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Résumé 

 Les troubles anxieux comptent parmi les troubles psychiatriques les plus courants dans 

le monde, les femmes étant presque deux fois plus susceptibles que les hommes de recevoir un 

diagnostic de trouble d’anxiété au cours de leur vie. Les neurones sérotoninergiques (5-HT) du 

raphé médian sont fortement impliqués dans la régulation de l’humeur et de l’anxiété, mais les 

substrats neuronaux sous-tendant les différences liées au sexe dans l’anxiété sont encore largement 

méconnus. L'hippocampe ventral (HPv), une région qui a été décrite comme un modulateur majeur 

de l'anxiété, entre autres grâce à ses communications oscillatoires avec d'autres zones cérébrales, 

reçoit des afférences denses de 5-HT des noyaux du raphé.  

 Des résultats préliminaires obtenus par notre laboratoire montrent que l’activation 

optogénétique des neurones 5-HT du raphé qui projettent à l’HPv influence le niveau d’anxiété 

des souris femelles, mais pas des mâles. En se basant sur ces résultats, l’objectif de mon projet est 

d’explorer les causes de ce dimorphisme sexuel de la voie raphé-HPv dans l’anxiété. J’analyserai 

l’expression du marqueur d’activation c-Fos après un test d’anxiété, avec ou sans activation 

optogénétique de la voie 5-HT raphé-HPv. Notre hypothèse est qu’il existe une différence mâle-

femelle dans l’excitabilité des neurones 5-HT projetant à l’HPv. Les résultats obtenus permettront 

de mettre en lumière i) l’expression de c-Fos dans les neurones 5-HT qui projettent à l’HPv en 

conditions basales (eYFP) chez les mâles et femelles et ii) la différence dans l’expression de c-Fos 

après activation optogénétique de notre population d’intérêt chez les mâles et femelles.  

Nous démontrons que l’activation optogénétique de la voie 5-HT du raphé projetant à 

l’HPv augmente les comportements anxieux, seulement pour les souris femelles. Nous démontrons 

aussi que l’activation de cette projection diminue l’activité locomotrice. Par ailleurs, les 

comportements anxieux semblent activer différemment les sous-régions du raphé en fonction du 

sexe. Ce travail contribue à une meilleure compréhension des mécanismes sous-jacents au rôle de 

la voie 5-HT du raphé projetant à l’HPv dans la modulation différentielle des comportements 

d’anxiété selon le sexe.  

 

Mots-clés : Anxiété, sérotonine, hippocampe ventral, raphé, locomotion, optogénétique
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Abstract 

 Anxiety disorders rank among the most common psychiatric conditions worldwide, with 

women being nearly twice as likely as men to receive a diagnosis of an anxiety disorder during 

their lifetime. Serotonergic neurons (5-HT) in the median raphe are heavily involved in regulating 

mood and anxiety, but the neuronal substrates underlying sex-related differences in anxiety are 

still largely unknown. The ventral hippocampus (vHP), a region described as a major modulator 

of anxiety, including through oscillatory communication with other brain areas, receives dense 

inputs of 5-HT from the raphe nuclei. 

Preliminary results from our laboratory indicate that optogenetic activation of 5-HT 

neurons projecting to the vHP influences the level of anxiety in female mice but not in males. 

Building upon these findings, the aim of my project is to explore the causes of this sexual 

dimorphism in the raphe-vHP pathway related to anxiety. I will analyze the expression of the c-

Fos activation marker after an anxiety test, with or without optogenetic activation of the raphe-

vHP 5-HT pathway. Our hypothesis is that there is a male-female difference in the excitability of 

5-HT neurons projecting to the vHP. The results obtained will shed light on i) c-Fos expression in 

5-HT neurons projecting to the vHP under baseline conditions (eYFP) in males and females, and 

ii) the difference in c-Fos expression after optogenetic activation of our population of interest in 

males and females. 

We demonstrate that optogenetic activation of the raphe-vHP 5-HT pathway increases 

anxiety behaviors, only in female mice. We also show that activation of this projection decreases 

locomotor activity. Furthermore, anxiety behaviors appear to activate different subregions of the 

raphe depending on sex. This work contributes to a better understanding of the underlying 

mechanisms of the role of the raphe-vHP 5-HT pathway in the differential modulation of anxiety 

behaviors based on sex. 

 

 

Keywords: Anxiety, serotonin, ventral hippocampus, raphe, locomotion, optogenetics
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1 Introduction 

1.1 Anxiété 

 Les troubles anxieux, considérés collectivement, constituent le problème de santé mentale 

le plus répandu à travers le monde, les femmes étant presque deux fois plus susceptibles que les 

hommes d’être diagnostiquées avec un trouble anxieux au cours de leur vie (Craske & Stein, 2016; 

Kessler et al., 2005, 2010). Les troubles anxieux sont caractérisés par des symptômes qui incluent 

l'inquiétude, les peurs sociales et de performance, les attaques de panique, l'anxiété d'anticipation 

et les comportements d'évitement. Ces troubles peuvent aussi causer des symptômes physiques et 

psychologiques comme des palpitations, des essoufflements, des étourdissements, des tensions 

musculaires, des perturbations du sommeil, de la fatigue, de l’irritabilité et de la difficulté à se 

concentrer (DeMartini et al., 2019; Szuhany & Simon, 2022). Il est important de noter que ces 

symptômes peuvent être transitoire ou temporaire. Pour être considéré comme un trouble anxieux 

et nécessiter une intervention, la peur ou l’anxiété doit être excessive ou disproportionnée, 

persistante et entraîner des répercussions dans les interactions sociales, la vie professionnelle ou 

d’autres aspects du quotidien (Bandelow et al., 2017; Craske & Stein, 2016). Les inhibiteurs 

sélectifs de la recapture de la sérotonine (SSRI) sont privilégiés comme première ligne de 

traitement pour les troubles anxieux, soulignant le rôle de la sérotonine dans la modulation de 

l’anxiété. Toutefois, ces traitements présentent des limitations notables (Nutt, 2005; Sartori & 

Singewald, 2019; Szuhany & Simon, 2022). Les SSRIs peuvent entraîner des effets secondaires 

importants, prendre plusieurs semaines avant de montrer une efficacité significative et une 

proportion importante (environ 30%) des patients restent résistants au traitement (Ammar et al., 

2015; Anderson, 2006; Artigas et al., 2018; Roy-Byrne, 2015; Sartori & Singewald, 2019; Taylor 

et al., 2012). Les défis dans le traitement des troubles anxieux mettent en évidence la nécessité 

d'approfondir notre compréhension des mécanismes qui sous-tendent les circuits de l'anxiété. 

1.1.1 Modèle animal en anxiété 

 Les rongeurs sont fréquemment utilisés comme modèle animal pour étudier les 

comportements anxieux en raison de leur similitude génétique et neurobiologique avec les humains 

(Bourin, 2015; Bourin et al., 2007). Les comportements anxieux chez les modèles animaux sont 

contrôlés par un réseau complexe de régions cérébrales interconnectées. Des dysfonctionnements 
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de ce système homologue chez l’humain sont associés à divers troubles anxieux (Lawther et al., 

2020). Chez les souris, l’anxiété se manifeste principalement de deux façons : par des 

comportements défensifs et des comportements d’approche-évitement (Lezak et al., 2017). Le 

comportement défensif, souvent déclenché par la présence perçue d'un prédateur, est mesuré par 

le degré de paralysie et la réaction à des sons soudains et forts. D'autre part, le comportement 

d'approche-évitement est observé quand la souris oscille entre explorer et éviter des 

environnements menaçants. Le temps passé dans l'environnement aversif sert d'indicateur du 

niveau d'anxiété (D. C. Blanchard, 2017; D. C. Blanchard & Blanchard, 2008; Lezak et al., 2017). 

Certains paramètres tels que la luminosité, la couleur, la taille et l’habituation à l’environnement 

ou à l’espace peuvent être ajustés pour moduler les comportements d’aversion de la souris (Bourin 

et al., 2007). Les souris vont préférer les espaces étroits et sombres, aux espaces ouverts et 

illuminés (Crawley, 1981). Par exemple, le labyrinthe croix surélevé (EPM) et le Successive Alleys 

(SA) sont deux tests validés et utilisés pour évaluer le niveau d’anxiété des souris selon leurs 

comportements d’approche-évitement (Deacon, 2013; Lezak et al., 2017; Pellow & File, 1986).  

1.1.1.1 Comportements éthologiques des souris 

 D'autres mesures éthologiques peuvent être mesurées pour évaluer la prise de risque et le 

niveau d’exploration des souris. Ces indicateurs sont basées sur les comportements  dits naturels 

ou spontanés de la souris suite à la présence d’un stress qui ne cause pas d’inconfort ou de douleur 

(Bourin et al., 2007). Une variation de fréquence de ces comportements d’approche peut indiquer 

une fluctuation du niveau d’anxiété chez la souris. Les comportements exploratoires pouvant être 

mesurés incluent notamment les redressements (ou « rearings », la souris est en position verticale 

sur ses pattes postérieures), les étirements (ou « stretchings », la souris est tendue vers le stimulus 

menaçant) et les plongées de tête (ou « head-dips », mouvement de la tête du rongeur vers le sol à 

partir des bras ouverts) (De Jesús-Burgos et al., 2012; Rodgers & Cole, 1993; Walf & Frye, 2007). 

Par ailleurs, le nombre et la fréquence des toilettages (ou « grooming ») est aussi un indicateur 

éthologique utilisé pour évaluer le niveau d’anxiété des souris (Bourin et al., 2007; D’Aquila et 

al., 2000). En revanche, le toilettage chez les rongeurs augmente à la fois en situation de stress 

faible voir absent, où il représente un rituel de soin du corps (toilettage de confort), et en cas de 

stress élevé, où il se manifeste par des épisodes fréquents, courts et rapides (toilettage induit par le 

stress), différenciant ainsi les deux états (Kalueff & Tuohimaa, 2004). 
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1.1.2 Circuits d’anxiété  

 L’anxiété, chez les humains et les rongeurs, est modulée par un ensemble de régions du 

cerveau interconnectées qui sont influencées par les afférences sérotoninergiques des noyaux du 

raphé (Figure 1) (Hale & Lowry, 2011; Lawther et al., 2020). Parmi ces structures se retrouvent le 

complexe de l’amygdale, le cortex préfrontal médian (mPFC), l’hippocampe ventral (vHP) et le 

« bed nucleus of the stria terminalis » (BNST) (Adhikari, 2014). Les rôles de ces différentes 

régions sur la modulation des comportements d’anxiété seront détaillés dans les prochaines 

sections. 

 

Figure 1. Schéma des circuits neuronaux impliqués dans les comportements d'anxiété chez les rongeurs. 

Figure 1. Schéma des circuits neuronaux impliqués dans les comportements d’anxiété chez les 

rongeurs. BLA, amygdale basolatérale ; BNST, noyau du lit de la strie terminale ; CeA, 

amygdale centrale ; DR, noyau du raphé dorsal ; HPC, hippocampe ; Hyp, hypothalamus ; 

IL, division infralimbique du mPFC ; LC, locus coeruleus ; LH : hypothalamus latéral ; LS, 

septum latéral ; mPFC, cortex préfrontal médial ; NAc, noyau accumbens ; PAG, gris 

périaqueducal ; PB, noyau parabrachial ; PL, division prélimbique du mPFC ; PVT, 

thalamus paraventriculaire ; Thal, thalamus ; VTA, aire tegmentale ventrale. Modifié de 

(Calhoon & Tye, 2015). 

Projection d'intérêt
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1.1.2.1 Rôle du complexe de l’amygdale  

Chez les humains, un volume plus important de l'amygdale est corrélé à une anxiété accrue 

(Machado-de-Sousa et al., 2014; Qin et al., 2014), et une hyperactivation de l'amygdale est 

observée chez les patients souffrant de différents troubles anxieux (Boehme et al., 2014; Bryant et 

al., 2008; Nitschke et al., 2009). Chez les rongeurs, l'activation de l'amygdale est constatée après 

exposition à des contextes anxiogènes comme l’EPM (Butler et al., 2012; Silveira et al., 1993). 

Les sous-régions les plus étudiées de l'amygdale sont la basolatérale (BLA) et le noyau central 

(CeA). La BLA intègre des informations sur l'environnement et projette vers le noyau central, qui 

est le principal centre de sortie de l'amygdale (LeDoux, 2000; Tye et al., 2011). Des études 

indiquent que différentes cellules de la BLA peuvent avoir des fonctions opposées : certaines 

cellules s’activent lors de la perception d’une menace (Amano et al., 2011), et d’autres lorsque la 

menace est passée (Senn et al., 2014). Bien que la CeA est impliquée dans les comportements 

d’évitement (Carvalho et al., 2012), elle est davantage associée aux processus de peur. Dans une 

tâche de conditionnement à la peur, l’inhibition optogénétique de la CeA réduit la paralysie induite 

par la tonalité précédemment pairé à un choc (Ciocchi et al., 2010). Toutefois, bien que l’activation 

de la BLA augmente les comportements anxieux, l’activation optogénétique spécifique de la 

projection BLA-CeA diminue les comportements anxieux chez les souris (Tye et al., 2011). En 

outre, d'autres régions moins étudiées de l'amygdale, comme l’amygdale médiane (C.-I. Li et al., 

2004) et l’amygdale basomédiane (Gross & Canteras, 2012), sont également impliquées dans les 

comportements défensifs.  

1.1.2.2 Rôle du BNST  

 Le noyau du lit de la strie terminale (BNST) est une autre structure cérébrale impliquée 

dans divers processus émotionnels, notamment la régulation de l’anxiété et du stress. Le BNST est 

similaire à l'amygdale en termes d'expression de neuropeptides, de profil génétique et de 

morphologie (Fox et al., 2015; McDonald, 1983; Roberts et al., 1982; Woodhams et al., 1983), il 

est parfois considéré comme faisant parti de l’amygdale étendue (Alheid et al., 1998; Alheid & 

Heimer, 1988). Le BNST est connecté à plusieurs structures du système limbique telles que 

l'amygdale, l'hypothalamus, le mPFC et l’hippocampe (J. Clauss, 2019). Chez l'homme l'activation 

du BNST est corrélée à une anxiété accrue, alors que le BNST est hyperactif chez les personnes 
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atteintes de stress post-traumatique (PTSD), d’anxiété sociale ou d’anxiété généralisée (Buff et al., 

2017; J. A. Clauss et al., 2019; Feola et al., 2023; Somerville et al., 2010; Yassa et al., 2012). 

Cependant, les études de lésions chez les rongeurs présentent des résultats contradictoires (Duvarci 

et al., 2009; Treit et al., 1998), reflétant la complexité du BNST, composé de plusieurs sous-noyaux 

avec des caractéristiques anatomiques, morphologiques et neurochimiques distinctes (Hammack 

et al., 2021; van de Poll et al., 2023). Par exemple, l'inactivation optogénétique du noyau ovale du 

BNST est anxiolytique, tandis que la diminution de l'activité dans le BNST antérodorsal est 

anxiogène (S.-Y. Kim et al., 2013). De plus, les cellules du BNST diffèrent dans leurs profils 

neurochimiques (Walter et al., 1991), soulignant d’autant plus l’hétérogénéité et la complexité du 

BNST dans la modulation des comportements anxieux (van de Poll et al., 2023).  

1.1.2.3 Rôle du cortex préfrontal médian 

 Le cortex préfrontal médian (mPFC) joue un rôle important dans le contrôle émotionnel et 

est impliqué dans l'anxiété. Le mPFC est connecté à plusieurs structures du système limbique et 

reçoit notamment des projections denses de l'hippocampe ventral (vHP) et a des connections 

réciproques avec l'amygdale basolatérale (BLA) (Hoover & Vertes, 2007; Parent et al., 2010; 

Vertes, 2004; Verwer et al., 1997). Chez les humains, le mPFC est hyperactif lors de la perception 

ou l’évaluation de stimuli émotionnels chez des patients atteints de différents troubles anxieux 

(Brinkmann et al., 2017; Bryant et al., 2008; Buff et al., 2018; Labuschagne et al., 2012). Par 

ailleurs, un traitement par stimulation magnétique transcrânienne répétitive à haute fréquence dans 

le mPFC pourrait réduire l'anxiété (Herrmann et al., 2017). Des études pharmacologiques et de 

lésions chez les rongeurs ont montré que l’inactivation du mPFC pouvait entraîner une 

augmentation (Jinks & McGregor, 1997; Lisboa et al., 2010), une diminution (Deacon et al., 2003; 

Gonzalez et al., 2000; Shah & Treit, 2003, 2004) ou aucun effet (Corcoran & Quirk, 2007; Lacroix 

et al., 1998) sur les comportements d’évitement. Les résultats contradictoires obtenus chez les 

rongeurs pourraient être expliqués par l’hétérogénéité fonctionnels et neurochimiques des 

différentes sous-régions du mPFC (Chen et al., 2022). Par exemple, les divers récepteurs 5-HT 

présents dans le mPFC semblent moduler de manière distinctes les comportements anxieux (Du et 

al., 2018; Geng et al., 2018; Solati et al., 2011). Par ailleurs, les altérations de l'activité neuronale 

et de la plasticité synaptique dans le mPFC sont liées à un risque plus élevé de troubles anxieux 

(Chocyk et al., 2013). La densité et la morphologie des dendrites des neurones pyramidaux du 



  28 

mPFC seraient aussi indicateur de la vulnérabilité au stress (Miller et al., 2012). En outre, les 

neurones du mPFC montrent une activité préférentielle dans les bras fermés ou ouverts de l’EPM 

et cette représentation des bras dans le mPFC est inversement corrélée à l’évitement des bras 

ouverts. Les souris avec plus d’unités représentant les bras ouverts que fermés sont celles qui 

passent le plus de temps dans les bras ouverts, suggérant que le mPFC encode certains aspects du 

contexte associés aux comportements d’évitement (Adhikari et al., 2011). 

1.2 Sérotonine 

La sérotonine, ou 5-hydroxytryptamine (5-HT), est un neurotransmetteur présent dans le 

système nerveux central (SNC), mais aussi dans divers systèmes du corps, tels que les systèmes 

cardiovasculaire, pulmonaire, gastrointestinal et génito-urinaire (Azmitia, 2020; M. Berger et al., 

2009). Bien que le système sérotoninergique influence une multitude de fonctions biologiques, les 

neurones sérotoninergiques ne représentent qu’une petite proportion des neurones du SNC, soit 

environ 1 neurone sur un million chez l’humain (M. Berger et al., 2009). Chez le rongeur, la 

diffusion de la sérotonine dans tout le cerveau est assurée par seulement 26 000 neurones (Ishimura 

et al., 1988).  

1.2.1 Organisation anatomique des neurones sérotoninergiques 

 Initialement subdivisés en groupes (B9 à B1) selon leur organisation topographique rostro-

caudale (Dahlstroem & Fuxe, 1964), les neurones sérotoninergiques sont désormais désignés selon 

une appellation basée sur leur cytoarchitectonie (Tableau 1) (Soiza-Reilly & Gaspar, 2020). Les 

somas des sous-divisions constituant les noyaux du raphé représentent la majorité des neurones 

sérotoninergiques du cerveau (66,9%) et projettent de manière diffuse dans l’ensemble des régions 

du SNC (Ishimura et al., 1988; Soiza-Reilly & Gaspar, 2020). Le reste des neurones 5-HT sont 

localisés près du raphé dans des régions du tronc cérébral, telles que la formation réticulée et la 

zone supra-lemniscale, qui forment le B9, ainsi que le noyau interpédonculaire. 
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Groupes Noyaux anatomiques 

B1 Raphe pallidus 

B2 Raphe obscurus 

B3 Raphe magnus 

B4 Noyau supragenual 

B5 Noyau pontin (PnR) 

B6 Raphé dorso-caudal (DRC) 

B7 Raphé dorsal (DR), Partie dorsale du raphé dorsal (DRD, Partie 

ventrale du raphé dorsal (DRV), Partie latérale du raphé dorsal 

(DRL), Raphé dorsal interfasculaire (DRI) 

B8 Raphé médian (MnR), Raphe paramédian (PMnR), Noyau linéaire 

caudal (CLi), Noyau interpédonculaire apical (IPA) 

B9 Noyau supra-lemniscal, Formation réticulée ponto-mésencéphalique 

(PMRF) 

Tableau 1. Groupes de neurones sérotoninergiques selon Dahlström et Fuxe (1964) et les noyaux 

anatomiques associés (Soiza-Reilly & Gaspar, 2020). 

