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RESUME

Les stimuli conditionnés (CS) guident les animaux vers des récompenses essentielles a leur
survie, telle que la quéte de nourriture et d'eau. lls peuvent également promouvoir la poursuite
excessive de récompense, comme dans l'addiction. La transmission glutamatergique dans
'amygdale basolatérale (BLA) régule les effets des CS. Cependant, le réle des récepteurs
glutamatergiques métabotropes du groupe Il (mGluz3) de la BLA est inconnu. Les mGluz;s sont
principalement localisés au niveau extrasynaptique sur les terminaisons neuronales. L’activation
de ces récepteurs diminue la libération synaptique de glutamate. Ainsi, nous avons émis
I'hypothése que l'activation des mGluzs dans la BLA diminue la capacité des CS a potentialiser la
recherche de récompense via la réduction de la libération de glutamate. La méthode de transfert
Pavlovien-a-instrumental (PIT) a été utilisée pour tester cette hypothése. Nous avons d'abord
confirmé un effet PIT chez des rats males. Les rats ont initialement appris a appuyer sur un levier
pour obtenir de 'eau comme récompense. lIs ont ensuite appris qu'un stimulus auditif (CS+) prédit
la livraison non-contingente d'eau, tandis qu’un stimulus auditif différent (CS-) ne signale aucune
récompense. Le jour du test PIT, les rats ont pu appuyer sur le levier sous extinction (eau omise)
et nous avons évalué linfluence des CS+ et CS- sur ce comportement. Les rats ont appuyé
davantage sur le levier pendant le CS+ comparé au CS-, indiquant que le CS+ incite les rats a
rechercher la récompense. Chez un nouveau groupe de rats males, les mémes méthodes ont été
appliquées avec un agoniste des mGluys, le LY379268 (0, 3 ou 6 ug/hémisphére) injecté dans la
BLA avant le test PIT. Le LY379268 a diminué la capacité du CS+ a inciter I'appui sur le levier.
Dans une derniére étude, nous avons examiné l'influence d’'une administration systémique de
LY379268 (0, 0.3 ou 1 mg/kg, sous-cutanée) sur I'effet PIT chez un groupe de rats males et
femelles. Les effets motivationnels du CS+ sur la recherche de récompense étaient similaires
entre les rats males et femelles. De plus, I'injection systémique de LY379268 a diminué ces effets
chez les deux sexes. Ces résultats indiquent que les mGluys régulent les propriétés

motivationnelles des CS chez les deux sexes.

Mots-clés: Conditionnement instrumental, conditionnement Pavlovien, transfert Pavlovien-a-
instrumental, amygdale basolatérale, glutamate, récepteurs mGluzs, dévaluation, différences

sexuelles



ABSTRACT

Conditioned stimuli (CS) guide animals towards rewards needed for survival, such as food and
water. In parallel, they can also promote maladaptive reward seeking, as in addiction. Glutamate
signaling within the basolateral amygdala (BLA) modulates the effects of cues. However, the role
of metabotropic group Il glutamate (mGluzz) receptors in the BLA is unknown. mGluzs are
localized predominantly extrasynaptically on presynaptic terminals. The activation of these
receptors suppresses synaptic glutamate release. Thus, we hypothesized that activating BLA
mGluz; receptors would attenuate cue-triggered increases in incentive motivation for reward, via
reduced glutamate release. The Pavlovian-to-Instrumental transfer (PIT) method was used to test
this hypothesis. We first confirmed a PIT effect in a cohort of male rats. Rats initially learned to
press a lever to obtain a water reward. Then, they learned that one auditory cue predicts non-
contingent delivery of water (CS+), while a second different auditory cue does not (CS-). On PIT
test day, the rats could lever press under extinction (water deliveries omitted), and we assessed
changes in lever pressing in response to CS+ and CS-. The rats pressed more on the lever during
CS+ versus CS-, indicating cue-triggered potentiation of incentive motivation. In a separate cohort
of male rats, the methods were repeated with the mGluys agonist LY379268 (0, 3 or 6
pug/hemisphere) infused into the BLA prior to PIT testing. LY379268 abolished CS+ potentiated
pressing on the water-associated lever. In a last study, we examined the influence of systemic
administration of LY379268 (0, 0.3 or 1 mg/kg, subcutaneous) on PIT, in a cohort of female and
male rats. We found that cue-triggered increases in incentive motivation was similar across sexes,
and that systemic injection of LY379268 decreased this effect in both sexes. These results

indicate that mGluz; receptors mediate the motivational effects of cues in both sexes.

Keywords: Instrumental conditioning, Pavlovian conditioning, Pavlovian-to-instrumental transfer,

basolateral amygdala, glutamate, mGluzs; receptors, devaluation, sex differences
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LE GLUTAMATE, L’AMYGDALE ET LA MOTIVATION

1. La motivation et le conditionnement

Les animaux sont confrontés a la nécessité de poursuivre des récompenses essentielles
a la survie, telles que la nourriture et I'eau. Pourtant, une grande partie des comportements dirigés
vers leur obtention ne sont pas sous l'influence directe de ces récompenses, mais plutét sous
celle des stimuli (e.g., sons, images ou odeurs) qui prédisent leur disponibilit¢ dans
'environnement (Bindra, 1978; Bolles, 1972; Doya, 2008; Perks & Clifton, 1997). Ainsi, les stimuli
de récompense jouent un réle adaptatif important. Néanmoins, lorsqu’ils acquiérent une valeur
motivationnelle trop élevée, les stimuli peuvent promouvoir la recherche excessive de
récompense et la surconsommation, comme dans I'addiction (Everitt, Dickinson, & Robbins,
2001; Hogarth, Balleine, Corbit, & Killcross, 2013; Ludwig, Wikler, & Stark, 1974; O'Brien,
Childress, Ehrman, & Robbins, 1998; Robinson & Berridge, 2008; Stewart, de Wit, & Eikelboom,
1984; Volkow, Wang, Fowler, & Telang, 2008). Les stimuli associés a des récompenses
acquiérent la capacité d’influencer le comportement animal lors du conditionnement instrumental,
du conditionnement pavlovien et de I'interaction entre ces deux types d’apprentissage associatif
(Rescorla & Solomon, 1967).

