure 12C). Ce résultat va donc dans
le méme sens que le test d’odeur, c’est-a-dire, I'activation de ces neurones en réponse a des
stimulus olfactifs femelles.

A titre d’'exemple, 'événement d’entrée d’une souris stimulus femelle est illustré dans

la vidéo accessible a I'adresse suivante : https://youtu.be/dpgxTEKhTmY, avec I'enregistrement

photométrique associé.

2.4. Effet de CNO sur le comportement anxieux

Le test de I'EPM ne peut pas étre réalisé en cross-over étant donné que le but de ce
test est de mettre les souris dans un environnement inconnu qui induit de I'anxiété. Par
conséquence, le groupe test (hM4Di) comprenant 4 souris a été divisé en deux ; deux individus
recevant de la saline et deux autres recevant du CNO (2mg/kg) par ip dans les deux cas. Les
groupes ainsi formés sont trop petits, rendant les données impossibles a analyser
statistiquement, méme avec des tests statistiques non paramétriques.
De plus, aucune différence notable n'a été détectée entre les deux groupes (Figure 13A-B-C-
D).

Par ailleurs, I'analyse des enregistrements photométriques n'a révélé aucun pic

d'activation des neurones étudiés lors du passage d'un compartiment a un autre (Figure 13E).
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Figure 12 : Effets de 'administration périphérique de clozapine-N-oxyde (CNO) lors de différents
tests comportementaux chez des souris méales hM4Di: (A-B) test de préférence des partenaires,
(C) test sexuel.

(A) Effet de I'injection intra-péritonéale de CNO (2mg/kg) sur la préférence du partenaire sexuel. Le
score de préférence est calculé a partir du temps passé a renifler le compartiment d’une femelle
stimulus en cestrus et du temps passé a renifler celui d’'un male intact. Une valeur positive de ce score
indique une préférence pour les femelles. (B) Somme des durées passées a renifler les deux
compartiments lors du test de préférence des partenaires. (C) Graphique PETP de la fluorescence
normalisée de GCaMP6s (DF/F) lors du test sexuel chez les males. Le temps zéro correspond a l'entrée

de la femelle dans la cage.



Discussion

Le but central de ce mémaoire de fin d'études était d'approfondir notre compréhension
de l'implication de la population de neurones a nNOS de I'"AMePD, un noyau caractérisé par
un dimorphisme sexuel, dans la régulation des comportements sexuels appétitifs et
consommatifs chez les femelles (tels que la lordose) et chez les males (comme la monte,
I'intromission et I'éjaculation). Pour ce faire, une approche en deux volets a été adoptée.
Premiérement, nous avons exploré l'effet de l'inhibition chémogénétique ciblée de cette
population neuronale sur les divers comportements observés chez les souris lors de tests
comportementaux. Deuxiemement, nous avons analysé le profil d'activation de ces neurones
a l'aide de la photométrie en fibre (GCaMP6s) pendant ces mémes tests. Cette démarche
multidimensionnelle visait a fournir un éclairage approfondi sur le réle fonctionnel des
neurones a NOS dans la circuiterie neuronale contrélant la dynamique complexe des
comportements sexuels et anxieux chez les deux sexes. Cette voie de recherche représente
I'une des nouvelles orientations du laboratoire de neuro-endocrinologie comportementale de

Julie Bakker.

Malheureusement, ce stage n'a pas abouti a la collecte de résultats significatifs et
interprétables. Cette situation découle principalement de deux facteurs majeurs. Tout d'abord,
le nombre élevé de pertes enregistrées tout au long des expériences a conduit a un effectif
final insuffisamment élevé pour générer des conclusions soutenues par des tests statistiques
fiables. En outre, I'application de la photométrie en fibre n'a produit des résultats concluants
gue pour une seule des souris parmi I'ensemble des sujets testés. Ces défis rencontrés tout au
long du stage, bien que malheureux, ont été instructifs, mettant en lumiere l'importance
cruciale de la gestion des variables expérimentales et de la planification rigoureuse. Dans un
premier temps, je développerai ces embiches rencontrées. Deuxiemement, malgré I'absence
de résultats significatifs, une discussion des données recueillies et des perspectives futures

sera néanmoins proposée.