 
Figure 2. Schéma de l'organisation topographiquement et fonctionnellement distincte des sous-régions du raphé. 

Figure 2. Schéma de l’organisation topographiquement et fonctionnellement distincte des sous-

régions du raphé. Modifié de (Hale & Lowry, 2011). 
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1.2.1.1 Noyaux du raphé 

Le raphé est un ensemble de noyaux sous-corticaux situé dans le tronc cérébral au niveau 

du bulbe rachidien, du pont et du mésencéphale. Les différentes sous-régions anatomiques du 

raphé présentent des différences de patrons de connectivité, de fonctions et de profils moléculaires 

(Figure 2) (Gaspar & Lillesaar, 2012; Hale & Lowry, 2011; Jensen et al., 2008; Muzerelle et al., 

2016). En plus de ces neurones sérotoninergiques, le raphé contient une population neuronale 

mixte exprimant d’autres neurotransmetteurs tels que le glutamate, la dopamine ou l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA) (Fortin-Houde et al., 2023; Fu et al., 2010; Huang et al., 2019; Jackson 

et al., 2009; Sos et al., 2017). Les noyaux du raphé peuvent être regroupés en deux complexes 

selon leurs trajectoires axonales et leur origine rhombomérique : le complexe caudal 

(correspondant aux groupes B1 à B3) et le complexe rostral du raphé (B4 à B8) (Ding et al., 2003; 

Wylie et al., 2010). Le complexe caudal du raphé envoie des projections descendantes au tronc 

cérébral et à la moelle épinière et est principalement impliqué dans certains processus 

physiologiques tels que l’homéostasie cardiorespiratoire, la thermorégulation, la locomotion et la 

nociception (Hornung, 2003; Veasey et al., 1995; Wylie et al., 2010). Le complexe rostral projette 

de manière ascendante au prosencéphale et est impliqué, entre autres, dans la modulation des 

comportements émotionnelles, l’apprentissage et la mémoire, ainsi que la régulation du cycle 

éveil-sommeil (Hale & Lowry, 2011; Hornung, 2003; Wylie et al., 2010).  

1.2.1.2 Neurones sérotoninergiques hors du raphé 

 Une proportion considérable des neurones 5-HT provient également des noyaux B9 et 

interpédonculaire. Le groupe B9, comprenant le noyau supra-lémniscale ainsi que la formation 

réticulée ponto-mésencéphalique, est le groupe de neurones 5-HT le plus rostral (Soiza-Reilly & 

Gaspar, 2020). Les neurones du B9 contiennent environ 20 à 25% de tous les neurones 5-HT méso-

pontiques (Ishimura et al., 1988; Muzerelle et al., 2016; Vertes & Crane, 1997). Bien que de taille 

significative, le groupe B9 est moins étudié en raison de sa répartition diffuse et latérale. Les rares 

études sur le B9 suggèrent un rôle potentiel dans les comportements d’agression, la nociception et 

les réponses au stress (Kerman et al., 2011; Lowry et al., 2008; Moriya et al., 2020). Les principales 

projections du B9 descendent dans le tronc avec des ramifications importantes vers le DR et le 

MnR, ainsi que vers les neurones noradrénergiques du locus coeruleus (Muzerelle et al., 2016). 
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Le noyau interpédonculaire (IP), situé dans la ligne médiane ventrale à la limite du 

mésencéphale postérieur, est un noyau qui contient une sous-population de neurones 

sérotoninergiques au niveau du mésencéphale et du pont (Bianco & Wilson, 2008; Hale & Lowry, 

2011). L’IP est composée de plusieurs sous-noyaux avec des caractéristiques cytoarchitectoniques, 

des populations neuronales et des connexions distinctes (Hemmendinger & Moore, 1984). Les 

noyaux interpédonculaires apicale (IPA) et ventro-latéral (IPVL) sont les deux seuls sous-noyaux 

contenant des neurones 5-HT (Groenewegen et al., 1986; Montone et al., 1988). Ensembles, ces 

noyaux représentent 1,5% des neurones 5-HT du cerveau chez le rongeur, avec environ 400 

neurones (Ishimura et al., 1988; Singhaniyom et al., 1982). À cause de leurs proximités, l’IP a 

longtemps été inclut à tort dans les sous-noyaux du raphé (Montone et al., 1988). L’IP est fortement 

connecté au système limbique et est impliqué dans la modulation d’une variété de fonctions tels 

que la nociception, le stress et l’évitement, la mémoire émotionnelle, la récompense et l'addiction, 

ainsi que dans la régulation des rythmes circadiens et du sommeil (Fowler et al., 2011; Hammer 

& Klingberg, 1990; Haun et al., 1992; Mészáros et al., 1985; Sherafat et al., 2020; Wolfman et al., 

2018; Zhao-Shea et al., 2013). L'IP reçoit de denses afférences de l'habénula et a des connexions 

réciproques avec le RD et MnR (Behzadi et al., 1990; Groenewegen et al., 1986; Herkenham & 

Nauta, 1979; Shibata et al., 1986; Shibata & Suzuki, 1984).  

1.2.1.3 Projections à l’hippocampe 

 L’hippocampe reçoit des inputs hétérogènes des sous-noyaux du raphé. Chez la souris, la 

quasi-totalité des afférences sérotoninergiques de l’hippocampe proviennent du MnR (Muzerelle 

et al., 2016). En revanche, chez le rat, l’hippocampe reçoit des projections sérotoninergiques 

majoritairement du MnR, mais aussi du DR (Azmitia & Segal, 1978; Köhler & Steinbusch, 1982; 

Vertes et al., 1999). Seules les régions les plus caudales du DR projettent à l’hippocampe, soient 

le DRC et le DRI (McKenna & Vertes, 2001; Vertes, 1991). En outre, chez la souris et le rat, 

l’hippocampe reçoit des afférences clairsemées du groupe B9 (Köhler & Steinbusch, 1982; 

Muzerelle et al., 2016), ainsi que de  l’IP (Montone et al., 1988; Sherafat et al., 2020; Wirtshafter 

et al., 1986). Dans l’hippocampe, les projections sérotoninergiques du raphé ciblent 

préférentiellement certains interneurones GABAergiques (Freund et al., 1990; Halasy et al., 1992; 

Varga et al., 2009), lesquels expriment presque la totalité des sous-types de récepteurs 5-HT 

(Berumen et al., 2012). Par exemple, l’activité des interneurones exprimant la calbindine D28K, 
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la cholécystokinie (CCK) ou le polypeptide vasoactif intestinal (VIP) semblent être modulée par 

les projections 5-HT du raphé, mais pas ceux exprimant la parvalbumine (PV) (Freund, 1992; 

Freund et al., 1990; Halasy et al., 1992; Hornung & Celio, 1992; Papp et al., 1999; Winterer et al., 

2011). Les afférences 5-HT du raphé ciblent principalement les couches moléculaires des trois 

sous-régions de la corne d’Ammon, ainsi que la couche granulaire du gyrus dentelé (Berumen et 

al., 2012; Ihara et al., 1988; Morin & Meyer-Bernstein, 1999; Vertes et al., 1999). Des détails 

supplémentaires sur l’anatomie de l’hippocampe sont fournies dans la section 1.3.1. 

1.2.1.4 Récepteurs sérotoninergiques 

La sérotonine interagit avec une grande diversité de récepteurs couplés aux protéines G et 

un canal ionique en faisant un système complexe. Classés en sept familles (5-HT1 à 5-HT7), il 

existe au moins 14 sous-types de récepteurs sérotoninergiques largement distribués dans 

l’ensemble du SNC et dans le reste du corps (Mengod et al., 2010). Ces récepteurs peuvent 

entraîner soit une diminution soit une augmentation de l'excitabilité neuronale. Les familles de 

récepteurs 5-HT1 et 5-HT5, métabotropiques, inhibent l'activité de l'adénylyl cyclase via une 

protéine G, induisant ainsi une hyperpolarisation neuronale. À l’inverse, les familles 5-HT4, 5-

HT6 et 5-HT7, stimulent l'adénylyl cyclase, favorisant ainsi la production de l’AMP cyclique et 

entraînant une dépolarisation. Pour sa part, la famille 5-HT2, également métabotropique, exerce 

son effet en stimulant la phospholipase C, un autre mécanisme de signalisation intracellulaire 

menant à une dépolarisation. Enfin, le récepteur 5-HT3, se distingue étant le seul récepteur 

ionotrope, déclenche une dépolarisation rapide par l'ouverture de canaux cationiques lors de la 

liaison à la sérotonine (Filip & Bader, 2009). Les récepteurs 5-HT peuvent être localisés sur la 

membrane pré ou postsynaptique. Dans les noyaux du raphé, les récepteurs 5-HT1A et 5-HT1F 

agissent comme autorécepteurs somatodendritiques permettant de réduire la libération et la 

neurotransmission de la sérotonine (Lanfumey & Hamon, 2000). Par ailleurs, dans l'hippocampe, 

on retrouve la plupart des sous-types de récepteurs 5-HT, chacun présentant des patrons 

d'expression distincts (Berumen et al., 2012; Dale et al., 2016; Tanaka et al., 2012). Une cellule 

peut aussi exprimer plusieurs sous-types de récepteurs, aux effets parfois complémentaires ou 

opposés, augmentant ainsi la complexité de la signalisation sérotoninergique dans cette région 

(Dale et al., 2016).  
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1.2.2 Fonctions du système sérotoninergique 

La sérotonine influence de nombreuses fonctions physiologiques, ainsi qu’une vaste variété 

de comportements et de processus neuropsychologiques. Le système sérotoninergique module 

notamment l’humeur, la perception, la récompense, la colère, l’agressivité, l’appétit, la mémoire, 

la sexualité et l’attention (M. Berger et al., 2009). Une dérégulation du système 5-HT est liée à 

plusieurs pathologies comme le Parkinson, la schizophrénie, l’épilepsie, la dépression et les 

troubles anxieux (Bozzi et al., 2020; Friedel & Heinz, 2020; Kohl & Winkler, 2020; Quednow et 

al., 2020; Zangrossi et al., 2020). 

1.2.2.1 Sérotonine et locomotion 

 Le système sérotoninergique module l’activité locomotrice de manière complexe. Les 

neurones 5-HT du complexe caudal du raphé influencerait directement l’activité locomotrice, alors 

que les neurones 5-HT du groupe rostral influencerait la locomotion de manière indirecte, en 

innervant plusieurs régions impliquées dans la planification de la locomotion (Flaive et al., 2020). 

Initialement, la 5-HT a été identifiée comme étant un modulateur important de l’activité 

locomotrice, suite à l’observation que l’augmentation des niveaux extracellulaires de 5-HT chez 

des animaux décérébrés, sous anesthésie ou sur la moëlle épinière disséquée induit une locomotion 

dite fictive (Cazalets et al., 1992; Meehan et al., 2012; Viala & Buser, 1969, 1971). Le groupe du 

raphé caudal qui envoie la majorité de ses projections descendantes à tous les niveaux de la moëlle 

épinière (Hornung, 2010; Perrier & Cotel, 2015), se trouvant ainsi en position idéale pour moduler 

directement l’activité locomotrice. En outre, les neurones 5-HT du raphé caudal innervent la corne 

dorsale via des contacts non-synaptiques, ainsi que les interneurones et motoneurones de la corne 

ventrale via des synapses (Hornung, 2010; Loewy, 1981; Perrier & Cotel, 2015; Ridet et al., 1994). 

Plusieurs études chez le chat ont montré une corrélation entre l’activité unitaire des neurones du 

raphé caudal et la vitesse de locomotion (Jacobs & Fornal, 1993; Veasey et al., 1995). Chez la 

souris, l’inhibition des neurones sérotoninergiques du raphé caudal diminue l’hyper-locomotion 

induite par le stress (Ikoma et al., 2018). 

 Le raphé rostral, plus précisément le raphé dorsal, a plus récemment été identifié comme 

étant une région pouvant moduler indirectement l’activité locomotrice (Flaive et al., 2020). Par 

exemple, l’activation chémogénétique (par DREADDs) des neurones sérotoninergiques (Pet1-
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positifs) du DR réduit significativement la distance parcourue de ces souris (Teissier et al., 2015). 

De même, l’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques dans le DR diminue la 

distance parcourue dans l’EPM (Ohmura et al., 2014) et la vitesse spontanée dans l’OF (Correia 

et al., 2017). Cet effet semble spécifique au noyau du DR puisque la stimulation des neurones 

Tph2 du MnR ne montre aucun effet sur la locomotion (Ohmura et al., 2014). Étrangement, 

l’inhibition chémogénétique des neurones Pet1-positifs du DR n’a eu aucun effet sur la locomotion 

dans l’OF (Teissier et al., 2015). Les projections sérotoninergiques du DR à l’amygdale centrale 

(CeA) ou au cortex orbito-frontal (OFC) contribueraient potentiellement à cet effet inhibiteur sur 

la locomotion (Ren et al., 2018). Dans cette étude, l’activation chémogénétique des voies 

sérotoninergiques DR-CeA et DR-OFC diminue la distance parcourue dans un OF. À l’inverse le 

Knock-Out (KO) conditionnelle de la Tph2 dans cette voie, a induit l’augmentation de l’activité 

locomotrice, mais uniquement pour la voie DR-CeA (Ren et al., 2018). Le rôle du DR dans la 

locomotion semble toutefois encore controversé alors que la stimulation optogénétique des 

neurones ePet1 du DR semble pouvoir causer une augmentation de la distance parcourue dans un 

OF (Liu et al., 2014). Les neurones 5-HT du DR régulerait aussi de manière contextuelle l’activité 

locomotrice. Dans des conditions à faible risque, l'activation de ces neurones réduirait l'activité 

locomotrice, tandis que dans des situations à haut risque, elle semble l'augmenter. Par exemple, 

lors de tests d'évitement ou d'approche dans un paradigme comportant deux compartiments, où la 

souris est soit récompensée soit soumise à un choc électrique dans l'une des chambres, l'activation 

optogénétique des neurones Sert diminue la vitesse de déplacement. Cependant, dans un contexte 

plus menaçant comme un test de suspension par la queue, la souris montre une augmentation de 

son activité locomotrice en réponse à cette activation (Seo et al., 2019). Dans un OF, l’activation 

des neurones Sert-positifs du DR induit  la réduction de la vitesse de locomotion et l’augmentation 

du temps stationnaire de la souris, alors que dans un environnement linéaire éclairé avec 

récompenses ou sur un rotarod, la locomotion est inchangée (Correia et al., 2017). 

1.2.2.2 Sérotonine et anxiété 

 Tel que mentionné précédemment, le système sérotoninergique a un rôle important dans la 

modulation de l’anxiété et constitue la première cible pour les traitements pharmacologiques pour 

les troubles anxieux. Les inhibiteurs sélectifs de la recapture de la sérotonine (SSRIs) agissent 

principalement sur le transporteur de sérotonine (SERT) qui régule la signalisation de la 5-HT en 



  35 

réintégrant la  5-HT extracellulaire dans la terminaison présynaptique (Nutt, 2005). Bien que les 

SSRIs puissent atténuer les symptômes de divers troubles anxieux sur le long terme, leur efficacité 

est encore sujette à débat. De nombreux patients ne répondent pas à ces médicaments ou éprouvent 

une intensification de leur anxiété durant les premières semaines de traitement (Ammar et al., 

2015; Harada et al., 2008). Le rôle de la sérotonine sur les comportements anxieux est complexe. 

Par exemple, des variations du gène Tph2, responsable de la production de la tryptophane 

hydroxylase 2 (TPH2), une enzyme essentielle à la biosynthèse la sérotonine (Walther et al., 2003), 

sont associées à des modifications du comportements anxieux chez les animaux (Michalikova et 

al., 2010; Russo et al., 2019; Waider et al., 2011) et à des troubles anxieux chez l'humain (Furmark 

et al., 2016; Y.-K. Kim et al., 2009; Y.-M. J. Lin et al., 2009). Par exemple, chez la souris, des 

variations génétiques dans le gène Tph2, induites par l’insertion d’une mutation spécifique ou par 

la modification d’un nucléotide (SNP), réduit la synthèse de sérotonine et augmente les 

comportements anxieux (Beaulieu et al., 2008; S. M. Berger et al., 2012). À l’inverse, les souris 

sans Tph2 (KO), induisent parfois une augmentation (Lesch et al., 2012; Mosienko et al., 2012) 

ou aucun effet (Angoa-Pérez et al., 2012) sur les comportements anxieux, suggérant la présence 

d’un mécanisme compensatoire (Mosienko et al., 2014). 

Les noyaux du raphé sont idéalement positionnés pour moduler les comportements 

anxieux, car ils envoient des projections 5-HT vers de nombreuses régions importantes du système 

limbique, y compris l’hippocampe ventral, le mPFC, la BLA, le noyau accumbens, le BNST et 

l’habénula latérale (Hale & Lowry, 2011; Muzerelle et al., 2016). Plus précisément, le raphé 

médian (MnR) contribuerait à la modulation des comportements anxieux. Des lésions 

électrolytiques et neurotoxiques du MnR engendrent une diminution des comportements anxieux 

chez les rongeurs dans les tests de l’EPM et de la boîte lumière-obscurité (T. G. Andrade & Graeff, 

2001; Konno et al., 2007). Par ailleurs, l’injection d’un agoniste au récepteur sérotoninergique 5-

HT1A dans le MnR a aussi un effet anxiolytique et augmente les comportements exploratoires des 

rats dans l’EPM (De Almeida et al., 1998). Ces résultats semblent être spécifiques au MnR, 

puisque cet effet anxiolytique ne fût pas observé dans les rats avec des lésions dans le DR (Konno 

et al., 2007). Par ailleurs, l’activation optogénétique spécifique du MnR, et non du DR, diminue le 

temps passé dans les zones ouvertes de l'EPM, suggérant une augmentation du comportement 

anxieux (Ohmura et al., 2014). Ces résultats suggèrent un rôle spécifique au MnR dans la 

régulation des comportements anxieux d'aversion. 
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1.3 Hippocampe 

 L’hippocampe (HP), situé sous les lobes temporaux médians du cerveau humain, est des 

structures les plus étudiées du cerveau. Principalement reconnu pour son rôle dans la consolidation 

de la mémoire et la navigation, l’HP est aussi une structure d’intérêt pour certaines de ses 

caractéristiques uniques telles que sa plasticité synaptique ou sa neurogénèse chez l’adulte (Per et 

al., 2006). De plus, l’HP est impliqué dans plusieurs pathologies comme l’épilepsie ou la maladie 

d’Alzheimer, ainsi que certaines troubles émotionnels reliés au stress, à l’anxiété et à la peur (Per 

et al., 2006; Richard, 2006). 

1.3.1 Anatomie de l’hippocampe 

 L’hippocampe, en association avec plusieurs structures connexes, forme un système 

fonctionnel appelé la formation hippocampique. Cette formation inclut, outre l’hippocampe, le 

gyrus dentelé, le subiculum, le présubiculum, le parasubiculum et le cortex entorhinal (David & 

Pierre, 2006). L’HP est une structure hautement conservée chez les mammifères, soulignant son 

importance évolutive (Per et al., 2006). L’HP est divisé en trois champs formant la corne d’Ammon 

(CA) : CA1, CA2 et CA3. Ces champs ont une organisation laminaire particulière, relativement 

similaire à travers l’axe dorso-ventral de l’HP (Witter, 2012). Les couches distinctes des champs, 

allant du ventricule latéral à la couche la plus profonde, sont : la stratum oriens, la stratum 

pyramidale, la stratum radiatum et la stratum lacunosum-moleculare. Entourée des couches 

plexiformes, la stratum pyramidale est la couche cellulaire principale et contient les neurones 

pyramidaux. La région CA3 contient une couche supplémentaire, soit la stratum lucidum (Figure 

3) (Reznikov, 1991; Schultz & Engelhardt, 2014).  
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Figure 3. Schéma de l’anatomie de l’hippocampe et de son organisation laminaire. 