1.1 Principe de conditionnement instrumental

Durant le conditionnement instrumental («opérant» ou «skinnerien»), une action est
associée a une conséquence. |l existe quatre types de conditionnement instrumental (tableau 1).
Les renforcements positif et négatif favorisent un comportement via I'ajout ou le retrait d’'une
conséquence, respectivement. A linverse, les punitions positive et négative défavorisent un
comportement via I'ajout ou le retrait d'une conséquence, respectivement (Domjan, Grau, &
Krause, 2010; Rudy, 2014).

1- Renforcement positif : 3- Punition positive :
Ajouter une conséquence agréable Ajouter une conséquence désagréable
2- Renforcement négatif : 4- Punition négative :
Retirer une conséquence désagréable Retirer une conséquence agréable

Tableau 1. Résumé des types de conditionnement instrumental. Durant ce conditionnement,
une action est associee a une conséquence. Le résultat du conditionnement instrumental dépend
de la procédure utilisée [adapté de Domjan et al. (2010)].



Lorsque les actions initialement dirigées vers un but sont répétées a de nombreuses
reprises, elles peuvent graduellement devenir des habitudes (Rudy, 2014). Toutefois,
contrairement aux actions dirigées vers un but, les habitudes sont peu influencées par leur
conséquence (Balleine & Dickinson, 1998; Rudy, 2014). Il est possible de déterminer si une
réponse instrumentale est davantage une habitude ou une action dirigée vers un but par la
dévaluation. Durant la dévaluation, la valeur d’une récompense (comme la nourriture) est
diminuée lorsqu’elle est consommée jusqu’'a satiété, ou associée a une conséquence
désagréable (e.g., maladie). Ainsi, un animal qui continue d’appuyer a la méme fréquence sur un
levier pour obtenir de la nourriture qui n'est plus autant désirable (e.g., parce quelle a été
consommeée jusqu’a satiété) suggere que cette réponse instrumentale est devenue plus habituelle

et moins dirigée vers un but (Balleine & Dickinson, 1998; Rudy, 2014).

1.2 Principe de conditionnement Pavlovien

Lors du conditionnement Pavlovien (tableau 2), I'animal répond a une récompense
primaire, telle que la nourriture; une réponse non conditionnée a un stimulus non conditionné
(US). Dans ce cas, la présentation d’un stimulus neutre, comme le son d’une cloche, n’entraine
aucune réponse. En revanche, les appariements répétés du stimulus neutre avec I'US permettent
I'acquisition d’une association entre le stimulus et 'US. Le stimulus initialement neutre devient
ainsi un stimulus conditionné (CS). Une fois que l'association CS-US est bien établie, la
présentation du CS a lui seul génére des réflexes ou des comportements conditionnés adaptés

a la nature de I'US initial (Domjan et al., 2010).

1. Avant le conditionnement

2. Durant le conditionnement

3. Aprés le conditionnement

a. Stimulus et réponse non
conditionnés
Nourriture — Salive

Association stimuli non
conditionné et neutre
Nourriture + Cloche — Salive

Stimulus et réponse
conditionnés
Cloche seule — Salive

b. Stimulus neutre sans
réponse
Cloche seule - Rien

Tableau 2. Résumé du conditionnement Pavlovien. Durant ce conditionnement, un stimulus
neutre (le son d’'une cloche) devient un stimulus conditionné, grace a son appariement répété
avec un stimulus non conditionné (la nourriture).

Les réflexes conditionnés incluent plusieurs changements physiologiques, tels que
'augmentation de la fréquence cardiaque, de la pression sanguine et de la salivation (Childress,

Ehrman, McLellan, & O'Brien, 1988; Ehrman, Robbins, Childress, & O'Brien, 1992; Robbins,
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Ehrman, Childress, & O'Brien, 1999). Grace a leurs propriétés prédictives, les CS peuvent aussi
inciter I'animal a approcher le site de livraison prévue de la récompense. Enfin, les CS peuvent
acquérir des propriétés motivationnelles a travers le conditionnement Pavlovien (Domjan et al.,
2010). Ces propriétés motivationnelles leur conférent la capacité de promouvoir I'apprentissage
de nouveaux comportements (un effet appelé « renforcement conditionné ») (Mackintosh, 1974),
ou de potentialiser des actions spécifiques en vue de I'obtention de la récompense associée (un
effet appelé « transfert Pavlovien-a-instrumental (PIT) ») (Berridge & Robinson, 2003; Rescorla

& Solomon, 1967). Ce dernier phénomeéne est détaillé a la section 1.3 suivante.

1.3 Transfert Pavlovien-a-instrumental

Tel que mentionné précédemment, les CS influencent le comportement animal au
quotidien, en potentialisant des actions qui visent I'obtention de récompense. Cet effet est connu
sous le nom de « transfert Pavlovien-a-instrumental (PIT) ». Le PIT a également été adapté en
un modéle comportemental pour étudier les propriétés motivationnelles des CS et les processus
neurologiques sous-jacents en laboratoire. Le modéle PIT se déroule en trois étapes: deux
phases successives d’apprentissage (i.e., les conditionnements instrumental et Pavlovien) et un
test PIT (Cartoni, Balleine, & Baldassarre, 2016; Holmes, Marchand, & Coutureau, 2010). Lors
du conditionnement Pavlovien, les sujets apprennent a associer un CS a la livraison d’'une
récompense. Dans un deuxiéme temps, les sujets apprennent lors du conditionnement
instrumental a effectuer une réponse instrumentale pour obtenir cette récompense. Le jour du
test PIT, les sujets ont la possibilité d’effectuer la méme réponse instrumentale, mais sous
extinction (i.e., la réponse n’est plus renforcée par la récompense) et I'influence de la présentation
du CS sur ce comportement est évaluée. Les conditions d’extinction durant le test permettent
d’isoler les propriétés motivationnelles du CS de celles de la récompense. L’effet PIT réfere a
'augmentation de la réponse instrumentale qui peut étre observée lorsque le CS est présenté,
indiquant que ce dernier a acquis des propriétés motivationnelles (Cartoni et al., 2016; Hogarth,
Dickinson, Wright, Kouvaraki, & Duka, 2007; Kruse, Overmier, Konz, & Rokke, 1983; Lovibond,
1981; Rescorla & Solomon, 1967; Walker, 1942; Wyvell & Berridge, 2000). Durant le test PIT, la
présentation du CS peut aussi augmenter I'approche des sujets vers le site de livraison prévue

de la récompense, via ses propriétés prédictives (Robinson & Flagel, 2009).