36



—_ ns -
L 50 A = 250 B
3 40+ 200
3 2 F
(2]
@ 30 © 150
o )
@ K
wn 20- » 100
g §
° o
é 10 L é 50
@ 0- . e .
Saline CNO Saline CNO
Traitement Traitement
150 ns ns
] 1.0
0 C D N
£ «w 0.8 s
[ -
g 100 2
o E 0.6
a -
g % 0.4
T 50 3
2 \ 2,
£ .
)
0- T 0.0- T
Saline CNO CNO Saline
Traitement Traitement

DF/F

Temps (s)

Figure 13 : Effets de Uadministration périphérique de clozapine-N-oxyde (CNO) lors de test
d’anxiété requérant un labyrinthe en croix surélevé chez des souris méales hM4Di. (A) Temps passé
dans le bras ouvert lors du test d’anxiété. (B) Temps passé dans le bras fermer lors du test
d’anxiété. (C) Temps passé dans le centre lors du test d’anxiété. (D) Index d’anxiété lors du test
d’anxiété, une valeur proche de 1 indique une anxiété accrue. (A-B-C-D) Les valeurs sont représentées
comme la moyen + SEM. (E) Graphique PETP du DF/D de GCaMP6s lors du test d’anxiété chez les males.
Le temps zéro correspond au passage de la souris d’un bras a un autre dans un labyrinthe en croix
surélevé. Pour (E), la ligne foncée représente le DF/F moyen et la zone ombrée représente I'Erreur

Standard a la Moyenne (SEM).



1. Embdches rencontrées lors des expériences réalisées

1.1. Perte de nombreux animaux
Lenregistrement de nombreuses pertes lors des expériences a fini par donner des
effectifs beaucoup trop petits pour permettre d’obtenir des résultats statistiques significatifs,
si cela devait étre le cas. Pour les femelles, les pertes ont été telles que la simple réalisation de
tests statistiques, méme non paramétriques, était impossible. Voici donc, ci-dessous, les

différentes causes qui sont a l'origine de ces pertes animales.

Pour les femelles, I'effectif de départ avant la chirurgie stéréotaxique était de sept
souris. Etant au début du stage et donc seulement a la phase d’apprentissage de la technique
d’injection stéréotaxique et de validation du site d’injection, c’est la post-doctorante
expérimentée du laboratoire qui a réalisé les chirurgies sur ces souris. Lors de ces injections,
quatre souris ont été injectées avec le virus exprimant hM4Di et trois souris avec le virus de
contréle, en plus du virus codant pour GCaMP6s. Trois souris tests et deux contrdles ont été
implantées avec une fibre optique. La premiere perte a été enregistrée le lendemain des
chirurgies. Malheureusement, il est normal que, de temps en temps, lors de ces chirurgies
assez lourdes pour la souris, certaines pertes soient enregistrées. Cela peut étre di a l'aiguille
d’injection ou a la fibre implantable qui ont touché ou détruit des zones ou vaisseaux sanguins
importants, a la durée de la chirurgie (entre 1h30 et 2h par souris avec I'implantation de la
fibre), ou a une plus grande fragilité intrinseque de la souris, le tout rendant le réveil plus
compliqué.

Deux autres pertes ont été enregistrées une semaine plus tard lors des ovariectomies.
Elles n'ont pas trouvé la mort lors de l'acte chirurgical en lui-méme, mais a cause de
I'anesthésie. En effet, au moment de 'anesthésie par injection intrapéritonéale de kétamine
et de domitor, les souris titubaient mais ne s’endormaient pas. Les doses ont progressivement
été augmentées jusqu’a ce qu’elles s’endorment, et que nous puissions enfin commencer la
chirurgie. Cependant, les souris ont repris conscience cinq minutes apres le début de
I'opération. Nous avons décidé d’arréter avec la kétamine et de faire les ovariectomies des

autres souris par anesthésie gazeuse a l'isoflurane. Cependant, les deux souris anesthésiées a
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la kétamine n’ont pas survécu, probablement a cause de doses administrées trop élevées. Lors
de ces ovariectomies, les femelles étaient déja en cycle inversé, donc dans leur phase active,
ce qui, selon nous, a rendu 'endormissement des souris impossible, étant donné que tout se
passait bien lors des ovariectomies sous kétamine de souris en cycle normal.