 

Figure 3. Schéma de l’anatomie de l’hippocampe et de son organisation laminaire. CA, corne 

d’Ammon ; DG, gyrus dentelé ; CE, cortex entorhinal ; F, fimbria ; H, hile ; PrS, 

présubiculum ; PaS, parasubiculum ; S, subiculum ; stratum (str.) oriens ; SP, str. 

pyramidale ; SR, str. radiatum ; SLM, str. lacunosum-moleculare; SL, str. lucidum ; SM, 

str. molecular ; SG, str. granulosum ; SGZ, zone sous-granulaire. Modifié de (G. Li & 

Pleasure, 2014). 

1.3.2 Fonctions générales de l’hippocampe 

 La fonction générale de l’HP a longtemps été débattue dans la littérature. D’une part, l’HP 

est associé à la cognition et la mémoire déclarative, indépendamment du contenu émotionnel. 

D’autre part, l’HP est impliqué dans la régulation émotionnelle et est associé à plusieurs troubles 

affectifs. Bien que son anatomie interne semble relativement uniforme, l’hippocampe est 

désormais reconnu comme étant une structure fonctionnellement hétérogène sur son axe dorso-

ventral, caractérisée par des variations dans son expression génique et des connexions distinctes 

(Fanselow & Dong, 2010).  
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L’idée que l’hippocampe serait associé dans à la mémoire a été proposé en 1957 par l’étude 

de cas d’H.M., un patient épileptique résistant à la médication, ayant subi une résection bilatérale 

des lobes temporaux médians. Le patient H.M. a développé par la suite une amnésie antérograde, 

c’est-à-dire une incapacité à former de nouveaux souvenirs post-chirurgie (Scoville & Milner, 

1957). Des études sur des modèles animaux avec des lésions de l'HP ont confirmé son rôle central 

dans la formation de la mémoire (Logue et al., 1997; Squire, 1992; Winocur & Olds, 1978; Zola 

et al., 2000). L’HP a la capacité de former des souvenirs contextuels qui requiert une exploratoire 

et une intégration cognitive, indépendamment du contexte émotionnel ou motivationnel 

(Eichenbaum, 1997, 2000; Fanselow, 1986, 1990). Dans le modèle classique de la mémoire, l'HP 

est un lieu de création des souvenirs, qui sont ensuite transférés au cortex pendant le sommeil lent 

pour une intégration à long terme (Nadel & Moscovitch, 1997; Siapas & Wilson, 1998; Sirota et 

al., 2003; Squire & Zola-Morgan, 1991). 

Parallèlement, l'HP est impliqué dans les comportements émotionnels. James W. Papez, a 

proposé une hypothèse neuroanatomique influente, suggérant pour la première fois que 

l’hippocampe est une structure d’un circuit cérébral constituant la base anatomique des émotions 

(Papez, 1937). Une étude a rapidement supporté cette hypothèse en montrant que l'ablation du lobe 

temporal chez les singes entraînait des changements émotionnels significatifs incluant la perte de 

la peur (Klüver & Bucy, 1937). Le système septo-hippocampique a initialement été proposé 

comme étant le complexe régulateur de la peur et l'anxiété (Gray, 1982; Gray & McNaughton, 

2003), mais cette théorie a été révisée pour inclure l'amygdale et d'autres structures cérébrales, en 

raison de leur rôle établi dans la modulation de la peur et de l'anxiété (McNaughton & Corr, 2004). 

L'implication de l'hippocampe dans l'anxiété était soutenue par les effets similaires des 

médicaments anxiolytiques et des lésions hippocampiques dans certaines tâches de mémoire (Gray 

& McNaughton, 2003; McNaughton & Morris, 1987, 1992). Chez l'humain, des anomalies de l'HP, 

telles que la réduction de volume et l'altération de la connectivité, sont liées à divers troubles 

psychologiques, y compris les troubles bipolaires (Frey et al., 2007), la dépression (Frodl et al., 

2002, 2010) et certains troubles anxieux (Bossini et al., 2008; H. Cui et al., 2016; Kolesar et al., 

2019; Smith, 2005). L'HP semble également impliqué dans la régulation par rétroaction négative 

de l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien, le système principal contrôlant la réponse 

hormonale au stress (Dedovic et al., 2009; Jacobson & Sapolsky, 1991) 
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1.3.3 Division dorso-ventrale de l’hippocampe 

 Moser et Moser, dans une revue de la littérature en 1998, ont proposé que l’hippocampe ne 

fonctionne pas comme une entité uniforme, mais que ses parties dorsale (HPd, HP postérieur chez 

l’humain) et ventrale (HPv, HP antérieur chez l’humain) assument des rôles distincts (M.-B. Moser 

& Moser, 1998). Ils ont appuyé leur théorie sur trois ensembles de données. Premièrement, les 

connexions afférentes et efférentes de l’HPd et l’HPv sont distinctes (Andersen et al., 1971; 

Swanson & Cowan, 1977). Deuxièmement, l'HPd est essentiel pour la mémoire spatiale, 

contrairement à l'HPv (Hughes, 1965; M. B. Moser et al., 1995a; Sinnamon et al., 1978). 

Troisièmement, les réponses hormonales au stress et les comportements émotionnels dépendent 

de l’HPv, mais pas de l’HPd (Henke, 1990; Herman et al., 1998).  

1.3.3.1 Hippocampe dorsal 

 Les connexions positionnent de l’HPd au cœur d'un réseau cérébral essentiel pour la 

mémoire et la navigation. Ses afférences proviennent majoritairement du cortex entorhinal qui 

intègre et relaie les informations multisensorielles des aires associatives et du néocortex (Burwell, 

2000; Dolorfo & Amaral, 1998; Insausti et al., 1997; Lavenex & Amaral, 2000). L’HPd envoient 

des efférences au noyau antérieur du thalamus, au noyau mamillaire médian et au septum latéral 

(Ishizuka, 2001; Swanson & Cowan, 1975), des régions impliquées dans l’orientation et la 

navigation (Taube, 2007). L’HPd envoie aussi des projections à des aires corticales liées au 

traitement visuel et à la mémoire, comme le cortex rétrosplénial et le cortex antérieur cingulaire 

(Cenquizca & Swanson, 2007; Vogt & Miller, 1983).  

L'HPd a un rôle majeur dans la mémoire et l’apprentissage spatiale. Des lésions de l'HPd, 

mais pas de l'HPv, entraînent des déficits de mémoire et d’apprentissage spatial dans des tâches 

comme le labyrinthe de Morris (E. Moser et al., 1993; M. B. Moser et al., 1995b) et le labyrinthe 

à bras radial (Pothuizen et al., 2004). Ces résultats ont été répliquées dans de nombreuses études 

d’apprentissage et de mémoire spatiale (Bannerman et al., 1999, 2002; Zhang et al., 2004). Par 

ailleurs, les cellules de lieu sont présente en plus grande densité et ont plus de précision spatiale 

dans l’HPd, que HPv (Jung et al., 1994). Ces cellules de lieu encodent la position spatiale de 

l'animal et contribuent à la création d'une carte cognitive de l'environnement lors de la navigation 

(O’Keefe & Dostrovsky, 1971). Chez les humains, des études chez des étudiants en santé ont 
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montré une corrélation entre la taille et la quantité de matière grise de leur HP postérieur (analogue 

à l’HPd) et leur performance dans des tâches d’apprentissage spatial (Schinazi et al., 2013; Sherrill 

et al., 2018).  

1.3.3.2 Hippocampe ventral 

 L'HPv est étroitement lié au système limbique, partageant des connexions réciproques avec 

l'amygdale (Cenquizca & Swanson, 2007; Kishi et al., 2006; Petrovich et al., 2001; Pitkänen et al., 

2000).  Les régions prélimbique et infralimbique du mPFC reçoivent des afférences importantes 

de l’HPv et revoient des connexions indirectes via le thalamus (Hoover & Vertes, 2007; Jay et al., 

1989; Thierry et al., 2000; Vertes, 2006). L’HPv envoient aussi des afférences à plusieurs autres 

structures du système limbique comme le bulbe olfactif (Cenquizca & Swanson, 2007), le noyau 

accumbens (Kelley & Domesick, 1982), l’hypothalamus (Kishi et al., 2000) et le BNST (Canteras 

& Swanson, 1992). 

L’HPv serait, quant à lui, davantage impliqué dans les comportements de peur et d’anxiété, 

les réponses au stress, ainsi que les comportements sociaux. Des lésions à l’HPv, et non dorsal, 

ont montré un effet anxiolytique dans différents paradigmes d’approche-évitement (EPM, SA, OF, 

labyrinthe en forme de T), d’interactions sociales, d’hyponéophagie, d’exploration 

lumière/obscurité (« light-dark box ») (Bannerman et al., 2003; Kjelstrup et al., 2002; McHugh et 

al., 2004; Trivedi & Coover, 2004; Weeden et al., 2015). Par ailleurs, les souris avec des lésions à 

l’HPv présentent des signes de stress diminués dans un espace illuminé comme une baisse de 

défécations et de sécrétion de corticostérone, une hormone relié au stress (Kjelstrup et al., 2002). 

La région CA1 de l’HPv contient aussi des cellules qui s’activent préférentiellement dans les bras 

ouverts, plus aversifs, de l’EPM (Jimenez et al., 2018). Chez les patients atteints de troubles 

anxieux, la taille de l’hippocampe antérieur (analogue de l'HPv) est réduite (Badarnee et al., 2023). 

L’HPv serait aussi impliqué dans le conditionnement à la peur. Dans ces tests, les rongeurs sont 

placés dans un environnement où ils recevront des chocs électriques pairés à un son. Après un 

certain délai, le rongeur est remis dans le contexte et sera réexposé au son. Le temps passé à être 

figé lorsqu’il est de retour dans le contexte et suite à la réexposition du son seront mesurés (Bouton 

& Bolles, 1980). Suite à une lésion dans l’HPv, les souris ont un comportement de gel réduit suite 

à la réexposition au contexte et/ou au son (Czerniawski et al., 2009; Maren & Holt, 2004; 
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Richmond et al., 1999; Rodgers & Cole, 1993; Trivedi & Coover, 2004; Yoon & Otto, 2007). 

L'HPv est également impliqué dans les réponses défensives face à des prédateurs ou à leurs odeurs 

(Pentkowski et al., 2006). Ainsi, l'HPv est essentiel à la modulation des comportements de peur et 

d’anxiété. 

1.3.4 Sérotonine et hippocampe ventral 

 La sérotonine influence fortement les fonctions émotionnelles de l’HPv. Une augmentation 

de 5-HT dans l’HPv est observée chez les rongeurs en réponses à des interactions sociales 

(Cadogan et al., 1994) ou à divers stimuli aversifs ou anxiogènes, tels que l’EPM (Rex et al., 2005; 

Voigt et al., 1999; Wright et al., 1992) et des chocs électriques (Hajós-Korcsok et al., 2003).  Par 

ailleurs, les comportements anxieux chez les rongeurs sont corrélés à des changements 

présynaptique et postsynaptique dans l’hippocampe, tels que la diminution de ARNm des 

récepteurs 5-HT1A et une augmentation de l’expression ou du nombre de sites de liaison SERT 

(Keck et al., 2005; Paré & Tejani-Butt, 1996). Chez les rongeurs, la majorité des types de 

récepteurs 5-HT sont exprimés dans l’HPv (Berumen et al., 2012). Les récepteurs postsynaptiques 

5-HT1A et 5-HT2C semblent jouer un rôle important dans la modulation des comportements anxieux 

associés à l’HPv. Un effet anxiolytique est observé suite à l’administration d’un antagoniste 5-

HT1A (Nunes-de-Souza et al., 2002), tandis que l’administration d’un agoniste 5-HT2C induit un 

effet anxiogène (S. H. Alves et al., 2004), ces effets étant spécifiques à l’HPv.  

 Les afférences sérotoninergiques de l’HPv proviennent majoritairement du MnR et un peu 

du DR (Muzerelle et al., 2016). Par ailleurs, comme mentionné plus tôt, l’activation spécifique du 

MnR, mais pas du DR, est anxiogène et augmente la relâche de 5-HT dans l’HPv (Ohmura et al., 

2014). L’activation optogénétique des terminaisons sérotoninergiques dans l’HPv diminue le 

temps passé dans les bras ouverts d’un EPM (Ohmura et al., 2020). Ces résultats suggèrent que les 

projections 5-HT du MnR à l’HPv modulerait les comportements d’évitement chez les rongeurs.  

1.3.5 Rôle du rythme thêta dans l’HPv 

 La réalisation de tâches cognitives complexes par le cerveau implique la coordination 

synchronisée de nombreux neurones répartis dans diverses régions cérébrales. Les oscillations 

cérébrales offrent un mécanisme essentiel pour cette coordination, en synchronisant l'activité de 
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groupes de neurones liés. Parmi ces rythmes, le rythme thêta, caractérisé par des oscillations 

sinusoïdale entre environ 4 et 12 Hz, est notamment présent pendant la locomotion, le sommeil 

paradoxal et les comportements anxieux (Colgin, 2013, 2016). Le rythme thêta faciliterait la 

coordination et la communication entre plusieurs régions du système limbique comme l’amygdale, 

le mPFC et l’HPv, régulant ainsi les comportements anxieux (Adhikari, 2014). 

 Dans l’hippocampe, toutes les classes d’anxiolytiques, peu importe leur cible ou leur 

mécanisme, réduisent la fréquence du rythme thêta. À l’inverse, les médicaments non 

anxiolytiques, tels que les sédatifs ou les antipsychotiques n’ont aucun effet sur le rythme thêta 

(McNaughton et al., 2007). L'effet d'un médicament sur la fréquence du rythme thêta peut aussi 

servir d'indicateur du potentiel anxiolytique du traitement (Yeung et al., 2012, 2013). En outre, les 

propriétés du rythme thêta dans l’HPv sont modulées lors de comportements anxieux.  Par 

exemple, la puissance du rythme thêta augmente dans un environnement anxiogène comme un 

EPM ou un labyrinthe ouvert. Cet effet n’est pas reproduit dans un environnement familier 

(Adhikari et al., 2010).  

1.3.5.1 Couplage de l’HPv, le mPFC et la BLA 

Lors de tests d'anxiété, comme l'EPM et l'OF, la puissance du rythme thêta dans le mPFC 

est augmentée et est corrélée au niveau d’anxiété des souris. Le rythme thêta du mPFC est aussi 

plus fortement synchronisé avec les oscillations de l’HPv dans ces labyrinthes aversifs, 

comparativement à un environnement familier (Adhikari et al., 2010). L'inhibition des projections 

de l'HPv vers le mPFC réduit les comportements anxieux et la synchronie du rythme thêta dans un 

environnement anxiogène (Padilla-Coreano et al., 2016). La perturbation du rythme thêta de 

l’HPv, et non l’HPd, par blocage pharmacologique des jonctions lacunaires diminue les 

comportements anxieux dans des environnements aversifs. Par ailleurs, la désynchronisation de la 

cohérence entre le mPFC et l’HPv par l’administration unilatérale de bloqueurs de jonctions 

lacunaires dans le vHP et le mPFC controlatéral réduit l'activité thêta dans ces deux régions, ainsi 

que les comportements anxieux (Schoenfeld et al., 2014). Inversement, l'activation des projections 

de l'HPv vers le mPFC à une fréquence de 8 Hz spécifiquement, entraîne une synchronisation 

accrue du rythme thêta qui est corrélée à une augmentation des comportements d’évitement 

(Padilla-Coreano et al., 2019). Chez les souris knock-out pour le récepteur 5-HT1A, modèle 
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génétique d'anxiété, la cohérence thêta entre l’HPv et le mPFC est plus grande (Adhikari et al., 

2010). Dans le mPFC, certains neurones encodent spécifiquement les bras ouverts ou fermés de 

l’EPM. Ces neurones spécifiques à la tâche ont une synchronisation accrue avec le rythme thêta 

provenant de l’HPv, suggérant que l’HPv facilite la représentation des éléments d’un 

environnement aversif dans le mPFC (Adhikari et al., 2011). La synchronisation entre 

l'hippocampe et l'amygdale pourrait aussi influencer les comportements anxieux. Suite à un 

conditionnement de peur, la corrélation de l'activité thêta entre la BLA et l’HPv augmente, 

principalement lors de la réexposition au signal sonore et lors des comportements de gel 

(Seidenbecher et al., 2003). Pendant l’extinction de ce conditionnement, les périodes de gel 

spontané sont associées à la synchronisation des rythmes thêta entre le mPFC, l’HPv et la BLA 

(Lesting et al., 2013). Ainsi, l’HPv semble être importante pour la transmission de signaux 

anxiogènes au mPFC et BLA et la connectivité des projections de l’HPv au mPFC et à la BLA est 

impliquée dans la modulation des comportements d’anxiété. 

À l’inverse, les rythmes thêta du mPFC semblent envoyer un signal de sécurité à la BLA. 

La synchronisation accrue entre les rythmes thêta de la BLA et du mPFC, entraînée par le mPFC, 

est observée lorsque l’animal est dans une zone sécuritaire et cette cohérence est corrélée à une 

augmentation des comportements d’aversion (Likhtik et al., 2014). Par ailleurs, la direction et la 

cohérence du rythme thêta entre l’HPv, le mPFC et la BLA varie selon l’interprétation du contexte. 

Par exemple, suite à une extinction réussie de l'apprentissage de peur, les décharges du mPFC 

précèdent les oscillations de l’HPv et de la BLA, suggérant que le mPFC dirige désormais le 

rythme thêta (Lesting et al., 2013). Inversement, lors de la période d’extinction, des pulses de 

stimulation à la fréquence du rythme thêta ont été appliqués à l’HPv et la BLA dans le but de 

reproduire le couplage HPv-BLA lors du conditionnement et empêcher l’activité du mPFC de 

précéder leurs oscillations. Ces stimulations ont augmenté les comportements de gel et altéré le 

processus d’extinction de l’apprentissage (Lesting et al., 2011). Ainsi, le rythme thêta au sein du 

circuit vHP-mPFC-BLA est impliqué dans la régulation des comportements anxieux et contribue 

à l’intégration des signaux de menace ou de sécurité dans notre environnement. 



  44 

1.4 Différences mâles et femelles 

 Plusieurs phénomènes neurobiologiques sont influencés par le sexe. Dans le cadre de la 

recherche, tenir compte du sexe en tant que variable biologique est essentiel pour mieux 

comprendre le cerveau sain et malade. Malheureusement, la prédominance du sexe masculin a 

caractérisé la recherche en neurosciences fondamentale et clinique pendant des décennies, excluant 

les femmes et les femelles (Beery & Zucker, 2011; A. M. Kim et al., 2010; Woodruff, 2014; Zucker 

& Beery, 2010). Pourtant, identifier les similitudes et les différences entre les sexes permettra une 

meilleure réplication et généralisation des résultats obtenus en recherche. 

 En outre, le sexe représente un facteur de risque significatif pour la majorité des maladies 

neuropsychiatriques et neurologiques en influençant leur prévalence, la sévérité des symptômes, 

la progression de la maladie, ainsi que les réponses aux traitements (Figure 4) (Lee, 2018; 

McCarthy, 2016). Par exemple, la prévalence des troubles affectifs comme la dépression, le trouble 

de stress-post-traumatique et les troubles anxieux est jusqu’à deux fois plus importante chez les 

femmes que chez les hommes (Altemus, 2006; Breslau, 2009; Kilpatrick et al., 2003).  

 

Figure 4. Représentation des différents biais sexuels dans plusieurs maladies neuropsychiatriques ou neurologiques. 
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Figure 4. Représentation des différents biais sexuels dans plusieurs maladies neuropsychiatriques 

ou neurologiques. Ce schéma illustre seulement quelques-unes des maladies qui présentent 

des disparités de fréquence entre les hommes et les femmes. La taille de la section d’une 

maladie indique le biais relatif de la prévalence chez les femmes (à gauche) ou chez les 

hommes (à droite). ADHD, trouble déficitaire de l’attention avec hyperactivité; PTSD, 

trouble de stress post-traumatique. Modifiée de (McCarthy, 2016). 