1.3.1 Les théories du PIT

Le PIT résulte de l'interaction entre le conditionnement Pavlovien et le conditionnement

instrumental. Balleine et Ostlund (2007) ont d’ailleurs proposé une théorie pour expliquer
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plusieurs aspects du PIT. Selon cette théorie, le conditionnement instrumental permettrait d’abord
la formation de deux associations soient: 1) la réecompense comme une conséquence de l'action
(action-US), et 2) la récompense comme un stimulus précédant la prochaine action (US-action).
Lors du conditionnement Pavlovien, l'individu apprendrait 'association entre le stimulus et la
récompense (CS-US). Puis, le jour du test PIT, la présentation du CS activerait un souvenir de la
récompense, grace a l'association CS-US, qui stimulerait ensuite l'initiation de la réponse

instrumentale de recherche de cette récompense, via I'association US-action.

De plus, 'amplitude de l'effet PIT (i.e., la valeur motivationnelle du CS) pourrait dépendre
de la force de 'association action-US, qui a son tour varierait en fonction de la désirabilité de la
récompense (Balleine & Ostlund, 2007; Holmes et al., 2010). Par exemple, la valeur
motivationnelle d’'un CS associé a la nourriture serait plus faible chez un animal qui a consommé
celle-ci jusqu’a satiété avant le test PIT (Aitken, Greenfield, & Wassum, 2016; Corbit, Janak, &
Balleine, 2007).

1.3.2 Les types de PIT

Des études ont récemment découvert que le PIT peut émerger d’'un processus sensoriel
spécifique (PIT spécifique) ou d’'un processus affectif général (PIT général). Ces deux types de
PIT se distinguent sur le plan comportemental (Corbit & Balleine, 2005; Prevost, Lilieholm,
Tyszka, & O'Doherty, 2012). En effet, le PIT spécifique se manifeste lorsqu’'un CS favorise la
production d’'une action instrumentale qui a été associée avec la méme récompense que ce CS.
Il est donc guidé par la représentation de propriétés sensorielles détaillées d’'une récompense
spécifique. Le PIT général, quant a lui, s’observe lorsqu’un CS favorise la production d’'une action
instrumentale pour une récompense différente de celle prédite par ce CS. Ce dernier type est
ainsi dirige par la représentation de caractéristiques appétitives plus générales de la récompense
(Cartoni et al., 2016; Corbit & Balleine, 2005). Par exemple, I'odeur (CS) de biscuits (US) peut
inciter la recherche de cet aliment spécifique (PIT spécifique) ou bien motiver des comportements
de recherche de nourriture en général (PIT général). Le PIT spécifique et le PIT général sont
également régulés par différents substrats neuronaux, tels que décrits aux sections 2.1 et 2.2 du

chapitre I.

1.3.3 Les modeéles de PIT

Il existe aussi des différences au niveau des modeéles pour étudier le PIT. Certaines études

utilisent un modéle PIT simple a une récompense (voir tableau 3) (Hall, Parkinson, Connor,
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Dickinson, & Everitt, 2001; Holland & Gallagher, 2003). Dans ce modéle, une seule action (e.g.,
appui sur le levier actif) délivre une récompense (US; e.g., biscuit) lors du conditionnement
instrumental. Un levier inactif est également parfois disponible, mais son appui n’entraine aucune
conséquence. Durant le conditionnement Pavlovien, cette méme récompense (biscuit) est
associée a un CS (CS+), alors qu’un stimulus contrle ne prédit aucune récompense (CS-).
Durant le test, I'effet PIT est présent lorsque le nombre d’appuis sur le levier associé a I'US (levier
actif) est plus élevé lors du CS+, comparé au CS- ou Pré-CS. La disponibilit¢ d’'une seule
récompense dans ce modéle ne permet pas la distinction comportementale entre les deux types
de PIT. En revanche, la littérature a tendance a associer ce modéle au PIT général, car
I'association d’une seule action-récompense ne favoriserait pas la formation de représentations
sensorielles détaillées de la récompense, mais plutdt la formation de représentations appétitives

plus générales de la récompense (Cartoni et al., 2016; Holland, 2004).

Phase 1 : Phase 2 : Phase 3 :
Conditionnement Conditionnement Test PIT
instrumental Pavlovien
Levier 1 (actif) - US (biscuit) CS+ — US (biscuit) Pré-CS, CS+, CS-:
Levier 2 (inactif) - & CS--9@ Levier1 - @
Levier2 > @

Tableau 3. Design expérimental d’'un modeéle PIT simple a une récompense. J, pas de
réecompense délivrée; CS+, stimulus conditionné; CS-, stimulus contréle (neutre); US, stimulus
non conditionné; Pré-CS, période précédant les CS (baseline).

Le modele PIT spécifique (voir tableau 4) utilise durant le conditionnement instrumental
deux options d’actions, chacune délivrant une récompense différente (e.g., Levier 1 — biscuit,
Levier 2 - noix). Lors du conditionnement Pavlovien, chaque récompense est associée a un CS
différent (CS1 — biscuit, CS2 — noix) (Blundell, Hall, & Killcross, 2001; Cartoni et al., 2016;
Holland, 2004). Durant le test, ce modéle mesure le PIT spécifique, ou chacun des deux CS incite
préférentiellement I'appui sur le levier avec lequel il partage une récompense (CS1 — Levier 1 >
Levier 2; CS2 — Levier 2 > Levier 1).