Enfin, la derniére femelle est décédée a cause de I'arrachement de sa fibre optique
implantable lors de la déconnexion du cable de raccordement optique a celle-ci.

Lensemble de ces pertes a donc fait descendre I'effectif a trois souris, dont deux souris

test (hM4Di) et une souris controle.

Concernant les males, je me suis entierement occupé des chirurgies, qui se sont
correctement déroulées, étant donné que toutes les souris opérées ont survécu. Sept souris
ont été injectées, dont quatre males tests et trois contrdles. Seules deux souris tests et les trois
souris controles ont été implantées avec la fibre optique. Lensemble des pertes ont fait
descendre cet effectif a cing souris males, dont quatre souris tests (hM4Di) et une souris
contréle.

Le nombre total de males décédés s’éleve a trois. Chaque fois, cela s'est produit au
moment de la connexion ou de la déconnexion de la fibre optique implantée avec le cable de
raccordement. A quatre reprises, la fibre s’est arrachée. A chaque connexion et déconnexion,
la souris était maintenue par contention contre une surface solide pour I'immobiliser,
cependant, elle parvenait parfois a bouger, causant I'arrachement de la fibre. En effet, le
systeme de fixation entre les embouts ne me semble pas le plus optimisé pour, d’'une part,
faciliter la connexion et limiter 'endommagement de la fibre implantée et, d’autre part,
réduire la douleur animale. Afin de limiter toute perte animale lors des derniéres expériences,
les souris étaient endormies a l'isoflurane a la fin des expériences pour la déconnexion de
I'implant avec le cable de raccordement optique. La connexion se faisait toujours sans
anesthésie pour éviter une altération du comportement et de l'activité neuronale par
I'isoflurane.

Sur la figure 14A, le systeme utilisé pour connecter le cable de raccordement avec la
fibre optique implantée est représenté, avec l'utilisation de manchons d'accouplement en
céramique (zirconium). Cependant, la connexion, et surtout la déconnexion, avec ces
manchons d'accouplement augmente le stress sur I'animal et les risques d'arrachement de la

fibre optique. Deux autres modeles de manchons d'accouplement possibles ont été identifié.
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Le premier, nommé ADAF2 (Figure 14B), est décrit par le fabricant, THORLABS, comme
permettant une connexion et une déconnexion a faible force, minimisant ainsi le stress sur
I'animal. En effet, la force de déconnexion pour ce dispositif est inférieure a 4,4N, contre
25,83N pour les manchons d'accouplement en céramique utilisé par le laboratoire. Le point
négatif de ce dispositif est bien évidemment son prix, 7,5 fois plus élevé.

Le second est un manchon d’accouplement imaginé et modélisé. Ce modele 3D est
illustré sur la figure 14C et a été réalisé sur TINKERCAD. Dans ce modele, le cable de
raccordement s'insérerait dans la partie supérieure non fissurée et la fibre optique implantée
dans la partie inférieure portant une fissure. J'ai imaginé les deux "ailes" sur le c6té permettant
d'écarter légerement les cotés adjacents a la fissure, telles une pince a linge, pour faciliter la
connexion et la déconnexion du cable de raccordement avec la fibre optique implantée. Il a
été imaginé entierement congu en céramique, notamment en zirconium, étant un matériau
capable de subir de petites déformations avec une bonne résilience et résistance a la chaleur.
Pour améliorer cette résilience, on pourrait ajouter un anneau (représenté en bleu sur la figure
14C) fabriqué dans un matériau tres élastique et présentant une grande résilience, tel que du
caoutchouc. Bien évidemment, ceci n’est qu’un prototype imaginé pour faciliter
I'enregistrement photométrique.

Voici un lien vous redirigeant vers la modélisation 3D a échelle réelle de ce prototype : Modele

de manchon d'accouplement pour photométrie en fibre.

1.2. Taux de succes de l'enregistrement de |'activité neuronale par photométrique en
fibre tres faible (1/4)

La vérification des sites d’injection et du positionnement de la fibre optique a été validé
pour toutes les souris. Pour I'instant, en raison de problémes rencontrés avec les anticorps, la
validation n’a pu étre effectuée que pour mCherry (hM4Di). Cependant, étant donné que les
virus ont été injectés simultanément, il est logique de supposer que le site d’injection de
GCaMP6s est également valide. L'IHC pour GCaMPs est en cours de réalisation.