1.4.1 Hormones sexuelles 

 Les hormones sexuelles exercent des effets pléiotropiques variés sur le cerveau et 

entraînent des différences entre les sexes au niveau cellulaire, structurel, fonctionnel et cognitif. 

Les hormones masculines, présentes en plus grande concentration chez les hommes, sont les 

androgènes, surtout la testostérone, alors que les hormones féminines sont les estrogènes et la 

progestérone (Delchev et al., 2017). De la puberté à la ménopause, les niveaux d’hormones 

ovariennes varient selon le cycle menstruel chez la femme et le cycle œstral chez les souris 

femelles (Figure 5). Ces fluctuations hormonales influenceraient la morphologie, la structure, les 

fonctions et la neurochimie du cerveau, et seraient un facteur de risque potentiel pour certains 

troubles affectifs tels que la dépression et les troubles anxieux (Kundakovic & Rocks, 2022).  

Les différences de résultats dues aux cycles ovariens constituent une des raisons pour 

lesquelles les femmes et les animaux femelles ont été traditionnellement écartées des études 

scientifiques. Ceci est dû à la complexité accrue dans l'interprétation des résultats ou au besoin 

d'un plus grand nombre de sujets femelles pour obtenir des données fiables (Wald & Wu, 2010). 

Cependant, malgré le fait que les hommes et les animaux mâles possèdent aussi des hormones 

agissant en tant que neuromodulateurs, cela ne suscite pas les mêmes préoccupations quant à la 

validité des résultats (Shansky, 2019). La variabilité circadienne de la température corporelle et de 

la locomotion des souris mâles est plus marquée que celle des femelles (Smarr et al., 2017). En 

outre, des méta-analyses d’études en neurosciences sur les rongeurs ont révélé que, même sans 

tenir compte du cycle œstral chez les femelles, les fluctuations de diverses mesures telles que les 

paramètres physiologiques, hormonaux ou comportementaux variaient autant chez les mâles que 

chez les femelles. Dans certains cas, ces variations étaient même plus prononcées chez les mâles 

(Becker et al., 2016; Kaluve et al., 2022; Prendergast et al., 2014). Par exemple, la situation 
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d’hébergement, en groupe ou seuls, des souris mâles et femelles, est un facteur entraînant de la 

variabilité, avec une spécificité chez les mâles en groupe qui forment une hiérarchie de dominance. 

Cette hiérarchie affecte les niveaux de testostérone, qui sont cinq fois plus élevés chez les mâles 

dominants comparés aux subordonnés, ce qui pourrait expliquer la variabilité des données chez les 

mâles (Machida et al., 1981). En somme, les hormones sexuelles, tant féminines que masculines, 

constituent des facteurs essentiels et influents dans la compréhension et l'explication des diverses 

différences entre les sexes. 

 
Figure 5. Variation des hormones ovariennes lors du cycle menstruel de la femme et le cycle œstral de la souris femelle. 

Figure 5. Variation des hormones ovariennes lors du cycle menstruel de la femme et le cycle 

œstral de la souris femelle. Le cycle menstruel est composé de deux phases : folliculaire et 

lutéale. Le cycle œstral possède 4 phases : Pro, proestrus; Est, estrus; Met, métoestrus et 

Die, diestrus. Modifié de (Kundakovic & Rocks, 2022). 

1.4.2 Dimorphisme sexuel en anxiété 

 Tel que mentionné précédemment, les troubles anxieux sont plus fréquents chez les femmes 

que chez les hommes (Craske & Stein, 2016; Kessler et al., 2005, 2010). Bien que les différences 

entre les sexes dans les troubles anxieux puissent être attribuées à divers facteurs psychosociaux, 

culturels ou socio-économiques (Bekker & van Mens-Verhulst, 2007), plusieurs facteurs 

biologiques sont aussi impliqués. Par exemple, les différences entre les sexes pourraient être 

influencées par les fluctuations hormonales, tels que les hormones sexuelles. Par exemple, des 
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femmes souffrant de troubles anxieux ont tendance à avoir une amplification de leurs symptômes 

pendant la phase prémenstruelle de leur cycle (Sigmon et al., 2004; Van Veen et al., 2009). Lors 

d’une tâche de stress, les femmes ayant des niveaux estradiol, une forme d’œstrogène, plus élevés 

ont mieux performé en montrant moins de détresse que les femmes ayant des niveaux plus faibles 

d’estradiol (Albert et al., 2015). Chez les rongeurs, une baisse des niveaux d’œstrogène pendant la 

phase diestrus de leur cycle est associé à une diminution des comportements d’anxiété (Jaric et al., 

2019; Mora et al., 1996).  

La corticostérone et l’hormone adrénocorticotrophique (ACTH), sont des hormones de 

stress, qui pourraient aussi être impliquée dans le dimorphisme sexuel observé dans les troubles 

anxieux. Par exemple, chez les rongeurs, les femelles semblent avoir une concentration basale de 

corticostérone plus élevée que chez les mâles (Luo et al., 2013). Suite à des paradigmes d’anxiété 

ou de stress, les femelles ont aussi des augmentations plus importantes des taux d'ACTH et de 

corticostérone que les mâles (Duchesne et al., 2009; Wilson et al., 2004). Les comportements 

anxieux chez les mâles seraient plutôt médiés par des hormones peptidiques comme l’arginine 

vasopressine ou l’ocytocine (Bredewold et al., 2014; K. Li et al., 2016). Par conséquent, les 

hormones semblent sous-tendre les différences entre les sexes dans les comportements anxieux. 

1.4.2.1 Raphé 

Les hormones sexuelles féminine sont impliquées dans la modulation du système 

sérotoninergique, en influençant notamment la synthèse, la libération et la recapture de la 5-HT(T. 

G. C. S. Andrade et al., 2005). Les récepteurs pour l’œstrogène (alpha et béta) ainsi que le récepteur 

de la progestérone sont présents dans différentes sous-divisions du raphé (S. E. Alves et al., 1998, 

2000; Leranth et al., 1999; Nomura et al., 2005; P. Shughrue et al., 1997; P. J. Shughrue et al., 

1999). En outre, l’administration d’œstrogène réduirait les comportements anxieux en activant les 

récepteurs 5-HT1A dans le raphé médian chez des rats femelles (T. G. C. S. Andrade et al., 2005, 

2009). Ces rats auraient d’ailleurs moins de comportements de gel suite à un conditionnement à la 

peur suite à l’administration d’estradiol dans le MnR, cet effet est inversé par l’ajout d’un agoniste 

aux récepteurs 5-HT1A (T. G. C. S. de Andrade et al., 2017; T. G. C. S. Andrade et al., 2009). Ce 

dimorphisme sexuel dans le MnR pourrait expliquer les différences observées dans le 

comportement anxieux. 
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1.4.2.2 Hippocampe 

 L’hippocampe est aussi une région qui présente un dimorphisme sexuel dans la modulation 

des comportements anxieux. L’hippocampe, ainsi que l’amygdale et le PFC, sont des régions qui 

contiennent une forte concentration de récepteurs pour l’œstrogène, la progestérone et les 

androgènes (J. Cui et al., 2013; Guerra-Araiza et al., 2002; Simerly et al., 1990). Des études ont 

montré que dans l’hippocampe, des aspects cruciaux tels que la densité dendritique, la plasticité 

synaptique et la neurogénèse dans le gyrus dentelé sont sensibles aux fluctuations d’œstrogène 

liées au cycle œstral (Jaric et al., 2019; Koss & Frick, 2017; Tanapat et al., 1999; Warren et al., 

1995; Woolley et al., 1990; Woolley & McEwen, 1992). Chez les rongeurs exposés à un stress 

chronique, la complexité dendritique et la densité dendritique est aussi réduite dans l’hippocampe 

(Duman & Duman, 2015). Parallèlement, chez les femmes, le volume de l’hippocampe fluctue au 

cours des différentes phases du cycle menstruel (Lisofsky et al., 2015), et la connectivité 

fonctionnelle avec entre l’HP et le PFC est également affectée (Arélin et al., 2015). Chez les 

rongeurs, la synchronie du rythme thêta entre le mPFC et l’HPv varie selon le sexe, avec une 

synchronie plus élevée chez les mâles. Cette synchronie est aussi modulée par les différentes 

phases du cycle œstral de la femelle (Schoepfer et al., 2020). En outre, l’administration d’estradiol 

dans le MnR altère l’innervation dans l’hippocampe (Prange-Kiel et al., 2004) et l’expression des 

gènes sérotoninergiques dans l’HPv fluctue en fonction du cycle œstral (Jaric et al., 2019).  Ces 

découvertes suggèrent que l’hippocampe, potentiellement influencé par ses afférences 

sérotoninergiques, pourrait être impliqué dans les différences sexuelles observées dans les 

comportements anxieux.  
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2  Objectifs et hypothèses 

Cette vaste littérature suggère que les neurones sérotoninergiques du raphé projetant à 

l’HPv pourraient sous-tendre les différences sexuelles observées dans les comportements anxieux. 

Par ailleurs, des résultats préliminaires obtenus par notre laboratoire montrent que l’activation 

optogénétique des neurones 5-HT du raphé qui projettent à l’HPv influence le niveau d’anxiété 

des souris femelles, mais pas des mâles. En se basant sur ces résultats, l’objectif de mon projet de 

recherche est la réplication de ces résultats, en particulier l'effet de l'activation de la projection 

sérotoninergique raphé-HPv sur les comportements anxieux chez les femelles, tout en identifiant 

les causes sous-possibles de ce dimorphisme sexuel. À cette fin, j’analyserai l’expression du 

marqueur d’activation c-Fos après un test d’anxiété, avec ou sans activation optogénétique de la 

voie 5-HT raphé-HPv.  

Notre hypothèse est qu’il existe une différence mâle-femelle dans l’excitabilité des 

neurones 5-HT projetant à l’HPv, avec une sollicitation plus importante des neurones 5-HT du 

raphé chez les femelles. Les résultats de cette étude fourniront une compréhension plus 

approfondie de l'expression de c-fos dans les neurones 5-HT projetant vers l'HPv sous conditions 

basales chez les mâles et les femelles, et permettront de mettre en lumière les différences de 

l’expression de c-fos suite à une activation optogénétique des neurones 5-HT raphé-HPv en 

fonction du sexe. 
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3 Matériel et méthodes 

3.1 Modèle animal 

Toutes les procédures effectuées ont été préalablement approuvées par le Comité 

Institutionnel de Bonnes Pratiques Animales en Recherche (CIBPAR) du Centre de Recherche du 

CHU de Sainte-Justine, selon les normes du Conseil Canadien de Protection des Animaux. Les 

souris utilisées provenaient de la lignée B6.FVB(Cg)-Tg(Slc6a4-cre)ET33Gsat/Mmucd (MMRC, 

#031028-UCD ; fond génétique C57BL/6J), qui est communément appelée la lignée Sert-CRE. 

Les souris transgéniques Sert-CRE sont issues de l’insertion sélective de la CRE-recombinase via 

un BAC (Bacterial Artificial Chromosome) sous le promoteur du transporteur de sérotonine SERT 

(gène Slc6a4) (Gong et al., 2007). Pour le maintien d’une expression hémizygote dans la lignée, 

les souris Sert-CRE ont été croisées avec des souris contrôles de souche C57BL/6J (Jackson 

Laboratory, #000664). Le génotypage des souris fut vérifié grâce à une PCR (Polymerase Chain 

Reaction) et les souris qui ne possédaient pas le transgène ont été utilisées comme partenaire de 

cage. Les souris mâles et femelles étaient âgées entre 60 à 90 jours au début des expérimentations 

et étaient hébergées dans des cages de 2 à 3 souris. Les souris ont eu un accès ad libitum à de l’eau 

et de la nourriture. La salle d’hébergement suivait un cycle lumière/obscurité de 12h :12h 

(7h30 :19h30) et était régulée à une température de 24 ºC. 

3.2 Injections virales 

Les souris ont été anesthésiées en administrant par voie respiratoire de l’oxygène à une 

vitesse de 2L/min et de l’isoflurane à 5% (CDMV). L’anesthésie a ensuite été maintenue en gardant 

le niveau d’isoflurane à 1-1,5%. Les souris ont été placées sur un appareil stéréotaxique à affichage 

numérique (Kopf) avant d’être analgésiées par injection sous-cutanée de 0,1-0,15 ml de carprofène 

(Rimadyl ; CDMV). La température corporelle des souris est maintenue de manière constante à 

37ºC grâce à un block chauffant (Stoelting). Une incision a été effectuée sur leur tête, puis des 

trous dans le crâne ont été faits aux coordonnées d’injections (voir détails plus loin) grâce à une 

perceuse (Stoelting).  

Les souris ont reçu des injections intra-cérébrales d’un vecteur viral (AAV) rétrograde 

dépendant de l’enzyme CRE-recombinase, soit l’AAV2/9-EF1a-DIO-hChR2(E123T/T159C)-
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eYFP (2.8x1013 GC/mL ; Addgene, #35509-AAV9). Les injections ont été faites bilatéralement 

dans l’HPv pour avoir une expression spécifique de l’opsine hChR2E123T/T159C (ChETA) (Berndt et 

al., 2011), une opsine excitatrice qui réagit à la lumière bleue (450 nm), dans les neurones 

sérotoninergiques qui projettent à l’HPv.  

Le groupe de souris témoins a reçu des injections aux mêmes sites (voir les détails plus 

loin), mais le vecteur viral n’incluait pas l’opsine. La construction de l’AAV pour le groupe 

contrôle était simplement : AA2/9-EF1a-DIO-eYFP (2.2x1013 GC/mL; Addgene, #27056-AAV9). 

L’expression du virus contrôle est tout de même CRE-dépendante et les neurones transfectés vont 

exprimer la protéine fluorescente eYFP.  

Toutes les souris ont reçu deux injections bilatérales dans les HPv aux coordonnées 

suivantes : -3,52 antéro-postérieur (AP), +/-3,25 médio-latéral (ML) et -4,17; -3,47 dorso-ventral 

(DV) par rapport à Bregma (mm) (Paxinos & Franklin, 2012). Pour ce faire, une pipette de micro-

injection (Nanoject III, Drummond Scientific) est chargée d’un capillaire en verre étiré (grâce au 

Flaming/Brown Micropipette puller, model P-1000) rempli d’huile minérale. La quantité 

nécessaire de virus est alors chargée dans le capillaire et la micropipette est descendue aux 

coordonnées d’injection. Le virus a été injecté à un débit de 1 nL/s. À chaque site d’injection, 400 

nL de virus a été injecté pour un total de 1600 nL par souris. À la fin de la chirurgie, une seconde 

dose de 1-1,5 mL de carprofène a été donnée aux souris. Les souris sont monitorées pendant au 

moins 3 jours post-chirurgie. Une période d’attente de 5 semaines a été allouée avant le début des 

tests comportementaux pour permettre une bonne expression virale dans les neurones transfectés 

(Mattis et al., 2012). 

3.3 Préparation et implantations des fibres optiques 

Des implants de fibre optiques personnalisés ont été fabriqués en utilisant des segments de 

fibre optique de 250 µm de diamètre (Thorlabs, #FG200UEA). Ces segments sont dénudés de leur 

revêtement et coupés à une longueur de 12-13 mm, avant d’être insérés dans une ferrule de 

céramique noire (Neurophotometrics) pour éviter les pertes lumineuses. Finalement, l’efficacité 

de chaque implant a été testée et toutes les fibres optiques ayant une perte lumineuse supérieure à 

30% ont été automatiquement retirées. 
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Les implantations ont lieu 3 semaines après les injections virales. Les souris ont été 

anesthésiées et analgésiées en suivant le même protocole que pour les chirurgies d’injections, et le 

même équipement chirurgical a été utilisé. Une fois la peau coupée, le crâne fut rayé pour permettre 

une meilleure adhésion de l’implant et fut nettoyé à l’éthanol 100% (VWR). Pour permettre 

l’installation de micro-vis d’ancrage (1/16 pouce de diamètre ; Antrine Miniature Screws) qui aide 

au support et à la stabilité de l’implant, des petits trous ont été effectués aux coordonnées 

d’implantations des vis (voir Tableau 1) grâce à la perceuse. Une craniotomie supplémentaire un 

peu plus large (jusqu’à environ -4,15 AP, -0,75 ML) a été effectué aux coordonnées de la fibre 

optique (voir Tableau 1) pour permettre sa descente en angle. Une fois les vis et la fibre optique 

placées, l’implant est fixé au crâne grâce à du ciment de scellement dentaire (C&B-Metabond ; 

Patterson Dental) et est stabilisé avec de l’acrylique rose et noire (Patterson Dental). Avant leur 

réveil, les souris ont reçu leur seconde dose de carprofène ainsi qu’une injection sous-cutanée de 

saline (Chlorure de sodium 0,9%; ICU Medical Canada) pour les réhydrater. Leur récupération a 

ensuite été monitorée une période minimale de 72h pour éviter les inconforts et les complications 

post-chirurgies. 

 Distance AP de 

Bregma (mm) 

Distance ML de 

Bregma (mm) 

Distance DV de 

Bregma (mm) 

Angle (º) sur 

l’axe ML 

Fibre optique -4,35 -0,55 -3,23 7 

Vis #1 +1,5 +1,5 N/A 0 

Vis #2 -1,0 -3,15 N/A 0 

Vis #3 -5,15 +1,5 N/A 0 

Tableau 2. Coordonnées d’implantations des vis et de la fibre optique 

3.4 Tests comportementaux 

 Toutes les souris ont eu une période de récupération post-implantation de deux semaines 

avant de commencer leur période d’habituation pour les tests comportementaux. Les souris se sont 

fait manipuler environ 10 minutes pendant 5 jours afin de minimiser le stress relié à 

l’expérimentateur, la salle de comportement ou le branchement de la fibre optique le jour de 

l’expérience. Les souris ont ensuite passé à travers trois différents paradigmes comportementaux 

dans l’ordre suivant : Open Field (OF), Elevated Plus Maze (EPM) et Successive Alley (SA). Un 

intervalle de 48h a été accordé entre chaque test. Il est important de noter qu’environ la moitié des 
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souris présentées dans la section Résultats ont été manipulées par un autre expérimentateur du sexe 

opposé (Félix Perreault) en suivant exactement le même protocole. 

Le protocole fût le même pour les trois paradigmes. Au moins une heure avant le début des 

tests, les souris sont amenées dans une salle d’expérimentation isolée du bruit et des variations 

lumineuses. Les expérimentations se sont déroulées exclusivement entre 9h et 13h pour limiter 

l’influence du cycle circadien. Les arènes sont nettoyées avec de l’alcool 70% (VWR) entre chaque 

souris pour éliminer les traces olfactives laissées par les souris précédentes (Hershey et al., 2018; 

Himanshu et al., 2020; Kraeuter et al., 2019). Par la suite, la fibre optique de la souris est branchée 

et la souris est isolée dans une cage d’attente 5 minutes avant le début du test comportemental. 

Tous les tests sont réalisés sur une durée de 12 minutes séparée en trois périodes alternées de 4 

minutes (« OFF-ON-OFF ») : pas de stimulation laser (période de pré-stimulation), stimulation 

laser (stimulation) et pas de stimulation laser (post-stimulation). Lors de la période de stimulation, 

l’intensité du laser a été réglée à 12-15 mW au bout de l’implant. Le laser (Doric) était de 450 nm 

et envoyait des pulses carrés de 10 ms à une fréquence de 20 Hz (10 ms ON, 40 ms OFF) (Garcia-

Garcia et al., 2018; Zhao et al., 2011).  

3.4.1 Open Field 

L’Open Field (OF) est un test comportemental utilisé principalement pour évaluer l’activité 

locomotrice des souris. L’OF est une arène circulaire de 39 cm de diamètre avec une paroi de 30 

cm de hauteur où les souris se promènent librement. Le jour du test, l’intensité lumineuse a été 

mesurée au centre du module pour être réglée à 70±5 lux partout dans l’arène. Les souris sont 

individuellement déposées au centre de l’arène en faisant face au même mur de la salle de 

comportement (gauche). L’activité locomotrice a été évaluée en mesurant la distance parcourue, 

la vitesse de locomotion, le nombre d’épisodes de course, l’accélération, ainsi que les périodes 

d’immobilité pour chaque période de stimulation (Pré-Stim-Post). 