Phase 1 : Phase 2 : Phase 3 :
Conditionnement Conditionnement Test PIT
instrumental Pavlovien
Levier 1 - US1 (biscuit) CS1 - US1 (biscuit) Pré-CS, CS1,CS2:
Levier 2 - US2 (noix) CS2 - US2 (noix) Levier1 - @
Levier2 > @

Tableau 4. Design expérimental d’un modéle PIT spécifique. @, pas de récompense délivrée;
CS, stimulus conditionné; US, stimulus non conditionné; Pré-CS, période précédant les CS
(baseline).
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Enfin, certaines études utilisent un modeéle PIT complet (voir tableau 5). Durant le
conditionnement instrumental, il y a deux options d’actions, chacune délivrant une récompense
différente (e.g., Levier 1 — biscuit, Levier 2 — noix). Lors du conditionnement Pavlovien, trois
CS sont présentés : deux CS sont associés avec les récompenses délivrées par les actions (CS1
— biscuit, CS2 — noix), tandis qu’un troisieme CS est associé avec une récompense qui n’est
partagée avec aucune action (CS3 - yogourt). Ce dernier modéle a pour avantage de permettre
la distinction comportementale entre le PIT spécifique et le PIT général dans une seule
expérience (Corbit & Balleine, 2005, 2011): le PIT général s’observe lorsque la présentation du
CS3 augmente les appuis sur les leviers 1 ou 2 (CS3 — Leviers 1 ou 2 > Pré-CS); le PIT
spécifique se refléte lorsque les CS1 et CS2 incitent préférentiellement les appuis sur les leviers

avec lesquels ils partagent une récompense (CS1 — Levier 1 > Levier 2; CS2 — Levier 2 > Levier

1),

Phase 1 : Phase 2 : Phase 3 :
Conditionnement Conditionnement Test PIT
instrumental Pavlovien
Levier 1 - USH1 (biscuit) CS1 - US1 (biscuit) Pré-CS, CS1, CS2, CS3:
Levier 2 - US2 (noix) CS2 - US2 (noix) Levier1 - @
CS3 - US3 (yogourt) Levier2 > @

Tableau 5. Design expérimental d’un modéle PIT complet. @, pas de récompense délivrée;
CS, stimulus conditionné; US, stimulus non conditionné; Pré-CS, période précédant les CS
(baseline).

1.4 Les différences sexuelles dans la réponse aux CS

La plupart des recherches sur les propriétés prédictives et motivationnelles des CS ont été
conduites chez des rats males (Pitchers et al., 2015; Becker & Koob, 2016). Cependant, certaines
études ont comparé les deux sexes dans leurs comportements conditionnés. Par exemple,
Feltenstein, Henderson et See (2011) ont découvert que le sexe n’influence pas la capacité des
CS a induire le rétablissement de la recherche de cocaine chez des rats aprés extinction. De
méme, Pitchers et ses collegues (2015) n’ont pas observé de différences sexuelles notables dans
la motivation des rats a appuyer sur un levier pour obtenir la présentation de CS associés a la
nourriture. En revanche, des études de Delamater, Schneider et Derman (2017) ainsi que
d’Hammerslag et Gulley (2014) suggérent que les sexes différent dans leur réponse a I'extinction
Pavlovienne du PIT ou de I'approche conditionnée. En effet, lorsque les rats regoivent des
sessions d’extinction Pavlovienne (durant lesquelles la récompense n’est plus délivrée lors du

CS), la recherche de la récompense en réponse au CS diminue lors du test PIT, mais de fagon
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plus importante chez les méles versus les femelles (Delamater et al., 2017). Ainsi, I'effet PIT

serait davantage résistant a I'extinction Pavlovienne chez les femelles.

2. Les régions neuronales impliquées dans le PIT

Depuis le début de ce siécle, de nombreuses études ont approfondi notre compréhension
du réseau de régions neuronales régulant les effets des CS sur la recherche de récompense. Ces

régions neuronales sont décrites aux sections 2.1 et 2.2 suivantes.

2.1 L’aire tegmentaire ventrale et le noyau accumbens

L’aire tegmentaire ventrale (VTA, ventral tegmental area) et le noyau accumbens (NAc,
nucleus accumbens) (voir figure 1) sont impliqués dans la capacité des CS a stimuler le désir
pour une récompense et potentialiser des actions instrumentales visant a I'obtenir. En effet, des
Iésions de la VTA diminuent la libération de dopamine dans le NAc et réduisent I'amplitude du
PIT (Corbit et al., 2007). De méme, l'injection d’'un antagoniste dopaminergique dans le NAc
diminue l'effet PIT (Lex & Hauber, 2008), tandis que l'injection d’'un agoniste dopaminergique
amplifie cet effet (Wyvell & Berridge, 2000, 2001). Par ailleurs, le NAc est divisé en deux régions
distinctes, le coeur « core » et la coquille « shell », et une étude de lésions suggére que la coquille
du NAc régule le PIT spécifique, tandis que le coceur du NAc module le PIT général (Corbit &
Balleine, 2011).

2.2 L’amygdale et ses projections

L’amygdale est une structure complexe située dans le lobe temporal (voir figure 1) et
composée de multiples noyaux interconnectés. Le complexe de 'amygdale basolatérale (BLA,
basolateral complex of the amygdala) se compose principalement de projections
glutamatergiques (80-85%) et d’interneurones GABAergiques (15-20%) (Sah, Faber, Lopez De
Armentia, & Power, 2003; Spampanato, Polepalli, & Sah, 2011), tandis que le noyau central de
'amygdale (CeA, central nucleus of the amygdala) comprend principalement des neurones
GABAergiques (Janak & Tye, 2015). L’'amygdale est traditionnellement connue pour son réle
dans le conditionnement et I'extinction de la peur (LeDoux, 2003; Marin, Camprodon, Dougherty,
& Milad, 2014). Cependant, elle est également une région clé pour la recherche de récompense
évoquée par un CS. Dans une étude chez le rat, les neurones de la BLA s’activent en réponse a
la présentation d’'un CS associé a une récompense. Cette activation déclenche un état
motivationnel durant lequel les rats recherchent la récompense de fagon plus intense (Tye &

Janak, 2007). De plus, des études de Iésions chez le rat (Corbit & Balleine, 2005) ou d’imagerie
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par résonance magnétique fonctionnelle (IRMf) chez 'humain (Prevost et al., 2012) suggérent

que la BLA régule le PIT spécifique, alors que la CeA module le PIT général.