Il semble donc que I'absence de signal enregistré ne soit pas due a une erreur dans le
site d’injection. D'autres explications possible de ces résultats sont les suivantes.

Les fibres optiques sont réutilisées d'une expérience a l'autre. Pour les nettoyer du
ciment dentaire, elles sont immergées 24 heures dans du chloroforme, puis dans un bain
d'éthanol 70%. Il est possible que ces deux bains endommagent les fibres. Cependant, la post-
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Cannula

Figure 14 : Les manchons d’accouplement. (A) systéme utilisé par le laboratoire pour connecter la fibre
optique implanté au cable de raccordement. (B) Manchon de raccordement alternatif vendu par la
société THORDLABS (ADAF2). (C) Prototype modélisé sur TINKERCAD d’une alternative au manchon au

céramique utilisé par le laboratoire.



doctorante du laboratoire utilisait cette méthode dans son ancien laboratoire avec des fibres
pour l'optogénétique sans rencontrer de problémes.

Durant ce stage, cette méme post-doctorante a également réalisé de la photométrie
en fibre sur ses souris mais dans une autre région du cerveau (AVPV). De méme, les résultats
obtenus a l'issue de cette expérience n‘ont pas été concluants.

Il'y ala possibilité que ces enregistrements non-fonctionnels aient été dus a un mauvais
raccordement causant une grande perte d'insertion, c'est-a-dire la quantité de lumiere perdue
lorsqu'un cable de raccordement est connecté a un autre composant, dans notre cas la fibre
optique implantable. Il est cependant peu probable que ce raccordement soit mal fait a chaque

test, sauf pour la souris avec un enregistrement fonctionnel.

2. Discussion et perspectives

Au vu des résultats, il est évident qu'une discussion classique des résultats obtenus est
difficile.

Concernant les résultats obtenus chez les males, les neurones a nNOS de I'AMePD
semblent jouer un réle dans les comportements sexuels appétitifs, comme le montrent les
tests d’odeur et de préférence de partenaire, ainsi que I'entrée de la femelle dans la cage lors
des tests sexuels. D’autre part, I'un des aspects les plus regrettables de ce travail est de ne pas
avoir enregistrer de comportements sexuels consommatoires (montée, intromission,
éjaculation) lors des tests sexuels. En effet, analyser |'effet de I'inhibition des neurones a nNOS
de I'AMePD sur ces comportements consommatoires aurait pu fournir des données
précieuses. De plus, la présence d'une souris male donnant des résultats prometteurs par
photométrie en fibre aurait permis d’avoir des résultats préliminaires sur profil d’activité
calcique de ces neurones et de déterminer s'ils sont activés uniquement lors de la phase
appétitive ou également pendant la phase consommatoire. Si tel était le cas, il aurait été
intéressant de voir le profil d’activation de ces neurones lors des différentes phases du
comportement sexuel (montée, intromission, éjaculation mais également lors de la phase
réfractaire). Bien évidemment, Il est probable que ces neurones ne jouent pas de role dans la
phase active du comportement sexuel, étant donné que de nombreuses études antérieures
n'‘ont montré que peu d’implication de I’AMePD dans les comportements de monte,

d’intromission et d’éjaculation chez le male (94,95).
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De plus, les résultats ne proviennent que des souris hM4Di. Il n’y avait pas de groupe
contréle. Par conséquent, il faut garder a I'esprit que cette diminution du score de préférence
peut simplement étre due a des effets secondaires du CNO et non a l'inhibition des neurones
a nNOS de I'AMePD. Effectivement, des études ont attesté de ces effets indésirables du CNO.
La métabolisation de celui-ci en clozapine, un antipsychotique atypique se liant puissamment
a de nombreux récepteurs et transporteurs endogenes, n'est pas négligeable chez les rongeurs
(189,190). En guise de solution, il convient de considérer la Deschloroclozapine, un activateur
chimio-génétique plus efficace et plus sélectif que le CNO (191).