3.4.2 Elevated Plus Maze 

Le labyrinthe de croix surélevée (à 80 cm du sol) (EPM) est un paradigme communément 

utilisé dans la littérature pour évaluer le niveau d’anxiété chez les souris (Lister, 1987; Pellow & 

File, 1986). L’EPM consiste en une arène opposant deux bras ouverts et deux bras fermés, chacun 
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d’une longueur de 30 cm de long et d’une largeur de 5 cm. La hauteur des parois des bras fermés 

est de 19,8 cm comparativement à 0,9 cm dans les bras ouverts. La luminosité a été mesurée dans 

le centre de l’arène pour obtenir 70±5 lux. La souris est initialement déposée au centre de l’arène 

en faisant face à un bras fermé. Le niveau d’anxiété de chaque souris a été évalué en mesurant le 

temps passé dans les bras ouverts et le centre, ainsi qu’en comptant le nombre d’entrées dans les 

bras ouverts pendant les trois différentes périodes de stimulation (Pré-Stim-Post). 

3.4.3 Successive Alleys 

Le Successive Alleys (SA) est aussi un test pour évaluer le niveau d’anxiété des souris. Le 

module du SA consiste en une allée linéaire de 1 mètre de long séparée en 4 zones successives 

allant de la moins aversive (zone 1) à la plus aversive (zone 4) (voir Tableau 2). Dans le test de 

l’EPM, la zone au centre est difficile à interpréter puisqu’elle peut être incluse avec les bras fermés 

ou ouverts. Le paradigme du SA a été inspiré de l’EPM en se base aussi sur l’aversion des souris 

pour les endroits ouverts et éclairés, mais le SA ne contient pas de zone ambiguë (Deacon, 2013). 

Lors du test, la souris est placée à la délimitation entre la zone 1 et 2 en faisant face à la zone 1. 

Le niveau d’anxiété des souris a été évalué en mesurant le temps passé dans chaque zone et en 

comptant le nombre de transitions entre les zones durant les trois périodes de stimulation (Pré-

Stim-Post). 

 Longueur (cm) Largeur (cm) Hauteur des 

murs (cm) 

Couleur 

Zone 1 25 8,5 25 Noir 

Zone 2 25 8,5 5 Gris foncé 

Zone 3 25 3,5 0,9 Gris clair 

Zone 4 25 2,3 0,2 Blanc 

Tableau 3. Caractéristiques des zones du SA 

3.5 Histologie 

Toutes les souris ont été sacrifiées exactement 70 minutes après leur passage dans le SA 

pour permettre une expression optimale de la protéine c-fos, un immediate early gene (IEG) 

marqueur de l’activation des neurones (Lara Aparicio et al., 2022). Les souris ont été anesthésiées 

par injection intra-péritonéale d’une solution saline (Chlorure de Sodium 0,9% ; ICU Medical 
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Canada) de Xylazine-Ketamine-Acepromazine (Xylazine 12,5 mg/kg (CDMV) + Ketamine 80 

mg/kg (CDMV) + Acepromazine 2,5 mg/kg (CDMV)) à 20 mL/kg, avant d’être sacrifiées par 

perfusion intracardiaque de paraformaldéhyde (Sigma) 4% dans du PBS 1X. Les cerveaux extraits 

ont ensuite été baignés dans la même solution de paraformaldéhyde 4% dans du PBS pendant 48h 

à 4ºC. Les cerveaux fixés ont été coupés en tranches coronales de 40µm au vibratome (Leica 

BioSystems, modèle VT1200). Les coupes de cerveaux ont été conservées dans des puits contenant 

une solution de 0,02% azide et de PBS 1X. 

Un triple marquage immunohistochimique a été effectué pour marquer les neurones qui 

exprime du c-Fos, de la Tph2 et/ou de la eYFP, couplée ou non à l’opsine ChETA. Pour ce faire, 

les coupes de cerveaux ont été rincées dans une solution de PGT (0,45% de gélatine (Sigma) et 

0,25% de Triton X-100 (Sigma) dans du PBS 1X) pendant 3x45 minutes. Les tranches ont ensuite 

été incubées dans une solution d’anticorps primaires pendant 2h à température ambiante sous 

légère agitation, puis pendant 48h à 4 ºC. La solution d’anticorps primaire contenait de l’Anti-cFos 

chez le lapin (1 :2000; Cell Signalling, #2250), de l’Anti-Tph2 chez le cochon d’inde (1 :1000; 

Frontier Institute, #TPH2-GP-Af900) et de l’Anti-GFP chez le poulet (1 :2000; Invitrogen, 

#A10262) dans le PGT. Les coupes ont été rincées dans du PGT pour 3 rinçages de 45, 30 et 15 

minutes, avant d’être incubés dans la solution d’anticorps secondaire pour 2h à température 

ambiante sous légère agitation. La solution d’anticorps secondaire contenait de l’Anti-lapin A555 

(1 :2000; Life Technologies, #A31572), de l’Anti-poulet A488 (1 :2000; Jackson 

Immunoresearch, #703-545-155) et de l’Anti-GP A647 (1 :2000; ThermoFisher, #A21450) dans 

du PGT. Les sections ont été lavées 3x5 minutes dans la solution de PBS 1X, puis montées sur des 

lames en utilisant le milieu de montage Fluoromount-G (ThermoFisher) contenant le marqueur de 

noyaux cellulaires DAPI. Les lames ont finalement été conservées à 4 ºC. Toutes les images ont 

été capturées avec un microscope à fluorescence inversé de champ large Leica DMi8, équipé d’une 

caméra Leica DFC9000, en utilisant le logiciel d’acquisition d’image LasX (Leica). Les images 

ont été acquises avec un objectif de 20X et en faisant des « z-stacks » (saut de 2µm). Les 

validations de l’emplacement de la fibre optique et de l’expression virale ont été effectuées 

systématiquement pour l’ensemble des souris. 
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3.6 Analyses 

3.6.1 Tracking 

Les vidéos des tests comportementaux et leur horodatage associé ont été enregistrées à ~30 

images par seconde à l'aide d'une caméra et du logiciel Imetronic. La position de la souris a été 

suivie à l'aide d'un modèle DeepLabCut (version 2.3rc3). DeepLabCut est un outil disponible en 

« open source », basé sur un réseau neuronal de 50 couches (ResNet-50), utilisé pour détecter et 

suivre des points d'intérêt anatomiques dans des vidéos, facilitant ainsi l'analyse du comportement 

des souris à partir de données visuelles (Mathis et al., 2018; Nath et al., 2019). Deux modèles ont 

été entrainés pour suivre le positionnement de la souris dans les paradigmes comportementaux : 

un pour l’OF et l’EPM (modèle DLCOF+EPM), ainsi qu’un spécifiquement pour le SA (DLCSA). Il 

est important de mentionner que les modèles ont été entraînés par un autre membre du laboratoire. 

Dans les deux modèles, neuf parties du corps ont été étiquetés soient : l'oreille gauche, l'oreille 

droite, le nez, l’implant sur la tête, le centre du corps, l’arrière-train, la base de la queue, la patte 

arrière gauche et droite.  Le modèle DLCOF+EPM a été entraîné à partir de 1340 trames tirées de 67 

vidéos (20 trames/vidéo) de 15 animaux différents (des deux sexes confondus). Le modèle DLCSA 

a été entraîné en utilisant 360 trames tirées de 18 vidéos, chacune provenant d’un animal différent. 

L’entraînement des deux modèles ont été réalisé sur 1 000 000 itérations, permettant au réseau de 

généraliser efficacement la reconnaissance des parties du corps d’intérêts des souris. 

Les positions extraites ont été soumises à un double filtre basé sur leur réalisme et le seuil 

de confiance qui leur était associé. En d'autres termes, si les positions se situaient en dehors des 

limites des arènes (OF, EPM, SA) ou si leur indice de confiance de détection, évalué par 

DeepLabCut, était inférieur à un seuil (positions des pattes postérieures < 0,7, toutes les autres 

positions < 0,95), elles ont été identifiées comme indéfinies (NaN). Pour remédier au problème 

des données manquantes résultant de ces corrections, toutes les lacunes de données <1 seconde ont 

été interpolées. Le centre de la tête a été identifié sur chaque trame en utilisant le point médian 

entre les positions des oreilles gauche et droite. Les vecteurs de positions x et y pour chaque partie 

du corps ont été alignés avec les horodatages associés. En outre, afin d’éviter une surestimation de 

la distance parcourue par les souris, tout tremblement ou instabilité dans le suivi, défini comme un 
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mouvement d'une trame à l'autre de <0,25 cm/s, a été éliminé. Toutes ces analyses ont été 

effectuées sur Matlab (version R2022b).  

3.6.2 Locomotion 

La distance parcourue a été calculée en pixels, en faisant la distance Euclidienne entre deux 

trames consécutives. Ensuite, les extrémités de chaque arène, marquées manuellement par 

l’expérimentateur, et les dimensions théoriques des arènes ont été utilisées comme échelle pour 

obtenir distance parcourue en cm. La vitesse a été extraite en calculant la distance parcourue sur 

une période donnée (v = Δd/Δt, où d est la distance et t est le temps). Toutes les vitesses supérieures 

à 50 cm/s ont été exclues pour calculer la vitesse moyenne. Le temps total de déplacement ou de 

course a été calculé en utilisant une valeur seuil prédéfinie de >10 cm/s. Le temps total 

d'immobilité était défini comme l’inverse avec un seuil pour les déplacements <2 cm/s. Le nombre 

de périodes de course a été déterminé en trouvant toutes les trames où la vitesse était >10 cm/s, et 

ce pendant plus de 30 trames consécutives (1 seconde). Finalement, l’accélération a été calculée 

en faisant la dérivée discrète de la vitesse lissée (filtre Gaussien sur des périodes d’une seconde). 

Toutes ces variables ont été calculées et séparées par période (Pré-Stim-Post) et par ROI 

(seulement pour l’EPM et le SA). 

3.6.3 Comportement d’anxiété 

Pour le SA et l’EPM, les différentes zones (ROIs) ont été identifiées et délimitées 

manuellement. Le temps passé dans chaque ROI par période (Pré-Stim-Post) a été analysé en 

comptabilisant le nombre de trames que la souris passe dans chaque ROI prédéfini en utilisant les 

vecteurs de positions du centre du corps (Temps passé dans ROI = Nombre de trames dans 

ROI/30Hz (Fréquence d’enregistrement)). Pour l’EPM le temps passé dans les bras ouverts et le 

centre, ainsi que le temps passé dans les bras fermés ont été mesurés. Le temps passé dans chaque 

zone du SA a été utilisé pour créer un score d’anxiété (« Anxiety score ») variant entre 0 et 1. Cet 

indice d’anxiété est défini par la formule suivante : Anxiety score = % temps passé dans la zone 

1*1 + % temps zone 2*0,66 + % temps zone 3*0,33 + % temps zone 4*0. Les souris qui passent 

plus de temps dans les zones moins aversives (zone 1) auront un score d’anxiété près de 1, alors 

que les souris passant plus de temps dans les zones aversives (zone 4) auront un indice qui tend 



  58 

vers 0. Le nombre d’entrées et de transitions dans les ROIs ont aussi été comptabilisés, en excluant 

les moments d’hésitations, définis comme les entrées d’une durée <400 ms.  

Le comptage des comportements éthologiques des souris a été réalisée à l'aide d'un code 

personnalisé développé en Matlab. Ce code a permis de marquer différents comportements 

observés dans les vidéos enregistrées, en les comparant au temps de la vidéo pour obtenir une 

chronologie précise de chaque comportement identifié. De plus, les moments de début et de fin 

des comportements de toilettage ont été notés, permettant ainsi le calcul de la durée totale des 

séances de toilettage pour chaque sujet étudié. Les comportements comptés étaient les suivants : 

les toilettages (« groomings »), les redressements (« rearings »), les étirements (« stretchings ») et 

les plongées de tête (« head-dips »). Les plongées de tête se réfèrent aux moments où la souris 

baisse sa tête pour regarder en bas du module de comportement. Chez les rongeurs, des variations 

dans la fréquence des toilettages peuvent indiquer une fluctuation de stress ou d’anxiété (Kalueff 

& Tuohimaa, 2004, 2005). Par ailleurs, des changements dans la fréquence des redressements, des 

étirements ou des plongées de tête sont associés au comportement exploratoire de la souris dans 

un nouvel environnement (De Jesús-Burgos et al., 2012; Rodgers & Cole, 1993; Walf & Frye, 

2007). Si ces comportements sont observés de manière excessive, ils pourraient également être 

interprétés comme des signes d’une hausse d’anxiété chez les souris.  

3.6.4 Comptage neuronal 

Les quantifications des neurones ont été effectuées manuellement grâce au logiciel FIJI 

(ImageJ, version 2.14.0). Le marquage Tph2 a été utilisé pour se localiser et délimiter les différents 

noyaux du raphé (Hale & Lowry, 2011; Paxinos & Franklin, 2012). Le comptage des neurones a 

été effectué sur le tiers des coupes de cerveaux, à intervalle régulier de 120 µm. 

3.6.5 Statistiques 

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide du logiciel Prism (GraphPad 

Prism, version 10.0.3). Les tests statistiques utilisés seront spécifiés pour chaque figure dans la 

section Résultats. Le seuil pour qu’un résultat soit considéré significatif est p<0,05.  
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4 Résultats 

4.2 Activation des neurones sérotoninergiques du raphé qui projettent à l’HPv 

L'utilisation d'un modèle de souris SERT-Cre, caractérisé par l'expression de l'enzyme 

CRE-recombinase dans les neurones sérotoninergiques, conjointement avec l'injection d'un virus 

rétrograde CRE-dépendant dans l’HPv (Figure 6A, B), permet une expression spécifique de 

l'opsine ChETA dans les neurones 5-HT projetant vers l'HPv. Les souris SERT-Cre permettent 

d’exprimer la construction génique de notre vecteur sous contrôle du promoteur de la protéine 

SERT, le transporteur de la sérotonine, ce qui permet de cibler de manière sélective les neurones 

5-HT. Une immunohistochimie réalisée sur tout l’axe antéro-postérieur du raphé d'un animal 

injecté révèle la localisation de l'opsine ChETA, visualisée par son couplage avec le marqueur 

fluorescent eYFP (Figure 6C). Les neurones transfectés par le virus sont majoritairement 5-HT, 

comme le confirme la co-expression le marqueur sérotoninergique TpH2 (tryptophane 

hydroxylase 2), une enzyme clé dans la synthèse de sérotonine, dans les corps cellulaires (Figure 

6C). Conforme à la littérature, l’expression virale prédomine dans les sous-régions du B9, du MnR 

et le DRI (Muzerelle et al., 2016).  Il est d’ailleurs important de mentionner que la spécificité du 

virus à préalablement été vérifiée par un autre membre de notre laboratoire. Ces résultats, publiés 

dans le mémoire de Félix Perreault, montrent que seulement 0,21% des neurones exprimant la 

protéine fluorescente eYFP ne sont pas sérotoninergiques et que la distribution des neurones 

marqués est similaire entre les sexes.   

Toutes les souris ont été implantées au-dessus du raphé, à des coordonnées identiques 

(Figure 6D). Une vérification systématique de l'emplacement des fibres optiques a été réalisée pour 

l'ensemble des souris. Le positionnement incorrect de l'implant aurait été un critère d'exclusion, 

mais heureusement, aucune souris n'a été exclue. Malgré des emplacements légèrement plus 

antérieurs des implants chez les souris Sert-951, 1151 et 1157 par rapport aux autres, aucune 

divergence comportementale n'a été observée par rapport aux autres souris du même groupe, 

justifiant ainsi leur maintien dans l'étude. Par ailleurs, la distribution des positions des fibres 

optiques ne présente pas de différences en fonction du groupe (ChETA et eYFP) ou du sexe 

(femelles et mâles) (Figure 6E). Ainsi, notre stratégie nous permet d'activer de manière spécifique 

les neurones sérotoninergiques du raphé projetant vers l'HPv. 
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Figure 6. Expression sélective de l’opsine et de la protéine fluorescente dans les neurones 5-HT de l’HPv avec confirmation de la localisation des fibres optiques. 
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Figure 6. Expression sélective de l’opsine et de la protéine fluorescente dans les neurones 5-HT 
de l’HPv avec confirmation de la localisation des fibres optiques. (A) Schéma de l’injection 
virale rétrograde dans l’HPv et de l’implantation d’une fibre optique dans le raphé d’une 
souris SERT-Cre. (B) Exemple de fibres 5-HT (TpH2, rouge) sur une coupe coronale de 
l’HPv d’une souris eYFP, montrant l’expression virale (eYFP, vert). Barre d’échelle = 500 
µm. (C) Exemple d’expression virale dans des coupes coronales de plusieurs sous-régions 
du raphé et de corps cellulaire coexprimant le marqueur sérotoninergiques (TpH2) et la 
protéine fluorescente (eYFP). Barre d’échelle = 200 µm pour les images des sous-régions 
du raphé, sauf pour celle du DRC, barre d’échelle = 50 µm. Barre d’échelle = 20 µm pour 
l’image de grossissement des corps cellulaires dans le MnR. (D) Exemple de 
l’emplacement d’une fibre optique sur une coupe coronale de raphé. (E) Schéma de 
l’emplacement de toutes les fibres optiques pour les groupes mâles (orange; n = 10 ChETA 
(écriture noire), n = 10 eYFP (écriture grise)) et femelles (turquoise; n = 10 ChETA, n = 
10 eYFP). 

4.2 Effet de l’activation des neurones sérotoninergiques raphé-HPv sur l’anxiété selon le sexe 

 Les neurones 5-HT du raphé projetant à l’HPv ont été activés par optogénétique lors d’un 

test d’exploration ouvert (OF) pour évaluer l’activité locomotrice des souris. Par la suite, les souris 

ont été soumises à deux tests d’anxiété soient l’EPM et le SA. Les neurones 5-HT du MnR 

projetant à l’HPv semblent être bien positionné pour influencer les comportements anxieux chez 

les rongeurs (Ohmura et al., 2020). Les résultats des comportements d’aversion seront présentés 

pour le paradigme de l’EPM (Figure 7), ainsi que du SA (Figure 8). Tous les tests ont suivi le 

même protocole de stimulations de 4 périodes alternées « OFF-ON-OFF ». La stimulation se 

caractérisait par des impulsions de 10 ms à une fréquence de 20 Hz, avec une longueur d’onde de 

450 nm, optimale pour l’activation de l’opsine excitatrice ChETA (Figure 7A, 8A). 

4.2.1 Augmentation des comportements d’aversion dans le paradigme de l’EPM chez les femelles 

 Durant l'épreuve de l’EPM, la mesure du temps passé dans les bras ouverts et au centre, 

des zones considérées comme plus aversives, a été effectuée sur les trois périodes de stimulation 

« OFF-ON-OFF » (Figure 7A, B). En comparaison avec la période précédant la stimulation, les 

souris femelles exprimant ChETA ont significativement réduit le temps passé dans les zones 

aversives de l'EPM pendant et après la stimulation. De même, les souris femelles eYFP ont 

également réduit le temps passé dans les bras ouverts et au centre, mais seulement en comparant 

la période post-stimulation par rapport à la période pré-stimulation. À l’inverse, les souris mâles 

exprimant ChETA n'ont pas réduit leur présence dans les zones aversives, tandis que les souris 
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mâles exprimant eYFP ont significativement réduit le temps passé dans les zones aversives 

pendant et après la stimulation (Figure 7C). Par ailleurs, l’analyse de la différence absolue entre le 

temps passé dans les bras ouverts et le centre pendant la stimulation et pour la période pré-

stimulation révèle une différence significative entre les souris femelles ChETA et celles exprimant 

eYFP (p = 0,0413), ainsi que les souris femelles ChETA avec les mâles ChETA (p = 0,0139) 

(Figure 7D). 