Les informations de I'environnement sont recues par la BLA via des afférences provenant
du thalamus et des cortex sensoriels. Des connexions réciproques lient également la BLA au
cortex préfrontal, a I'hippocampe et aux aires sensorielles associatives (Janak & Tye, 2015;
McDonald, 1998; Sah et al., 2003). De plus, la BLA émet des projections en direction du NAc, de
la strie terminale et de la CeA. Ces trois régions permettraient quant a elles de traduire les
informations de la BLA en comportements (Janak & Tye, 2015). Des études suggerent que les
projections de la BLA vers le NAc jouent un réle particulierement important dans la recherche de
récompense évoquée par un CS. Par exemple, linactivation BLA — NAc prévient le
rétablissement de la recherche de cocaine évoquée par un CS aprés extinction (Stefanik &
Kalivas, 2013). De méme, Shiflett et Balleine (2010) ont démontré que I'inactivation BLA — NAc
diminue I'expression du PIT. Enfin, les projections de la BLA vers le cortex orbitofrontal (OFC,
orbitofrontal cortex) sont également critiques pour la capacité des CS a potentialiser la recherche
de récompense, puisque l'inactivation BLA — OFC atténue I'expression du PIT (Lichtenberg et
al., 2017).

D’autres études ont démontré que la transmission glutamatergique au niveau de la BLA
est impliquée dans la régulation de la réponse comportementale aux CS. Ainsi, le systéme
glutamatergique est présenté dans la prochaine section avec une emphase sur la BLA (voir

section 3.3, chapitre ).
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Noyau accumbens (NAc)
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—p Glutamate
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Figure 1. Schéma des régions neuronales impliquées dans le PIT. Le NAc recoit de la
dopamine de la VTA, ainsi que du glutamate provenant de la BLA [image créée sur
biorender.com].

3. Le systéme glutamatergique
3.1 Le glutamate

Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal dans le systéme nerveux des
mammiféres (Takamori, 2006). Il joue un réle dans presque toutes les fonctions nerveuses,
notamment la cognition, la mémoire et 'apprentissage (Imre, 2007). La plupart du glutamate se
retrouve dans les terminaisons axonales, ou il est synthétisé par des enzymes glutaminases
mitochondriales, particulierement abondantes dans cette région des neurones (Aoki, Kaneko,
Starr, & Pickel, 1991; Marquez et al., 2009). Le glutamate dans les terminaisons neuronales est
concentré a lintérieur de vésicules synaptiques par des transporteurs de glutamate veésiculaire
(VGluts) (Takamori, 2006). En réponse a I'arrivée d’un potentiel d’action permettant I'ouverture
de canaux calcium (Ca?*) voltage-dépendants et un taux accru de Ca®* cytosolique, ces vésicules
synaptiques fusionnent a la membrane plasmique des neurones, libérant le glutamate dans la
fente synaptique. Ce dernier peut ensuite se lier a des récepteurs glutamatergiques de la
membrane postsynaptique, complétant ainsi la transmission synaptique. Suite a sa libération par

le neurone présynaptique, le glutamate peut également se lier a des récepteurs glutamatergiques
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de la membrane présynaptique (transmission autocrine) ou se lier a des récepteurs

glutamatergiques de cellules voisines (transmission paracrine) (Featherstone, 2010).

3.2 Les récepteurs glutamatergiques

Les récepteurs glutamatergiques se divisent en deux grandes catégories: les récepteurs
ionotropes (iGIuRs) et les récepteurs métabotropes (mGIuRs) (Kew & Kemp, 2005; Ozawa,
Kamiya, & Tsuzuki, 1998).

3.2.1 Les récepteurs ionotropes

Les iGluRs sont des canaux ioniques ligand-dépendants. Ces récepteurs sont sous-divisés
en trois principaux types: récepteurs a-amino-3-hydroxyl-5-methyl-4-isoxazole-propionate
(AMPA), récepteurs N-methyl-D-aspartic acid (NMDA) et récepteurs Kainate (Kew & Kemp,
2005). En général, les iGluRs sont localisés sur la membrane postsynaptique. La liaison du
glutamate synaptique au domaine extracellulaire des iGluRs déclenche I'ouverture de leur canal
et l'influx des cations Na* et Ca?*, ce qui méne normalement & la dépolarisation de la membrane
postsynaptique (Kew & Kemp, 2005; Ozawa et al., 1998; Schoepp, 2001). L’activation des
récepteurs AMPA permet la majorité de la transmission excitatrice rapide du glutamate dans
le systéme nerveux (Derkach, Oh, Guire, & Soderling, 2007). Les récepteurs NMDA quant a eux
ont la particularité de s’ouvrir plus longtemps permettant I'entrée d’une concentration importante
de Ca®" et linitiation de cascades de signalisation intracellulaire dépendantes du Ca?*. Ces
cascades peuvent entrainer des changements dans I'expression de génes, du nombre ou
fonctionnement des synapses, modifiant ainsi I'efficacité synaptique (plasticité synaptique).
Cette capacité est a la base de I'apprentissage et de la mémoire (Rudy, 2014; Whitlock, Heynen,
Shuler, & Bear, 2006). Enfin, les récepteurs Kainate peuvent étre postsynaptiques et participer a
la transmission synaptique, mais ils peuvent aussi étre présynaptiques, ou ils exercent des

fonctions régulatrices sur la libération du glutamate (Pinheiro & Mulle, 2006).