Les données des tests évaluant le role de ’AMePD dans les comportements anxieux
présentent des contradictions. Dans le test d’odeur, I'urine de rat semble activer les neurones
a nNOS de 'AMePD plus que les odeurs controdles, alors que I'enregistrement photométrique
lors du test de 'EPM n’a pas révélé d’augmentation notable de l'activité calcique lors du
passage d’un compartiment a un autre. Cette disparité pourrait s'expliquer par le fait que
chaque stimulus stressant induit une signature d'activation cérébrale spécifique (96,192). Il
serait donc intéressant de réaliser une analyse photométrique en fibre de ces mémes
neurones en utilisant d'autres stresseurs. Par exemple, le test d’immobilisation sur planches
par contention (OMI) a déja démontré I'expression de c-fos dans 'AMePD suite a ce test. On
pourrait également remplacer I'urine de rat par de l'urine de chat, un prédateur naturel de la
souris, ou par un coton-tige frotté sur son pelage, bien que cela semble plutot activer 'TAMeA
que I'AMePD (96). Enfin, dans une recherche de Loewke et al. 2021 étudiant par photométrie
en fibre 'importance de certains circuits dans le comportement anxieux, ils ont utilisé un
labyrinthe en rond surélevé (EZM) au lieu d’un EPM (193). Ceci pourrait faciliter I'analyse des
vidéos étant donné que ceci supprimerait la plateforme centrale ou il est difficile de dire si la

souris est dans un bras ouvert ou fermé.

Concernant les perspectives de ce projet, il est évidemment important de le poursuivre
en réalisant les mémes expériences pour augmenter les effectifs. Cela permettra d'obtenir des
résultats significatifs, ou non, mais avec une puissance statistique suffisante pour valider ou
rejeter nos hypotheses.

Pour des perspectives autres que la poursuite des expériences déja réalisées, elles sont
multiples. Cela comprend I'approfondissement de la relation entre les neurones a nNOS de

I’AMePD et les sites cibles potentiels en aval, médiateurs des comportements sexuels et de la
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préférence de partenaire grace a un tragage viral monosynaptique et la détermination du réle
de la signalisation nNOS de I’AMePD dans la dysfonction sexuelle induite par le stress.

Bien s(r, d'autres perspectives sont encore envisageables. En 2020, Demir et al. (161)
ont montré que chez la femelle, les neurones a nNOS de 'AMe sensibles a la phéromone Darcin
sont nécessaires pour reproduire les comportements innés et de renforcement induits par
Darcin, mais pas lors du rappel de la mémoire. D'autres études ont également démontré que
le NO joue un role dans le bulbe olfactif, influengant les fonctions cognitives de haut niveau
telles que I'apprentissage et la mémoire (194,195). Les neurones a nNOS de I’AMePD jouent
peut-étre un role dans I'apprentissage et le renforcement de comportements sexuels induits
par I'expérience sexuelle. Il serait donc intéressant d’analyser le r6le que jouent ces neurones
dans I'expérience sexuelle. Pour ce faire, on pourrait manipuler les neurones a nNOS de
I'AMePD lors des entrainements sexuels et voir I'impact sur les tests sexuels et de préférence
de partenaire. Ces manipulations peuvent étre multiples : soit par DREADDs inhibiteurs, soit
par la mort de ces neurones grace a la caspase-3, soit par I'injection spécifique dans 'AMePD,
grace a une canule, de I'antagoniste de I'activité de I'enzyme nNOS, le N(G)-nitro-L-arginine
méthyl ester (L-NAME). Les deux premiéres techniques analyseraient le réle de cette
population de neurones alors que la derniere étudierait le role spécifique du NO dans ’AMePD
sur l'acquisition de cette expérience sexuelle.

De plus, la plasticité synaptique et plus spécifiquement la potentialisation a long terme
(LTP) sont connues pour fournir un modele cellulaire convaincant pour I'apprentissage et la
mémoire (196). Des études utilisant du L-NAME ont révélé qu'en I'absence de NO, la LTP est
réduite. (197-199). Par conséquent, si les expériences précédentes confirment le réle de ces
neurones dans |'apprentissage et la mémoire des comportements sexuels, des expériences
d’électrophysiologie sur des coupes de cerveau seraient intéressantes. Il serait pertinent
d'analyser s'il y a des phénomenes de LTP au niveau des synapses des neurones a nNOS de

I'AMePD et, si c’est le cas, de voir le role du NO dans cette LTP.
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