 Le décompte du nombre d'entrées dans les bras ouverts et fermés a également été effectué 

pour évaluer le niveau d'exploration des souris. Une entrée est considérée lorsque le centre du 

corps de la souris traverse franchement la délimitation d'une zone. Bien que tous les groupes aient 

réduit le nombre d'entrées dans les bras ouverts pendant et après la stimulation, les mâles ChETA 

ont montré une diminution plus progressive, devenant significative uniquement pendant la période 

post-stimulation (Figure 7E, haut). L’analyse de la différence absolue entre le nombre d'entrées 

dans les bras ouverts pendant et avant la stimulation révèle que la diminution du nombre d'entrées 

dans les bras ouverts est plus marquée pour les femelles ChETA, présentant une différence 

significative avec les femelles du groupe contrôle (p = 0,0049), ainsi que les mâles eYFP et ChETA 

(p = 0,0034 et p = 0,0029 respectivement) (Figure 7F, haut). En outre, le nombre d’entrées dans 

les bras fermés à significativement baissé pour les souris mâles ChETA et souris femelles contrôles 

entre la période pré-stimulation et pendant, ainsi qu’après la stimulation. Les souris femelles 

ChETA, tant qu’à elles, ont réduites significativement leur nombre d’entrées dans les bras fermés 

entre la période pré et post-stimulation (Figure 7E, bas). En revanche, aucune différence n’a été 

observée entre les groupes lors de l’analyse de la différence absolue entre le nombre d’entrées dans 

les bras fermés entre la période de stimulation et la période pré-stimulation (Figure 7F, bas). Ces 

résultats suggèrent que la stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv augmente les 

comportements d’aversion dans le paradigme de l’EPM, mais ce uniquement chez les souris 

femelles. 
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Figure 7. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv augmente les comportements d’aversion dans l’EPM chez les souris femelles. 
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Figure 7.  L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
augmente les comportements d’aversion dans l’EPM chez les souris femelles. (A) Schémas 
du test de l’EPM et protocole de stimulation optogénétique comportant trois périodes 
d’illumination alternées de 4 minutes (« OFF-ON-OFF »). (B) Exemples de trajectoires 
d’une souris ChETA femelle (gauche) et mâle (droite), avant, pendant et après la 
stimulation optogénétique. (C) Temps passé dans les bras ouverts et le centre de l’EPM 
lors des trois périodes de stimulation « OFF-ON-OFF » chez les femelles (gauche; eYFP : 
gris; ChETA : turquoise) et mâles (droite; eYFP : gris; ChETA : orange). Comparaison des 
échantillons appariés entre les trois périodes de stimulation pour chaque groupe avec un 
test de Wilcoxon. Moyenne ± erreur type. (D) Différence absolue entre le temps passé dans 
les bras ouverts et le centre pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la période 
de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). Comparaison entre 
eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi 
du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. (E) Nombre d’entrées dans les 
bras ouverts (haut) et fermés (bas) de l’EPM lors des trois périodes de stimulation « OFF-
ON-OFF » chez les femelles (gauche; eYFP : gris; ChETA : turquoise) et mâles (droite; 
eYFP : gris; ChETA : orange). Comparaison des échantillons appariés entre les trois 
périodes de stimulation pour chaque groupe avec un test de Wilcoxon. Moyenne ± erreur 
type. (F) Différence absolue du nombre d’entrées dans les bras ouverts (haut) et fermés 
(bas) de l’EPM pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la période de 
stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). Comparaison entre 
eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi 
du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. Les symboles de triangle 
représentent les souris ayant été manipulées par un expérimentateur du sexe opposé. Chez 
les femelles, n = 19 eYFP, n = 21 ChETA; chez les mâles, n = 21 eYFP, n = 20 ChETA. 
* : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p < 0,001; **** : p < 0,0001. 

4.2.2 Augmentation des comportements d’aversion dans le paradigme du SA chez les femelles 

 Les souris ont aussi été soumises au test du SA pour évaluer leur niveau d’anxiété. Le 

paradigme du SA, comme celui de l’EPM, se base sur l’aversion des souris pour les endroits 

ouverts et éclairés, mais le SA ne contient pas de zone ambiguë et difficile à interpréter (Deacon, 

2013). Le module du SA est composé de 4 zones successives allant de la moins aversive (zone 1) 

à la plus aversive (zone 4). La projection 5-HT du raphé à l’HPv a été activée par optogénétique 

en suivant le même protocole de stimulations « OFF-ON-OFF » (Figure 8A).  

 Le temps passé dans chaque zone pour les trois périodes de stimulation a été mesuré. 

L’écart absolu entre le temps passé dans chaque zone comparant la période de stimulation et de 

pré-stimulation révèle que les femelles ChETA passent significativement plus de temps dans la 

zone considérée sécuritaire (zone 1) (p = 0,0063) et significativement moins de temps dans les 
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zones perçues comme plus aversives (zone 2 et 3) (p = 0,0142 et p = 0,0005 respectivement). Les 

souris femelles eYFP semblent aussi montrer une augmentation significative, bien que moins 

marquée que les femelles exprimant ChETA, du temps passé dans la zone 1 (p = 0,0304) et une 

réduction du temps passé dans la zone 3 (p = 0,0122) (Figure 8C, gauche). Les mâles eYFP et 

ChETA, à l’inverse, ne manifestent aucun changement dans leurs comportements d’évitement 

(Figure 8C, droite). Le temps passé dans les 3 zones considérées comme plus aversives (2, 3 et 4) 

ont été cumulé afin d’observer la différence entre le temps passé dans les zones aversives pendant 

et avant la stimulation. Les souris femelles ChETA ont réduit significativement le temps passé 

dans ces zones pendant la stimulation comparativement aux mâles eYFP et ChETA (p = 0,0020 et 

p = 0,0071 respectivement) (Figure 8D). En outre, les temps consacrés aux 4 zones ont été employé 

pour calculer un score d'anxiété variant de 0 à 1. Plus une souris présente des comportements 

d'évitement, plus son indice d'anxiété tendra vers 1; inversement, une souris exhibant moins de 

comportements anxieux aura un score se rapprochant de 0. L’écart absolu du score d’anxiété entre 

la période de stimulation et la période de pré-stimulation révèle que les souris femelles ChETA 

ont montré significativement plus de comportements d’évitement que les souris mâles ChETA et 

eYFP (p = 0,0283 et 0,0031 respectivement) (Figure 8E). Comme le score d'anxiété a été généré 

par une formule élaborée au sein de notre laboratoire, la corrélation entre ce score et le temps passé 

dans les bras ouverts et le centre de l'EPM a été examinée, exclusivement pendant la période 

antérieure à la stimulation. En effet, une corrélation a été observée entre le temps qu'une souris 

passe dans les zones aversives de l'EPM et son score d'anxiété dans le test du SA. Les souris qui 

consacrent davantage de temps aux zones aversives de l'EPM semblent généralement présenter un 

score d'anxiété plus bas, indiquant ainsi un comportement global moins anxieux (Figure 8F). 

 Le nombre de transitions a également été enregistré pendant les trois périodes de 

stimulation. Toutes les transitions, entre n'importe quelle zone, ont été cumulées, reflétant ainsi le 

niveau d'exploration global de la souris. Une fois de plus, tous les groupes ont manifesté une 

réduction du nombre de transitions pendant et après la stimulation, les femelles ChETA présentant 

la réduction la plus prononcée tandis que les mâles ChETA ont montré une diminution plus 

graduelle, devenant significative uniquement pendant la période post-stimulation (Figure 8G). De 

plus, la différence absolue entre la période de stimulation et celle d'avant révèle une disparité 

significative entre les souris ChETA femelles et mâles (Figure 8H). Ces résultats suggèrent une 

modulation des comportements anxieux par la voie 5-HT raphé-HPv qui varie en fonction du sexe. 
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Figure 8. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv augmente les comportements d’aversion dans le test du SA chez les souris femelles. 
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Figure 8. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
augmente les comportements d’aversion dans le test du SA chez les souris femelles. (A) 
Schémas du test du SA et protocole de stimulation optogénétique comportant trois périodes 
d’illumination alternées de 4 minutes (« OFF-ON-OFF »). (B) Exemples de trajectoires 
d’une souris ChETA femelle (gauche) et mâle (droite), avant, pendant et après la 
stimulation optogénétique. (C) Différence absolue du temps passé dans chaque zone du SA 
pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour les 
femelles (turquoise) et les mâles (orange). Comparaison de chaque groupe avec une valeur 
théorique de 0 à l’aide du test de Wilcoxon signé-rangé. Moyenne ± erreur type. (D) 
Différence absolue entre le temps passé dans les zones plus aversives du SA (zones 2, 3 et 
4) pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour 
les femelles (turquoise) et les mâles (orange). Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi 
qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de 
Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. (E) Formule du score d’anxiété et différence 
absolue entre le score d’anxiété pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la 
période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). 
Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de 
Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. (F) 
Corrélation entre le score d’anxiété du SA et le temps passé dans les bras ouverts et le 
centre de l’EPM avant la stimulation (pré). (G) Nombre de transitions dans toutes les zones 
du SA lors des trois périodes de stimulation « OFF-ON-OFF » chez les femelles (gauche; 
eYFP : gris; ChETA : turquoise) et mâles (droite; eYFP : gris; ChETA : orange). 
Comparaison des échantillons appariés entre les trois périodes de stimulation pour chaque 
groupe avec un test de Wilcoxon. Moyenne ± erreur type. (H) Différence absolue du 
nombre de transitions dans toutes les zones du SA pendant la période de stimulation 
(« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles 
(orange). Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du 
test de Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. 
Les symboles de triangle représentent les souris ayant été manipulées par un 
expérimentateur du sexe opposé. Chez les femelles, n = 18 eYFP, n = 21 ChETA; chez les 
mâles, n = 21 eYFP, n = 20 ChETA. * : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p < 0,001. 

4.2.3 Augmentation de la fréquence des toilettages dans l’EPM et le SA chez les femelles 

 Certains comportements éthologiques, qui sont des indicateurs du niveau d'anxiété ou 

d'exploration chez les souris, ont également été compabilisés pour l’EPM et le SA. Les 

comportements pris en compte comprenaient le toilettage, où la souris se nettoie, les 

redressements, impliquant que la souris se lève sur ses pattes postérieures, les étirements, indiquant 

un allongement du corps, et les plongées de tête, où la souris incline sa tête pour observer en bas 

du module. Pour les toilettages, le temps total passé à se toiletter ainsi que la durée moyenne de 

chaque toilettage fût aussi mesurée pour chaque souris.  
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 Dans le paradigme de l’EPM, les souris femelles ChETA ont manifesté une hausse 

significative du nombre de toilettages pendant et après la stimulation par rapport à la période pré-

stimulation (Figure 9A), suggérant une élévation de leur niveau d’anxiété. La différence absolue 

entre la période de stimulation et celle d’avant révèle aussi une différence significative entre les 

souris ChETA femelles et les trois autres groupes, soient les femelles eYFP, les mâles eYFP et les 

mâles ChETA (p < 0,0001; p = 0,0004 et = 0,0004 respectivement) (Figure 9B). De surcroît, une 

différence significative a également été observée dans le temps total consacré au toilettage entre 

les femelles ChETA et leur groupe témoin (p = 0,0009), ainsi qu’avec les mâles eYFP et ChETA 

(p = 0,0041 et 0,0002 respectivement (Figure 9C). Cependant, aucune disparité n’a été constatée 

entre les différents groupes dans l’analyse de l’écart absolu de la durée de chaque séance de 

toilettage entre la période de stimulation et celle précédant (Figure 9D). Il est important de noter 

que le nombre de souris dans chaque groupe est réduit pour l’analyse de la durée moyenne de 

chaque toilettage (chez les femelles, n = 14 eYFP, n = 9 ChETA; chez les mâles, n = 10 eYFP, n 

= 11 ChETA).  Les souris n’ayant pas du tout effectué de toilettage pendant l’une ou l’autre des 

périodes ont été exclues afin d’obtenir une caractérisation et une moyenne du temps fiables de 

chaque séance de toilettage ayant eu lieu. En ce qui concerne les comportements exploratoires, 

aucune disparité entre les groupes n’a été remarqué pour le nombre de redressement pendant et 

avant la stimulation (Figure 9E). En revanche, les souris femelles ChETA ont démontré une 

réduction plus prononcée dans le nombre d’étirements par rapport aux autres groupes pendant la 

stimulation. La différence absolue entre le nombre d’étirements pendant et avant la stimulation 

révèle une différence significative entre les femelles ChETA et leur contrôle (femelles eYFP), 

ainsi qu’avec les mâles eYFP et ChETA (p < 0,0001; p = 0,0002 et p = 0,0002 respectivement) 

(Figure 9F). De plus, une différence significative a également été observée entre les deux groupes 

témoins, indiquant une réduction plus marquée du nombre d’étirements chez les mâles pendant la 

stimulation (p = 0,0455). Enfin, le nombre de plongées de tête, un autre comportement d’approche, 

semble diminuer pour tous les groupes pendant la stimulation, avec une réduction plus marquée 

chez les femelles ChETA. L’écart absolu entre le nombre de plongées de tête pendant et avant la 

période de stimulation révèle une différence significative entre les femelles ChETA et leur groupe 

témoin (p = 0,0142), ainsi qu’avec les mâles ChETA (p = 0,0273) (Figure 9G). Ces résultats 

suggère une possible augmentation du niveau d’anxiété des souris femelles ChETA dans l’EPM 

suivant la stimulation de la voie 5-HT raphé-HPv.  
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 De manière similaire à ce qui a été observé dans l’EPM, lors du test du SA, les souris 

femelles ChETA ont présenté une augmentation significative du nombre de comportements de 

toilettage, mais uniquement pendant la période de stimulation (Figure 10A). Surprenamment, les 

mâles ChETA ont montré une réduction significative du nombre de toilettage entre la période de 

stimulation et celle qui a suivi. L’écart absolu du nombre de comportements de toilettage pendant 

et avant la stimulation a montré une différence signification entre les souris ChETA femelles et les 

trois autres groupes : les femelles eYFP, les mâles eYFP ainsi que les mâles ChETA (p = 0,0044; 

p = 0,0015 et p = 0,0053 respectivement) (Figure 10B). Dans le même ordre d'idées, le temps 

consacré au toilettage a également révélé des tendances similaires, montrant une augmentation 

plus importante chez les femelles ChETA. L’écart absolu en entre le temps total consacré à se 

toiletter pendant et avant la stimulation révèle une différence significative entre les femelles 

ChETA, ainsi que les mâles eYFP et ChETA (p = 0,0015 et p = 0,0090 respectivement) (Figure 

10C). Cependant, aucune disparité n’a été constatée dans l’écart absolu de la durée de chaque 

toilettage entre la période de stimulation et celle précédant, entre les différents groupes (Figure 

10D). Encore une fois, il est important de noter que le nombre de souris dans chaque groupe est 

réduit pour l’analyse de la durée moyenne de chaque toilettage (chez les femelles, n = 13 eYFP, n 

= 16 ChETA; chez les mâles, n = 10 eYFP, n = 12 ChETA). Pour les comportements exploratoires, 

les femelles ChETA semble démontrer une réduction plus prononcée pendant la stimulation pour 

les trois types de comportements analysés : les redressements, les étirements et les plongées de 

tête. La différence absolue entre le nombre de redressements pendant et avant la stimulation 

indique une différence significative entre les femelles ChETA et leur groupe témoin (p = 0,0078) 

(Figure 10E). De même, l’écart absolu entre le nombre d’étirements pendant et avant la stimulation 

montre une différence significative entre les femelles ChETA et les groupes eYFP femelles et 

mâles (p = 0,0108 et p < 0,0001 respectivement) (Figure 10F). Enfin, l’écart absolu entre le nombre 

de plongées de tête pendant et avant la période de stimulation révèle une différence significative 

entre les femelles ChETA et les mâles eYFP et ChETA (p = 0,0157 et p = 0,0086 respectivement) 

(Figure 10G). Tous ces résultats suggèrent une augmentation globale du niveau d’anxiété et une 

baisse d’exploration des souris femelles exclusivement, suite à la stimulation de la projection 5-

HT du raphé vers l’HPv. 
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Figure 9. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv augmente la fréquence des toilettages et diminue les comportements exploratoires dans l’EPM chez les souris femelles. 
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augmente la fréquence des toilettages et diminue les comportements exploratoires dans 
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stimulation « OFF-ON-OFF » chez les femelles (gauche; eYFP : gris; ChETA : turquoise) 
et mâles (droite; eYFP : gris; ChETA : orange). Comparaison des échantillons appariés 
entre les trois périodes de stimulation pour chaque groupe avec un test de Wilcoxon. 
Moyenne ± erreur type. Différence absolue entre le nombre de toilettages (B), le temps 
passé à se toiletter au total (C), la durée moyenne de chaque toilettage (D), le nombre de 
redressements (E), d’étirements (F) et de plongées (G) pendant la période de stimulation 
(« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles 
(orange). Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du 
test de Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. 
Les symboles de triangle représentent les souris ayant été manipulées par un 
expérimentateur du sexe opposé. Chez les femelles, n = 20 eYFP, n = 21 ChETA; chez les 
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0,0001. 

0

1

2

3

4

5

0

1

2

3

4

5

N
om

br
e 

de
 to

ile
tta

ge
s

*******

ChETAeYFPfemelles ChETAmâles eYFP ✱✱✱

✱✱✱✱✱✱✱

✱✱✱

✱

✱✱✱✱✱✱✱

ChETA
eYFP

femelles

eYFP
mâles

ChETA

-20

0

20

40

60

Δ 
D

ur
ée

 m
oy

en
ne

 d
es

 to
ile

tta
ge

s (
s)

[O
N

-p
ré

]

✱✱

Δ 
N

om
br

e 
de

 p
lo

ng
ée

s
[O

N
-p

ré
]

ChETA
eYFP

femelles

eYFP
mâles

ChETA

-30

-20

-10

0

10

20

✱✱✱

✱✱✱✱✱

-50

0

50

100

Δ 
Te

m
ps

 p
as

sé
 à

 se
 to

ile
tte

r a
u 

to
ta

l (
s)

[O
N

-p
ré

]

-4

-2

0

2

4

Δ 
N

om
br

e 
de

 to
ile

tta
ge

s
[O

N
-p

ré
]

Δ 
N

om
br

e 
d’

ét
ire

m
en

ts
[O

N
-p

ré
]

Δ 
N

om
br

e 
de

 re
dr

es
se

m
en

ts
[O

N
-p

ré
]

ChETA
eYFP

femelles

eYFP
mâles

ChETA

A B

E

C

F

D

G

-20

-10

0

10

20

-30

-20

-10

0

10



  71 

 
Figure 10. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv augmente la fréquence des toilettages et diminue les comportements exploratoires dans le test du SA chez les souris femelles. 
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4.3 Effet de l’activation des neurones sérotoninergiques raphé-HPv sur la locomotion 

4.3.1 Baisse de la locomotion dans le test de l’OF 

 Les neurones 5-HT du raphé, principalement du DR, semblent être impliqués dans la 

modulation de la locomotion des rongeurs (Correia et al., 2017; Ohmura et al., 2014; Seo et al., 

2019). Pour évaluer l’activité locomotrice en réponse à la stimulation de la projection 5-HT raphé-

HPv, les souris ont été exposées à un OF. Le protocole utilisé était le même, comprenant trois 

périodes alternées de 4 minutes et suivant un schéma « OFF-ON-OFF » (Figure 11A). L'activité 

locomotrice a été évaluée en mesurant divers paramètres, dont la distance totale parcourue, la 

vitesse de locomotion, l'accélération, le temps consacré à la course ou à l'immobilité, ainsi que le 

nombre d'épisodes de course.  

 Dans le contexte de l’OF, la distance totale parcourue semble avoir été significativement 

réduite pendant et après la stimulation pour les groupes ChETA, tant chez les mâles que chez les 

femelles. De plus, les souris mâles du groupe témoin présentent également une réduction 

significative de leur distance parcourue pendant la période post-stimulation (Figure 11C). Par 

ailleurs, l'écart absolu entre la distance parcourue pendant et avant la stimulation révèle une 

réduction significative pour les femelles ChETA (p = 0,0005), les mâles ChETA (p = 0,0007), et, 

bien que de manière moins prononcée, les mâles du groupe eYFP (p = 0,0371) (Figure 11D). La 

vitesse moyenne de locomotion a également été mesurée pour les trois périodes de stimulations. 