3.2.2 Les récepteurs métabotropes

Les mGIluRs sont des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés aux protéines
G. Ces récepteurs sont sous-divisés en trois principaux types: groupe | (mGluis), groupe Il
(mGluz) et groupe Il (mGlugse7ss). La liaison du glutamate au domaine extracellulaire des mGluRs
déclenche des changements de conformation du récepteur qui ménent a I'activation d’'une
cascade de signalisation intracellulaire dépendante des protéines G (Conn & Pin, 1997;

Niswender & Conn, 2010). Les mGIuRs sont largement répartis dans I'ensemble du systeme
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nerveux central, ce qui suggére que ces récepteurs jouent un réle dans de nombreuses fonctions
nerveuses. Leur localisation ainsi que leur fonction de modulation positive ou négative de la
transmission glutamatergique varient selon le sous-type de mGIluRs (Conn & Pin, 1997;
Niswender & Conn, 2010; Schoepp, 2001). Par exemple, les mGluRs du groupe | sont
principalement situés sur la membrane postsynaptique et leur activation méne souvent a la
dépolarisation de la membrane et 'augmentation de I'excitabilité neuronale. Au contraire, les
mGIuRs des groupes Il ou lll sont majoritairement localisés sur la membrane présynaptique, ou
ils inhibent la libération synaptique de neurotransmetteurs, comme le glutamate (Conn & Pin,
1997; Niswender & Conn, 2010). Un contréle plus précis de I'excitation au sein du systeme
nerveux est possible grace a I'expression différentielle de ces sous-types de mGIuRs a certaines
synapses et régions du cerveau. Ainsi, un large éventail de pathologies neurologiques ou
psychiatriques impliquant une altération de I'excitabilité des circuits neuronaux (par exemple,
I'addiction) pourrait potentiellement étre traité avec des agents pharmacologiques ciblant les

différents sous-types de mGIuRs (Imre, 2007; Schoepp, 2001).

3.3 L’homéostasie glutamatergique

La majorité du glutamate extracellulaire dans le systéme nerveux est extrasynaptique non-
vésiculaire et a des fonctions importantes de signalisation paracrine (Featherstone, 2010). Le
glutamate extrasynaptique est principalement libéré par I'échangeur cystine-glutamate en
échange de molécules de cystine. Cet échangeur est surtout exprimé au niveau des cellules
gliales (Baker, Xi, Shen, Swanson, & Kalivas, 2002). Dans le systéme nerveux, le glutamate
extracellulaire se divise donc en deux ensembles: le glutamate synaptique et le glutamate
extrasynaptique (Featherstone, 2010). L’homéostasie glutamatergique repose sur I'équilibre
entre la libération et I'élimination du glutamate synaptique et extrasynaptique, et contréle I'accés
du glutamate aux récepteurs iGluRs et mGIluRs (Kalivas, 2009) (voir figure 2). Cet équilibre
empéche que des concentrations trop élevées de glutamate extracellulaire entrainent une sur-
stimulation des NMDA, [l'apoptose et la nécrose neuronale (appelée « excitoxicité
glutamatergique »), engendrée principalement par I'entrée massive de Ca?* (Magi, Piccirillo,

Amoroso, & Lariccia, 2019).

Le glutamate est éliminé des fluides extracellulaires grace aux transporteurs d’acides
aminés excitateurs (EAATS, excitatory amino acid transporters) majoritairement présents sur les
cellules gliales (astrocytes) (Danbolt, 2001). Les astrocytes sont ainsi principalement

responsables du recyclage du glutamate qui est converti en glutamine, puis libéré dans I'espace

19



extracellulaire, et finalement repris par les neurones pour étre reconverti en glutamate.
L’'importation du glutamate via les EAATs est couplée au transport du sodium et potassium le
long de leur gradient de concentration (Danbolt, 2001; Featherstone, 2010). En important le
glutamate dans les astrocytes, les EAATs exercent trois fonctions: j) ils participent au maintien
de concentrations non-toxiques de glutamate extracellulaire, ii) ils protegent les mGIluRs
extrasynaptiques de l'exposition au glutamate synaptique, et ji)) inversement, ils réduisent

l'influence du glutamate extrasynaptique sur les iGIuRs de la fente synaptique (Kalivas, 2009).

Les récepteurs glutamatergiques métabotropes du groupe Il (mGluz3) sont majoritairement
situés sur les terminaisons de neurones glutamatergiques et extrasynaptiques vis-a-vis de
'échangeur cystine-glutamate. Cette localisation stratégique les expose a un tonus
glutamatergique basal constant (Kalivas, 2009). Les mGluz; sont des récepteurs a 7 domaines
transmembranaires couplés a une protéine Gi/o. Leur stimulation par le glutamate inhibe I'activité
de I'adénylate cyclase et la formation d’AMPc via I'ATP (Conn & Pin, 1997; Niswender & Conn,
2010). Par conséquent, leur activation diminue la libération synaptique de glutamate et
I'excitabilitét des neurones de projection. La libération synaptique de glutamate est ainsi
hautement régulée par des mécanismes de rétroaction négative, lorsque les mGluz; sont activés
par le glutamate extrasynaptique. Ces mécanismes participent eux-aussi a la protection contre

I'hyperexcitabilité glutamatergique (Conn & Pin, 1997; Niswender & Conn, 2010; Schoepp, 2001).

Comme mentionné en section 2.2, les neurones glutamatergiques de la BLA jouent un réle
particulierement important dans la modulation des propriétés motivationnelles des CS (Derman,
Bass, & Ferrario, 2020). En effet, le glutamate est le signal principal entrant dans la BLA, et la
réponse comportementale aux CS implique le renforcement des synapses glutamatergiques
entre le thalamus et la BLA (Tye, Stuber, de Ridder, Bonci, & Janak, 2008). De plus, le blocage
de récepteurs glutamatergiques ionotropes AMPA (Malvaez et al., 2015) et NMDA (Feltenstein &
See, 2007) dans la BLA diminue la recherche de récompense évoquée par des CS. Enfin,
Malvaez et ses collégues (2015) ont démontré que la fréquence de libération du glutamate dans
la BLA est positivement corrélée aux actions instrumentales évoquées par des CS. Des
altérations de I’homéostasie glutamatergique dans la BLA et ses projections pourraient ainsi étre

liées a I'attribution pathologique d’'une valeur motivationnelle a un CS, comme dans I'addiction.
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Figure 2. Homéostasie glutamatergique. Le glutamate extracellulaire se divise en 2
compartiments fonctionnellement distincts et en équilibre (glutamate synaptique et
extrasynaptique) [adapté de Featherstone (2010)].
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DONNEES RECENTES ET OBJECTIFS DE L’ETUDE