Comme pour la distance, les deux groupes ChETA, tant chez les femelles que chez les mâles, 

présentent une baisse significative de leur vitesse moyenne de locomotion pendant et après la 

stimulation (Figure 11E, G). Cette diminution est mise en évidence dans l'analyse de la différence 

absolue entre la période de stimulation et celle d'avant, montrant une réduction significative pour 

les deux groupes ChETA, tant chez les femelles que chez les mâles (p < 0,0001 et p = 0,0008, 

respectivement) (Figure 11F). Il est important de souligner qu'aucune différence significative n'a 

été observée dans la différence absolue de la distance parcourue et de la vitesse moyenne de 

déplacement lors de la comparaison entre tous les groupes (test de Kruskal-Wallis suivi du test 

post hoc de Mann-Whitney). En revanche, aucune différence dans l'accélération moyenne de la 

locomotion n'a été observée pour chaque groupe entre les périodes de stimulations (résultats non 

présentés) ni pour les différences absolues pendant et avant la stimulation (Figure 11H).  
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 Le nombre d'épisodes de course et la durée totale passée à courir ont également été mesurés. 

La course est définie par une vitesse de locomotion supérieure à 10 cm/s, et le nombre d'épisodes 

de course correspond au décompte de toutes les occurrences où la souris maintient cette vitesse 

pendant plus d'une seconde. L'écart absolu entre le nombre d'épisodes de course pendant et avant 

la stimulation révèle une différence significative pour tous les groupes, à savoir les femelles et les 

mâles du groupe témoin (p = 0,0064 et p = 0,0147 respectivement), ainsi que les femelles et les 

mâles ChETA (p < 0,0001 et p = 0,0005 respectivement), bien que cette différence soit plus 

marquée chez les ChETA (Figure 11I). De manière similaire, la différence absolue pour la durée 

totale passée à courir pendant la période de stimulation par rapport à avant la période de stimulation 

est également significativement réduite pour les groupes ChETA, tant chez les femelles que chez 

les mâles (p < 0,0001 et p = 0,0005 respectivement), ainsi que, dans une moindre mesure, pour les 

mâles témoins (p = 0,0261) (Figure 11J). Enfin, le temps passé immobile par chaque souris a été 

mesuré, défini par les périodes présentant une vitesse inférieure à 2 cm/s. Les souris ChETA, 

qu'elles soient femelles ou mâles (p < 0,0001 et p = 0,0027 respectivement), ainsi que, de manière 

moins prononcée, les mâles du groupe eYFP (p = 0,0361), semblent passer significativement plus 

de temps immobiles pendant la stimulation par rapport à avant la stimulation (Figure 11K). Ces 

résultats indiquent que la projection 5-HT du raphé vers l’HPv semblent être impliquée dans la 

modulation de la locomotion, tant pour les mâles que pour les femelles. 

 Tout comme dans les tests de l'EPM et du SA, divers comportements éthologiques ont été 

comptabilisés pour le test de l'OF. Pour ce paradigme, seuls les épisodes de toilettage et les 

redressements ont été pris en compte. Aucune disparité n’a été observé entre les groupes en 

comparant l'écart absolu entre les périodes de stimulation et celles précédant pour le nombre de 

comportements de toilettage, le temps consacré au toilettage, ainsi que la durée moyenne de chaque 

toilettage (Figure 12 A, B et C). De même, la différence absolue du nombre de redressements entre 

la période pendant et avant la stimulation ne montre aucune disparité entre les groupes (Figure 

12D). Par conséquent, la réduction de l'activité locomotrice observée après la stimulation de la 

projection 5-HT du raphé vers l'HPv ne semble pas être causée par une augmentation du toilettage, 

ni être accompagnée de changements dans les comportements exploratoires des souris. 
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Figure 11. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv diminue la locomotion dans le test de l’OF. 

Figure 11. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
diminue la locomotion dans le test de l’OF. (A) Schémas du test de l’OF et protocole de 
stimulation optogénétique comportant trois périodes d’illumination alternées de 4 minutes 
(« OFF-ON-OFF »). (B) Exemples de trajectoires d’une souris ChETA femelle (gauche) et 
mâle (droite), avant, pendant et après la stimulation optogénétique. (C) Distance totale 
parcourue dans l’OF lors des trois périodes de stimulation « OFF-ON-OFF » chez les 
femelles (gauche; eYFP : gris; ChETA : turquoise) et mâles (droite; eYFP : gris; ChETA : 
orange). Comparaison des échantillons appariés entre les trois périodes de stimulation pour 
chaque groupe avec un test de Wilcoxon. Moyenne ± erreur type. (D) Différence absolue 
entre la distance totale parcourue pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la 
période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). 
Comparaison de chaque groupe avec une valeur théorique de 0 à l’aide du test de Wilcoxon 
signé-rangé. Moyenne ± erreur type. (E) et (F), comme (C) et (D) pour la vitesse moyenne. 
(G) Vitesse moyenne 5 secondes avant et après le début de la stimulation (Stim). Moyenne 
± erreur type. Différence absolue entre l’accélération moyenne (H), le nombre d’épisodes 
de course (I), le temps passé à courir (J) ou immobile (K) pendant la période de stimulation 
(« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles 
(orange). Comparaison de chaque groupe avec une valeur théorique de 0 à l’aide du test de 
Wilcoxon signé-rangé. Moyenne ± erreur type. Les symboles de triangle représentent les 
souris ayant été manipulées par un expérimentateur du sexe opposé. Chez les femelles, n = 
18 eYFP, n = 19 ChETA; chez les mâles, n = 19 eYFP, n = 16 ChETA. * : p < 0,05; ** : p 
< 0,01; *** : p < 0,001. 

 
Figure 12. Comportements éthologiques dans le test de l’OF. 
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Figure 12. Comportements éthologiques dans le test de l’OF. Différence absolue entre le nombre 
de toilettages (A), le temps passé à se toiletter (B), la durée moyenne de chaque toilettage 
(C) et le nombre de redressements (D) pendant la période de stimulation (« ON ») et avant 
la période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). 
Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de 
Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. Les 
symboles de triangle représentent les souris ayant été manipulées par un expérimentateur 
du sexe opposé. Chez les femelles, n = 19 eYFP, n = 19 ChETA; chez les mâles, n = 18 
eYFP, n = 15 ChETA. * : p < 0,05. 

4.3.1 Effet sur la locomotion dans les paradigmes de l’EPM et du SA 

 À la lumière des résultats obtenus dans le test de l'OF sur l'activité locomotrice, divers 

paramètres liés à la locomotion ont été évalués dans les tests de l'EPM et du SA. L'objectif était de 

vérifier que les résultats concernant les comportements d'évitement dans ces paradigmes ne 

pouvaient pas être attribués à une modulation de la locomotion, en particulier en examinant la 

distance parcourue et la vitesse moyenne de locomotion.  

 Dans le cadre du test de l'EPM, tous les groupes semblent présenter une diminution de leur 

distance totale parcourue pendant et après la stimulation (Figure 13A). Cependant, la différence 

absolue de la distance parcourue pendant et avant la période de stimulation révèle une disparité 

significative entre les souris femelles et mâles du groupe ChETA (p = 0,0184) (Figure 13B). De 

plus, tous les groupes présentent une réduction significative de leur vitesse pendant et après la 

stimulation (Figure 13C). L'écart absolu entre la période de stimulation et la période pré-

stimulation révèle également une différence qui atteint tout juste le seuil de signification entre les 

groupes ChETA (p = 0,0452) (Figure 13D). 

De manière similaire, la distance parcourue pendant le test du SA diminue de manière 

significative pour tous les groupes pendant et après la stimulation (Figure 14A). Cependant, aucune 

disparité n'est observée lors de l'analyse de la différence absolue entre la période de stimulation et 

celle d'avant (Figure 14B). L'analyse de la vitesse moyenne révèle également une diminution 

significative de la locomotion pour tous les groupes (Figure 14C). Comme dans l'EPM, l'écart 

absolu entre la vitesse pendant et avant la stimulation montre une différence notable, juste au seuil 

de la significativité, entre les femelles et les mâles du groupe ChETA (p = 0,0449) (Figure 14D). 

Bien que les tests de l'EPM et du SA ne soient pas considérés comme des évaluations de la 



  77 

locomotion mais plutôt de l'anxiété, la constatation d'une diminution dans les groupes ChETA et 

témoins suggère que cette réduction reflète le comportement naturel d'exploration des souris dans 

ces paradigmes. Par ailleurs, les réductions plus marquées de l'activité locomotrice dans les 

groupes de femelles ChETA pourraient s'expliquer par une augmentation du toilettage, un 

comportement qui peut prolonger le temps d'immobilité des souris. 

 

Figure 13. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv diminue la locomotion dans l’EPM. 

 

Figure 13. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
diminue la locomotion dans l’EPM. (A) Distance totale parcourue lors des trois périodes 
de stimulation « OFF-ON-OFF » chez les femelles (gauche; eYFP : gris; ChETA : 
turquoise) et mâles (droite; eYFP : gris; ChETA : orange). Comparaison des échantillons 
appariés entre les trois périodes de stimulation pour chaque groupe avec un test de 
Wilcoxon. Moyenne ± erreur type. (B) Différence absolue entre la distance totale pendant 
la période de stimulation (« ON ») et avant la période de stimulation (pré) pour les femelles 
(turquoise) et les mâles (orange). Comparaison entre eYFP et ChETA, ainsi qu’entre 
femelles et mâles, à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test post hoc de Mann-
Whitney. Moyenne ± erreur type. (C) et (D) comme (A) et (B) pour la vitesse moyenne. 
Les symboles de triangle représentent les souris ayant été manipulées par un 
expérimentateur du sexe opposé. Chez les femelles, n = 19 eYFP, n = 21 ChETA; chez les 
mâles, n = 21 eYFP, n = 20 ChETA. * : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p < 0,001; **** : p < 
0,0001. 
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Figure 14. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv diminue la locomotion dans le test du SA. 

Figure 14. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
diminue la locomotion dans le test du SA. (A) Distance totale parcourue lors des trois périodes de 
stimulation « OFF-ON-OFF » chez les femelles (gauche; eYFP : gris; ChETA : turquoise) et mâles 
(droite; eYFP : gris; ChETA : orange). Comparaison des échantillons appariés entre les trois 
périodes de stimulation pour chaque groupe avec un test de Wilcoxon. Moyenne ± erreur type. (B) 
Différence absolue entre la distance totale pendant la période de stimulation (« ON ») et avant la 
période de stimulation (pré) pour les femelles (turquoise) et les mâles (orange). Comparaison entre 
eYFP et ChETA, ainsi qu’entre femelles et mâles, à l’aide du test de Kruskal-Wallis suivi du test 
post hoc de Mann-Whitney. Moyenne ± erreur type. (C) et (D) comme (A) et (B) pour la vitesse 
moyenne. Les symboles de triangle représentent les souris ayant été manipulées par un 
expérimentateur du sexe opposé. Chez les femelles, n = 18 eYFP, n = 21 ChETA; chez les mâles, 
n = 21 eYFP, n = 20 ChETA. * : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p < 0,001; **** : p < 0,0001. 
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4.4 Effet de l’activation des neurones sérotoninergiques raphé-HPv sur l’expression du 

marqueur d’activité neuronale c-Fos 

4.4.1 Augmentation de l’expression de c-Fos dans différentes sous-régions du raphé suite à un test 

d’anxiété en fonction du sexe 

 Pour évaluer s’il existe une différence mâle-femelle dans l’excitabilité des neurones 5-HT 

projetant à l’HPv, l’analyse de l’expression du marqueur d’activation c-Fos a été réalisée après la 

soumission des souris à un test d’anxiété, en l’occurrence le test du SA (Figure 15A). Une 

expérience antérieure réalisée dans le laboratoire, détaillée dans le mémoire de Félix Perreault, a 

démontré que l'activation de la projection 5-HT du raphé vers l’HPv pendant 5 minutes dans une 

cage induisait une augmentation de l'expression du marqueur c-Fos dans les neurones 5-HT de 

différentes sous-régions du raphé, de manière variable selon le sexe. La stimulation de la projection 

a provoqué une augmentation de l'expression de c-Fos dans les noyaux B9, le DR et le DRI, pour 

les deux sexes, mais dans le MnR uniquement chez les femelles, suggérant que le MnR pourrait 

être impliqué dans les différences observées entre les sexes dans la modulation des comportements 

anxieux. 

 La proportion de neurones exprimant c-Fos parmi les neurones transfectés par le virus a été 

quantifiée après passage dans le test du SA. Dans les deux sexes, une augmentation du pourcentage 

de neurones exprimant à la fois la protéine fluorescente eYFP, ainsi que le marqueur c-Fos, par 

rapport aux souris contrôles, a été observée dans les noyaux du B9, du DR et du DRI. Cependant, 

une augmentation du pourcentage de neurones coexprimant c-Fos a été constatée dans les noyaux 

du MnR, PMnR et dans le noyau de l’IP, mais exclusivement chez les souris ChETA femelles 

(Figure 15B). Ces résultats laissent envisager que les disparités entre les sexes dans les tests 

d'anxiété, induites par l'activation de la projection 5-HT du raphé vers l'HPv, pourraient être liées 

à des différences d’excitabilité selon le sexe dans les noyaux du MnR, du PMnR, ainsi que de l'IP. 



  80 

 
Figure 15. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv pendant un test d’anxiété augmente l’expression du marqueur d’activité neuronal c-Fos. 

Figure 15. L’activation optogénétique des neurones sérotoninergiques du raphé projetant à l’HPv 
pendant un test d’anxiété augmente l’expression du marqueur d’activité neuronal c-Fos. 
(A) Exemple d’expression du marqueur d’activité neuronales c-Fos (violet) dans des 
coupes coronales de plusieurs sous-régions du raphé et de corps cellulaire coexprimant la 
protéine fluorescente eYFP (vert), chez une souris ChETA. Barre d’échelle = 200 µm pour 
les images des sous-régions du raphé. Barre d’échelle = 20 µm pour l’image de 
grossissement des corps cellulaires dans le MnR. (B) Pourcentage de neurones eYFP 
positifs qui coexpriment c-Fos pour les femelles (gauche) et les mâles (droite). 
Comparaison entre les groupes eYFP et ChETA à l’aide d’un test t non apparié multiple, 
avec correction de Holm-Sidak. Moyenne ± erreur type. Chez les femelles, n = 7 eYFP, n 
= 7 ChETA; chez les mâles, n = 7 eYFP, n = 7 ChETA. * : p < 0,05; ** : p < 0,01; *** : p 
< 0,001; **** : p < 0,0001.  
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5 Discussion 

Ce projet visait à élucider le rôle de la voie 5-HT du raphé projetant vers l'HPv dans la 

modulation des comportements anxieux en fonction du sexe, tout en approfondissant la 

compréhension des causes du dimorphisme sexuel associé à ces comportements. L'utilisation de 

la stimulation optogénétique de la projection 5-HT raphé-HPv a conduit à une augmentation des 

comportements d'évitement et de la fréquence des toilettages, spécifiquement chez les femelles. 

Une réduction de la locomotion a également été observée, indépendamment du sexe des souris. 

Afin de démystifier les causes de ce dimorphisme sexuel, une quantification du marqueur c-Fos a 

été réalisée après un test d'anxiété, mettant en évidence des réponses différentes dans les noyaux 

du raphé entre les mâles et les femelles. Les deux sexes ont présenté une augmentation du 

marquage de c-Fos dans les noyaux du B9, DR, et DRI, tandis qu'une hausse a été observée dans 

les noyaux du MnR, PMnR, et de l'IP exclusivement chez les femelles. 

5.1 Modèle animal et mutant SERT-Cre 

Une grande partie de notre compréhension des mécanismes neuronaux liés aux troubles 

anxieux découle d'études utilisant des modèles animaux, lesquels reproduisent divers aspects de 

l'étiologie présumée, de la physiologie, ou de l'expression comportementale à l'anxiété. 

L'identification des circuits médiateurs de ces comportements demeure une étape cruciale pour 

appréhender les mécanismes neurobiologiques sous-jacents à l'anxiété. Ces modèles 

comportementaux jouent également un rôle essentiel en tant qu'outils de dépistage pour repérer 

des médicaments ou traitements susceptibles d'avoir une action anxiolytique. Cependant, il est 

crucial de reconnaître les limites inhérentes à ces modèles. Par exemple, les mesures utilisées pour 

évaluer les comportements anxieux chez les rongeurs, bien que destinées à refléter ces 

comportements, ne permettent pas de distinguer les différents troubles anxieux ou à rendre compte 

de leur complexité (Shekhar et al., 2001). Dans les tests d’approche-évitement, la classification 

des comportements peut être ambiguë, la temporalité limitée des tests peut ne pas refléter 

adéquatement la nature continue de l’anxiété, et les aspects sociaux, souvent présents dans les 

troubles anxieux, ne sont pas pris en considération (Shemesh & Chen, 2023). Enfin, entre 

différents laboratoires, le comportement des souris peut être affecté par des variables telles que la 

souche, l'âge, le sexe, ainsi que des facteurs externes comme la luminosité et le sexe de 
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l'expérimentateur (Bourin et al., 2007; Hogg, 1996; Shekhar et al., 2001; Sorge et al., 2014). Dans 

le cadre de nos expériences, une moitié des souris a été manipulée par une femme et l'autre moitié 

par un homme. 

La lignée de souris utilisée dans cette étude, un mutant transgénique SERT-Cre, a été 

spécifiquement conçue pour intégrer le gène Cre dans un chromosome artificiel bactérien (BAC) 

après le promoteur du gène SERT, situé sur le chromosome 18. Cette insertion stratégique permet 

d'ajouter une cassette Cre intronique au gène SERT (Slc6a4), tout en préservant les deux copies 

endogènes du gène. Dans la lignée SERT-Cre, l'expression de Cre est généralement très spécifique, 

ciblant principalement les neurones sérotoninergiques. Cependant, une exception est observée 

chez les neurones exprimant transitoirement le gène Slca4 pendant le développement, où une 

expression ectopique peut se produire dans des régions spécifiques comme les neurones cortico-

thalamiques (Gong et al., 2007). Il est important de souligner que cette modification génétique 

n'affecte pas directement la séquence codante du gène SERT. Cependant, il est envisageable que 

cette manipulation puisse influencer l'expression du transporteur en réduisant les facteurs de 

transcription. Étant donné que des altérations dans le gène SERT ont été associées à des variations 

comportementales résultant d’une augmentation de la 5-HT extracellulaire (Jennings et al., 2006), 

une évaluation pertinente pourrait consister à mesurer la concentration de sérotonine 

extracellulaire, par exemple, via microdialyse (Mathews et al., 2004). Nos analyses comparent 

chaque résultat à la ligne de base au sein de la même souris, garantissant ainsi la validité de nos 

interprétations, même en présence de potentielles altérations dans l'expression de SERT. 

5.2 Injections virales rétrograde dans l’HPv 

 L’expression bilatérale des injections virales dans l’HPv a été confirmée dans chaque 

animal (Figure 6C). Il est essentiel de souligner que la spécificité du virus a été préalablement 

validée par un autre membre de notre laboratoire. Les résultats, détaillés dans le mémoire de Félix 

Perreault, révèlent que seulement 0,21% des neurones exprimant la protéine fluorescente eYFP ne 

sont pas sérotoninergiques, et la distribution des neurones marqués est similaire entre les sexes.  

La distribution virale est prédominante dans les sous-régions du B9, du MnR et du DRI. Il est bien 

établi que l’HPv reçoit principalement ses afférences 5-HT du MnR (Muzerelle et al., 2016). En 

outre, les noyaux du B9, moins étudiés dans la littérature, envoient aussi d’importantes projections 
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5-HT à l’HPv (Köhler & Steinbusch, 1982; Muzerelle et al., 2016). Les neurones 5-HT du DRC 

et DRI, bien que faisant partis du DR, présentent des caractéristiques morphologiques, de 

connectivité et développementales plus proches du MnR (Commons, 2015; Hale & Lowry, 2011; 

Jacobs & Azmitia, 1992). Ces neurones sont également reconnus pour projeter à l’hippocampe 

(McKenna & Vertes, 2001; Vertes, 1991). Ainsi, l’ensemble ou certaines de ces différentes sous-

populations du raphé projetant à l’HPv pourraient être impliqués dans la modulation des 

comportements anxieux. Ces diverses noyaux du raphé envoient aussi des projections 

glutamatergiques à l’HPv suivant un patron de connexion semblable (Fortin-Houde et al., 2023). 

Bien que la possibilité que les neurones transfectés par le virus coexpriment VGLUT3 ne soit pas 

exclue, les neurones 5-HT du MnR chevauchent très peu les neurones exprimant VGLUT3 (Sos 

et al., 2017).  

 Par ailleurs, le construit viral utilisé incluait l’opsine excitatrice hChR2E123T/T159C (ChETA) 

qui répond à la lumière bleue. Les channelrhodopsines sont des canaux cationiques qui, lorsqu'ils 

sont activés par la lumière, peuvent provoquer une dépolarisation neuronale. La 

Channelrhodopsine-2 (ChR2), extraite de l'algue Chlamydomonas reinhardtii, a la capacité de 

déclencher des potentiels d'action neuronale de manière précise et synchronisée (Mattis et al., 

2012). Une limitation important de l'utilisation de l'opsine excitatrice ChR2 est sa diminution du 

niveau de repolarisation membranaire entre les potentiels d'action successifs, limitant ainsi son 

efficacité à des fréquences élevées (Grossman et al., 2011). Le mutant ChETA, une variante de 

ChR2 (Channelrhodopsine-2), fût utilisé pour contourner cette limitation et suivre notre protocole 

de stimulation à 20 Hz, une fréquence à laquelle les neurones 5-HT du raphé peuvent suivre la 

encore stimulation lumineuse (Liu et al., 2014). ChETA offre plusieurs avantages : une meilleure 

efficacité de stimulation neuronale à des fréquences élevées et une réduction du risque d'effets 

indésirables liés à la repolarisation membranaire, permettant ainsi une stimulation plus précise et 

efficace des neurones. Cependant, il est important de noter que ChETA présente une forte 

désensibilisation à la lumière et une sensibilité réduite à l'intensité lumineuse (Berndt et al., 2011; 

Gunaydin et al., 2010; J. Y. Lin, 2011; Mattis et al., 2012). Bien que cela puisse être bénéfique 

pour éviter l'activation de neurones non désirés ou permettre une meilleure sélectivité de la 

stimulation, ces aspects doivent être pris en considération lors de l'interprétation des résultats. 
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5.3 Positionnement de la fibre optique dans le raphé 

 La confirmation de la localisation des fibres optiques a été réalisée pour l'ensemble des 

souris (Figure 6), montrant une dispersion entre 4,36 et 4,84 mm postérieurs de bregma. Afin de 

garantir une activation optogénétique adéquate malgré cette variabilité dans le positionnement des 

fibres, une expérience du laboratoire, présentée dans le mémoire de Félix Perreault, a été menée 

pour illustrer l'étendue de l'effet activateur de la lumière avec les mêmes positions de fibres. Les 

expériences ont été conduites sur des souris exprimant le contrôle eYFP ou l'opsine ChETA dans 

les neurones 5-HT projetant à l’HPv. Après l’activation optogénétique de la projection pendant 5 

minutes dans une cage, les souris ont été sacrifiées 70 minutes plus tard pour permettre l'expression 

de la protéine c-Fos. Une quantification des neurones exprimant la protéine fluorescente eYFP et 

le marqueur d'activation c-Fos a été réalisée chez les souris exprimant l'opsine ChETA ou 

seulement l'eYFP. Les résultats obtenus ont confirmé l'efficacité de notre technique de stimulation 

optogénétique, montrant une augmentation des neurones coexprimant eYFP et c-Fos chez les 

souris ChETA par rapport aux contrôles. De plus, les résultats ont démontré que la photo-

stimulation touchait non seulement le site d'implantation, mais également l'étendue rostro-caudale 

du raphé. Par conséquent, la variabilité de la position des fibres optiques entre 4,36 et 4,84 mm 

postérieurs de bregma ne va pas compromettre l'efficacité de la stimulation optogénétique. 

5.4 La stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv entraîne l’augmentation des 

comportements anxieux exclusivement chez les souris femelles 

 Les résultats des tests d'anxiété suggèrent une augmentation des comportements 

d'évitement chez les femelles après la photo-stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv. Dans 

l’EPM, cette élévation des comportements anxieux chez les souris femelles se manifestait par une 

diminution marquée du temps passé dans les zones considérées comme aversives, à savoir les bras 

ouverts et le centre, ainsi qu'une réduction du nombre d'entrées dans les bras ouverts (Figure 7). 

De manière surprenante, une diminution du temps passé dans les bras ouverts et le centre a 

également été observée chez les souris mâles du groupe témoin. Toutefois, cette diminution ne 

diffère pas de manière significative de celle observée chez les souris mâles exprimant ChETA. Les 

observations relatives aux comportements anxieux dans les groupes témoins soulèvent des 

interrogations quant à l'impact de l'administration de lumière bleue sur le cerveau. Même en 
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l'absence d'opsine, la lumière bleue exerce des effets significatifs sur le SNC des souris. Son 

utilisation peut induire une élévation de la température tissulaire, susceptible de causer des lésions 

permanentes, d’altérer l'excitabilité neuronale et de favoriser la circulation sanguine dans ces 

régions (Christie et al., 2013; Peixoto et al., 2020; Rungta et al., 2017; Stujenske et al., 2015). De 

plus, elle peut stimuler l'expression de gènes régulateurs de l'activité neuronale, comme cFos, ainsi 

que des gènes anti-inflammatoires dans la microglie (Cheng et al., 2016; Tyssowski & Gray, 

2019). Tous ces effets pourraient potentiellement influencer l'activité neuronale des souris témoins 

et impacter leur comportement. 

Dans le SA, les souris femelles exprimant ChETA ont également présenté une 

augmentation de leur niveau d'anxiété, passant plus de temps dans la zone considérée comme 

sécuritaire (zone 1) par rapport aux zones aversives (2, 3 et 4) (Figure 8). De plus, les souris 

femelles exprimant ChETA ont montré une diminution plus prononcée de leur niveau 

d'exploration, reflétée par une réduction du nombre de transitions après la stimulation de la 

projection. Il est intéressant de noter que, dans ce test, les mâles des groupes témoins n'ont pas 

manifesté une augmentation des comportements d'évitement, contrairement à ce qui a été observé 

dans l'EPM, et ils ne présentaient toujours pas de différences par rapport aux mâles du groupe 

ChETA. En revanche, les souris femelles témoins semblent présenter une légère augmentation de 

leur comportement d'évitement. La disparité de comportement entre les femelles et les mâles des 

groupes témoins suggère la possibilité que l'expression des comportements anxieux puisse différer 

entre les sexes pour ces tests. Les paradigmes utilisés en recherche ont été établis et validés en 

utilisant presque exclusivement des souris mâles. Cependant, les mesures utilisées sont restées les 

mêmes entre les sexes pour établir une variation de comportement. Par exemple, lors des 

comportements de peur, la mesure couramment employée est l'évaluation du temps passé 

immobile, car les mâles adoptent une posture figée. Cependant, les femelles ont tendance à tenter 

de fuir, ce qui pourrait influencer l'interprétation des résultats. (Shansky & Murphy, 2021). La 

possibilité que la stratégie d'exploration dans le SA, ou même dans l’EPM, soit différente entre les 

femelles et les mâles n'est pas à exclure. 

Le dimorphisme sexuel observé dans les comportements anxieux dans nos résultats 

concorde avec la disparité de prédisposition aux troubles anxieux entre les hommes et les femmes. 

La prévalence plus élevée de l'anxiété chez les femmes est bien documentée (Craske & Stein, 
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2016; Kessler et al., 2005, 2010), malgré l'exclusion fréquente des femmes, ou des modèles 

animaux féminins, dans la recherche clinique et fondamentale (Beery & Zucker, 2011). Par 

ailleurs, ces résultats pourraient aussi être expliqués par les différences hormonales entre les sexes. 

Les niveaux d’œstrogène semblent moduler les comportements de peur et d’anxiété chez les 

rongeurs via les récepteurs 5-HT1A du MnR (T. G. C. S. de Andrade et al., 2017; T. G. C. S. 

Andrade et al., 2005). De plus, l'administration d'estradiol dans le MnR provoque des altérations 

dans l'innervation de l'hippocampe (Prange-Kiel et al., 2004), tandis que l'expression des gènes 

sérotoninergiques dans l'HPv fluctue en fonction du cycle œstral (Jaric et al., 2019). La 

concentration des hormones ovariennes fluctuent pendant le cycle œstral des femelles et influence 

les comportements anxieux des rongeurs (Jaric et al., 2019; Mora et al., 1996). Malheureusement, 

le stade du cycle menstruel n'a pas été pris en compte ou établi le jour de chaque test. Il aurait été 

pertinent de réaliser au moins une évaluation visuelle ou un prélèvement vaginal pour déterminer 

le stade du cycle œstral (Ajayi & Akhigbe, 2020). Au moins, le cycle œstral des souris a une durée 

de 4 à 5 jours, et les tests, réalisés à des intervalles de 48 heures, garantissent la couverture de 

différents stades pour chaque cohorte de souris. 

5.5 La stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv entraîne une augmentation de la 

fréquence des toilettages et une diminution des comportements exploratoires exclusivement 

chez les souris femelles 

 La quantification des comportements éthologiques pendant les tests d'anxiété a révélé une 

augmentation des comportements anxieux exclusivement chez les femelles ChETA (Figures 9 et 

10). Ces souris femelles ChETA ont présenté une augmentation du nombre de toilettages et du 

temps consacré aux toilettages pendant l'EPM et le SA, ainsi qu'une diminution des comportements 

exploratoires suivant la stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv. Ces résultats suggèrent une 

augmentation générale du niveau d’anxiété des souris femelles ChETA. Il est important de 

souligner que l’interprétation des comportements éthologiques des rongeurs peut être sujette à 

ambiguïté et demeure controversée (Adamec et al., 2004; De Jesús-Burgos et al., 2012; Matsumoto 

et al., 2021; Rodgers & Cole, 1993). La segmentation des comportements tels que les 

redressements, les étirements et les plongées de tête en fonction de leur position dans les arènes 

aurait été pertinente pour savoir le niveau de risque associé à chaque comportement (Adamec et 

al., 2004). De même, le toilettage des rongeurs peut être augmenté tant dans des situations de stress 
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élevé que faible. Le toilettage de confort en situation de faible stress est un rituel spontané de soins 

corporels, tandis que le toilettage induit par le stress se caractérise par des rafales fréquentes de 

toilettage court et rapide (Kalueff & Tuohimaa, 2004, 2005). En revanche, aucune différence entre 

les groupes n’a été observée dans la durée de chaque toilettage. Il aurait été intéressant d'analyser 

d’autres caractéristiques du toilettage des souris, telles que la séquence et le nombre d’interruptions 

(Kalueff et al., 2016). En outre, plusieurs régions du système limbique, connectées à l’HPv, telles 

que l'hypothalamus, l'amygdale et le septum latéral, ont été identifiées comme des régulateurs des 

comportements de toilettage (Mu et al., 2020). 

5.6 La stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv entraîne une réduction de l’activité 

locomotrice  

 Puisque les neurones 5-HT du raphé, principalement du DR, sont impliqués dans la 

modulation de la locomotion des rongeurs (Correia et al., 2017; Ohmura et al., 2014; Seo et al., 

2019; Teissier et al., 2015), l’activité locomotrice des souris a été évaluée. Au cours du test de 

l’OF, les souris femelles et mâles exprimant ChETA ont présenté une diminution de l'activité 

locomotrice suivant l’activation de la projection 5-HT raphé-HPv, illustrée par une réduction de la 

distance parcourue, de la vitesse, du nombre d'épisodes de course, et du temps passé à courir, 

accompagnée d'une augmentation du temps passé immobile (Figure 11). L'analyse de la spécificité 

de l'expression virale, détaillée dans le mémoire de Félix, indique que très peu de neurones 5-HT 

co-expriment eYFP dans le noyau DR. Cependant, la modulation de l'activité locomotrice est 

associée à la stimulation du DR, et non du noyau du MnR (Ohmura et al., 2014). Nos résultats 

suggèrent que cette petite sous-population de neurones 5-HT projetant à l’HPv pourrait être 

suffisante pour influencer l'activité locomotrice des souris. 

 Dans les tests d'anxiété, suite à la stimulation de la voie 5-HT du raphé projetant à l’HPv, 

tous les groupes de souris ont présenté une réduction de leur activité locomotrice, évaluée par la 

distance totale parcourue et la vitesse moyenne de déplacement (Figures 13 et 14). Bien que cette 

réduction semble légèrement plus marquée chez les femelles exprimant ChETA, elle ne semble 

pas suffire à expliquer nos résultats dans la modulation des tests anxieux, étant donné que tous les 

groupes ont montré une réduction de la locomotion. De plus, la diminution plus importante chez 

les femelles ChETA pourrait être attribué à l'augmentation de la fréquence de toilettage pendant la 
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photo-stimulation, un comportement statique. Une analyse plus approfondie de la locomotion, 

incluant le temps passé immobile, serait pertinente pour ces tests. 

5.7 La stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv pendant un test d’anxiété augmente 

l’expression du marqueur d’activité neuronal c-Fos dans les sous-régions du raphé de 

manière dépendante au sexe 

 Pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents au dimorphisme sexuel observé dans 

les comportements anxieux dans nos résultats, une quantification du marqueur d'activation c-Fos 

a été réalisée. Il est crucial de noter que bien que les gènes immédiats précoces, tels que c-Fos, 

soient des outils précieux pour évaluer l'activation neuronale, leur utilisation comporte plusieurs 

limites. Par exemple, l'activation neuronale ne conduit pas toujours à l'expression de ces gènes, et 

inversement, l'expression de c-Fos peut résulter de facteurs autres que le test comportemental ou 

la stimulation. De plus, la fenêtre temporelle pour détecter c-Fos est souvent très restreinte et 

certaines régions cérébrales présentant une expression décalée ou prolongée des gènes immédiats 

précoces. Cette technique permet simplement d'évaluer la présence ou l'absence de c-Fos sans tenir 

compte du niveau exact d'expression. Enfin, les neurones actifs de manière chronique peuvent ne 

pas nécessairement exprimer c-Fos (Cullinan et al., 1995; Hudson, 2018; Kovács, 2008; Lara 

Aparicio et al., 2022; McReynolds et al., 2018). Les souris ont été sacrifiées 70 minutes après le 

test d'anxiété, pour permettre l’expression de c-Fos, et un triple marquage immunohistochimique 

pour c-Fos, eYFP et TpH2 a été effectué (Figure 15). Les souris mâles et femelles ChETA, par 

rapport à leurs témoins respectifs, ont montré une expression significativement plus élevée de c-

Fos dans les noyaux du B9, du DR et du DRI. Cependant, les femelles ChETA ont également 

présenté une augmentation significative de l'expression de c-Fos dans les noyaux du MnR, du 

PMnR, ainsi que dans l'IP. Diverses études mettent en avant le rôle du MnR dans la modulation 

des comportements anxieux (T. G. Andrade & Graeff, 2001; Konno et al., 2007; Ohmura et al., 

2014). L'IP a également été suggéré comme un noyau influençant les comportements d'évitement 

(Hammer & Klingberg, 1990). De manière intéressante, une étude exclusivement réalisée avec des 

mâles indique que l'inhibition de la voie IP-HPv ne semble pas avoir d'impact sur les 

comportements anxieux dans un paradigme d'EPM (Sherafat et al., 2020). Par conséquent, ces 

résultats indiquent que les neurones 5-HT du MnR, PMnR, et de l'IP projetant vers l'HPv pourraient 

moduler les comportements anxieux, spécifiquement chez les femelles. 
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6 Perspectives 

6.1 Électrophysiologie 

 Les résultats liés à l'expression du marqueur d'activité neuronale c-Fos suggèrent une piste 

intéressante pour expliquer le dimorphisme sexuel observé dans les comportements anxieux. Une 

approche pertinente serait d'enregistrer in vitro les neurones 5-HT-vHP provenant des différents 

noyaux du raphé, dans des coupes de cerveau issues de mâles et de femelles, ChETA et eYFP. 

Cette expérience permettrait d'explorer d'éventuels changements dans les propriétés 

électrophysiologiques, qu'ils soient au niveau basal (eYFP) ou résultant de l'activation de la 

projection, et qui pourraient être associés à ces variations sexuelles dans les comportements 

d’anxiété. 

 Par ailleurs, une expérience préliminaire, décrite dans le mémoire d'Alice Gravel-

Chouinard, indique que l'activation des neurones 5-HT du raphé à l'HPv semble réduire la 

fréquence du rythme thêta, une oscillation connue pour son implication dans la modulation de 

l'anxiété et influencée par le cycle œstral. Il serait judicieux de poursuivre cette expérience en 

comparant les effets de la stimulation sur les caractéristiques du rythme thêta entre les mâles et les 

femelles lors des tests d'anxiété. 

6.2 Inhibition 

L'activation des neurones 5-HT induit des effets intéressants sur les comportements 

anxieux, ce qui pourrait être complété par des études d'inhibition. Ces études pourraient être 

menées en utilisant l'opsine inhibitrice Arch, une pompe à proton hyperpolarisant les neurones 

lorsqu'elle est activée par une lumière verte. Ces expériences pourraient permettre d'évaluer si les 

effets sont inversés lors de l'inhibition, par exemple, si le blocage des neurones 5-HT du raphé 

projetant vers l'HPv entraîne une diminution des comportements anxieux chez les femelles. Il serait 

également pertinent de déterminer si l'absence d'effet observée lors de l'activation chez les mâles 

représente un effet plateau. Les mêmes paradigmes pour évaluer les comportements anxieux et 

l’activité locomotrice pourraient être répétées tout en inhibant la projection 5-HT raphé-HPv. 
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6.3 Mécanismes post-synaptiques 

 Les récepteurs postsynaptiques 5-HT1A et 5-HT2C semblent exercer une influence 

significative dans la modulation des comportements anxieux associés à l'HPv. Il serait pertinent 

d'administrer un antagoniste spécifique à chaque récepteur avant un test d'anxiété où la projection 

5-HT raphé-HPv est photo-stimulée, afin d'évaluer si cela abolissait l'augmentation des 

comportements anxieux chez les femelles. 

6.4 Pharmacologie 

 Les SSRIs semblent démontrer un effet thérapeutique plus prononcé chez les femmes que 

chez les hommes (Sramek et al., 2016). L'administration de fluoxétine, par exemple, avant un test 

d'anxiété avec la stimulation de la projection 5-HT raphé-HPv, pourrait être une approche 

intéressante. Ces médicaments pourraient potentiellement inverser l'augmentation des 

comportements anxieux chez les souris femelles et induire un effet anxiolytique.  
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7 Conclusion 

En conclusion, les travaux de ce projet de maîtrise auront permis d’approfondir la 

compréhension du rôle de la voie 5-HT du raphé projetant à l’HPv dans la modulation des 

comportements anxieux selon le sexe. Les résultats obtenus démontrent que l’activation 

optogénétique de la projection 5-HT du raphé à l’HPv pendant des tests d’anxiété augmente les 

comportements d’évitement, exclusivement chez les femelles. Parallèlement, les femelles 

manifestent une augmentation de la fréquence de toilettages et une diminution de la fréquence des 

redressements, suggérant une augmentation globale du niveau d’anxiété. L’activation de la 

projection semble également réduire l’activité locomotrice, indépendamment du sexe. Finalement, 

l’activation optogénétique de la projection 5-HT raphé-HPv pendant un test d’anxiété révèle que 

les noyaux du B9, du DR et du DRI sont sollicités pour les mâles et les femelles, tandis que, le 

dimorphisme sexuel dans les comportements d’anxiété pourrait être expliqué par l’activation 

spécifique des noyaux du MnR, du PMnR et de l’IP chez les femmes. De futures expériences seront 

nécessaires pour approfondir les mécanismes sous-jacents au dimorphisme sexuel dans les 

comportements anxieux modulés par la projection 5-HT du raphé à l’HPv. 
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