Les sons, les images et les odeurs qui prédisent des récompenses peuvent acquerir des
propriétés motivationnelles leur permettant d’influencer le comportement animal (Bindra, 1978;
Bolles, 1972). Pour étudier ces propriétés, nous avons utilisé le « transfert pavlovien-a-
instrumental (PIT) » comme modéle comportemental, puisque contrairement a d’autres taches
comportementales, les conditions d’extinction (i.e., récompense omise) lors du test PIT
permettent I'évaluation des propriétés motivationnelles du CS, sans l'influence confondante du
renforcement par la récompense primaire (Dickinson & Balleine, 1994; Rescorla & Solomon,
1967; Wyvell & Berridge, 2000, 2001). De plus, le PIT exclut l'influence confondante du
renforcement par le CS (renforcement secondaire), puisque la présentation du CS est non-
contingente (indépendante) de la réponse instrumentale (Wyvell & Berridge, 2000). Dans une
premiéere étude, I'objectif était de sélectionner les parameétres de notre modele et de confirmer un
effet PIT dans des conditions de base chez un groupe de rats males, puisque cet effet peut étre
subtile chez le rat selon les paramétres sélectionnés (Delamater & Holland, 2008; Wyvell &
Berridge, 2000). Pour notre étude, les rats sous restriction d’eau ont appris a appuyer sur un
levier pour obtenir de I'eau (la récompense). lls ont ensuite appris qu'un stimulus auditif (CS+)
prédit la livraison d’eau, tandis qu’'un stimulus auditif différent (CS-) ne signale aucune
récompense. Le jour du test PIT, ils ont pu appuyer a nouveau sur le levier, mais sous extinction
(i.e. sans eau), et nous avons évalué l'influence de la présentation non-contingente des CS+ et
CS-. Par ailleurs, nous avons utilisé des CS d’une durée de 2 min chacun et des horaires de
renforcement a intervalle variable (VI), puisque ces paramétres sont reconnus pour promouvoir
I'expression du PIT (Holmes et al., 2010; Lovibond, 1983). Nous nous attendions a ce que les

rats appuient davantage sur le levier pendant le CS+ comparé au CS-, indiquant un effet PIT.

La plupart des recherches sur les mécanismes neuronaux sous-jacents aux propriétés
motivationnelles des CS se sont concentrées sur le systtme dopaminergique mésolimbique
(Wyvell & Berridge, 2000, 2001; Berridge and Robinson, 1998). La BLA quant a elle est une
région neuronale moins connue dans le contexte des stimuli de récompense. Des études de
lésions chez le rat (Blundell et al., 2001; Corbit & Balleine, 2005) et d’'IRMf chez ’humain (Prevost
et al., 2012; Talmi, Seymour, Dayan, & Dolan, 2008) suggérent que la BLA régule les propriétés
motivationnelles des CS. D’autres études ont démontré que la transmission excitatrice rapide du
glutamate au niveau de la BLA joue un réle dans la modulation des propriétés motivationnelles
des CS. Par exemple, le blocage de récepteurs glutamatergiques ionotropes AMPA/NMDA

dans la BLA diminue la recherche de récompense évoquée par des CS (Feltenstein & See, 2007;
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Malvaez et al., 2015). Toutefois, les contributions des mGluzz de la BLA sont inconnues.
Pourtant, les mGluzz semblent jouer un réle unique dans la réponse comportementale aux CS.
En effet, des études ont démontré que I'administration systémique d’un agoniste des mGluzs
diminue le rétablissement de la recherche de drogue évoquée par un CS aprés extinction
(Backstrom & Hyytia, 2005; Baptista, Martin-Fardon, & Weiss, 2004; Bossert, Busch, & Gray,
2005; Bossert, Poles, Sheffler-Collins, & Ghitza, 2006; Zhao et al., 2006). De plus, les mGluz3
sont exprimés a des niveaux élevés dans la BLA (Ohishi, Neki, & Mizuno, 1998; Petralia, Wang,
Niedzielski, & Wenthold, 1996). Dans une deuxiéme étude, notre objectif était donc d’étudier les
effets d’une activation des mGluy;s de la BLA sur la capacité d’'un CS a potentialiser la recherche
d’'une récompense, telle que mesurée par le PIT. Puisque l'activation des mGluzs diminue la
libération synaptique de glutamate (Conn & Pin, 1997; Niswender & Conn, 2010; Schoepp, 2001),
notre hypothése était que I'activation des mGluz;; de la BLA diminue le PIT, di a la réduction de
la libération de glutamate. Ainsi, chez un nouveau groupe de rats méles, les mémes méthodes
ont été appliquées avec un agoniste des mGluzss, le LY379268 (0, 3 ou 6 pg/0,5 pl/hémisphére)

administré dans la BLA avant le test PIT.

Dans une troisieme étude, nous avons inclus des rats femelles a notre protocole, puisque
la majorité des recherches sur les effets des CS ont été conduites chez des rats males et qu’il y
a des limites a la généralisation des résultats obtenus chez les males aux femelles (Becker &
Koob, 2016; Prendergast, Onishi, & Zucker, 2014; Shansky, 2019; Shansky & Murphy, 2021). De
plus, les données actuelles sur les différences sexuelles dans la réactivité aux CS chez I’humain
sont mitigées, suggérant que les femmes sont plus (Perkins et al., 2001; Robbins et al., 1999),
moins (Sterling, Dean, Weinstein, Murphy, & Gottheil, 2004) ou autant (Avants, Margolin, Kosten,
& Cooney, 1995; Negrete & Emil, 1992; Rubonis et al., 1994; Waldrop et al., 2010) sensibles aux
effets des CS associés aux drogues par rapport aux hommes. De méme, des études chez le rat
suggerent que les femelles et les méales montrent des comportements conditionnés similaires
(Feltenstein et al., 2011; Pitchers et al., 2015) alors que d’autres suggerent que les deux sexes
peuvent différer dans leur réponse aux CS aprés extinction (Delamater et al., 2017; Hammerslag
& Gulley, 2014). Cependant, la plupart de ces études utilisent des taches comportementales qui
n'excluent pas linfluence du renforcement secondaire puisque la présentation du CS est
contingente a la réponse instrumentale, contrairement au modéle comportemental PIT (Wyvell &
Berridge, 2000). Par conséquent, I'objectif de la troisieme étude était d’examiner les similitudes
et les différences dans la capacité d’'un CS a potentialiser la recherche d’'une récompense entre

les rats males et femelles, en utilisant le modele PIT. Puisque la littérature rapporte davantage
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de similitudes que de différences sexuelles dans les comportements conditionnés, nous nous

attendions a ce que le sexe n’influence pas I'effet PIT.

Certains mécanismes neuronaux sous-jacents aux propriétés motivationnelles des CS
peuvent également différer entre les sexes. Par exemple, la recherche de cocaine évoquée par
un CS déclenche une plus grande expression de la protéine Fos, un marqueur d’activité
neuronale, dans les régions mésocorticolimbiques de rats femelles par rapport aux males
(Johnson et al., 2019; Zhou et al., 2014). En revanche, aucune étude n’a rapporté, a notre
connaissance, les contributions des mGluz; dans les propriétés motivationnelles des CS chez les
femelles. Ainsi, I'objectif de la derniére étude était de comparer les effets d’'une activation des
mGluzsz sur I'expression du PIT entre les sexes. Des rats males et femelles ont recu des injections
sous-cutanées de LY379268 (0, 0.3 ou 1 mg/kg) 30 min avant le test PIT. Comme aucune
différence sexuelle notable n’a été observée dans I'effet PIT lors de notre troisiéme étude, nous
nous attendions a pouvoir mettre en commun les résultats des males et des femelles obtenus
durant le test PIT. Cette étude permet de comparer le role adaptatif des CS dans la recherche
quotidienne de récompenses essentielles (e.g., eau ou nourriture) entre les sexes, puisque les
effets motivationnels du CS observés sur le comportement des rats étaient normaux (i.e., non
pathologiques). Par ailleurs, étant donné que les CS peuvent aussi étre des déclencheurs de la
rechute chez les toxicomanes (Ehrman et al., 1992; O'Brien et al., 1998), une meilleure
compréhension des différences et similitudes entre les sexes dans les effets des CS et les
mécanismes sous-jacents est nécessaire pour fournir des informations sur la maniére de
concevoir un traitement et des ressources pour I'addiction qui seraient plus efficaces et adaptés

au sexe.
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Abstract

Rationale. Reward-associated cues can trigger incentive motivation for reward and invigorate
reward-seeking behaviour via Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT). Glutamate signaling within
the basolateral amygdala (BLA) modulates cue-triggered increases in incentive motivation.

However, the role of BLA metabotropic group Il glutamate (mGluzs3) receptors is largely unknown.

Objectives. In Experiment 1, we characterized cue-triggered increases in incentive motivation for
water reward using the PIT paradigm. In Experiment 2, we assessed the influence of intra-BLA

microinjections of the mGluyss receptor agonist LY379268 on this effect.

Methods. Water-restricted male Sprague-Dawley rats learned to press a lever for water.
Separately, they learned to associate one of two auditory cues with free water. On test days, rats
could lever press under extinction conditions (no water), with intermittent, non-contingent CS+
and CS- presentations. In Experiment 1, rats were tested under baseline conditions. In
Experiment 2, rats received intra-BLA microinjections of LY379268 (0, 3 and 6 ug/hemisphere)

before testing.

Results. Across experiments, CS+, but not CS- presentations increased water-associated lever
pressing during testing, even though responding was reinforced neither by water nor the CS+.
Intra-BLA LY379268 abolished both CS+ potentiated pressing on the water-associated lever and
CS+ evoked conditioned approach to the site of water delivery. LY379268 did not influence
locomotion or instrumental and Pavlovian response rates during intervals between CS

presentations or during the CS-, indicating no motor effects.

Conclusions. mGluzsz receptor activity in the BLA mediates CS-triggered potentiation of incentive
motivation for reward, suppressing both CS-induced increases in instrumental pursuit of the

reward and anticipatory approach behaviour.

Keywords: Instrumental conditioning, Pavlovian conditioning, Pavlovian-to-instrumental transfer,

basolateral amygdala, glutamate, mGluzs receptors
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INTRODUCTION

Environmental cues that predict rewards can acquire incentive motivational properties,
enabling these cues to trigger and energize pursuit of the associated rewards (Bindra, 1978;
Bolles, 1972). Cue-triggered increases in incentive motivation can be adaptive, guiding animals
towards rewards needed for survival, such as food, water and safety. However, too much
conditioned incentive motivation can contribute to excessive reward seeking as in addiction or
overeating, and conversely too little of it can contribute to low levels of reward seeking, as in
depression and anxiety (Everitt, Dickinson, & Robbins, 2001; Ludwig, Wikler, & Stark, 1974;
O'Brien, Childress, Ehrman, & Robbins, 1998; Olney, Warlow, Naffziger, & Berridge, 2018). It is
therefore of interest to understand the neural mechanisms by which cues trigger incentive

motivation to guide reward-seeking behaviour.

In both humans and laboratory animals, the amygdala and its basolateral complex (BLA)
are involved in cue-triggered incentive motivation. For instance, activity in the amygdala increases
during cue-evoked potentiation of reward seeking in humans (Prevost, Lilieholm, Tyszka, &
O'Doherty, 2012; Talmi, Seymour, Dayan, & Dolan, 2008). Furthermore, findings in laboratory
animals show that neural activity in the BLA mediates the response to reward cues. First, neural
activity in the BLA and its projections is necessary for the expression of cue-induced incentive
motivation. Lesioning the BLA, inactivating CamKIl-containing BLA neurons or inactivating BLA
projections to the orbitofrontal cortex or the nucleus accumbens disrupt cue-triggered potentiation
of reward seeking (Blundell, Hall, & Killcross, 2001; Corbit & Balleine, 2005; Derman, Bass, &
Ferrario, 2020; Lichtenberg et al., 2017; Shiflett & Balleine, 2010) (see also Gabriele & See, 2010;
Puaud, Higuera-Matas, Brunault, Everitt, & Belin, 2021). Similarly, pharmacological disconnection
of the BLA and insular cortex disrupts CS-evoked conditioned approach behaviours (Nasser,
Lafferty, Lesser, Bacharach, & Calu, 2018). Second, neural activity within the BLA is sufficient to
potentiate the incentive motivational properties of reward cues. For instance, optogenetic
stimulation of BLA neurons both potentiates cue-evoked expectation of the primary reward during
Pavlovian conditioning and also invigorates instrumental responding for reward-associated cues
(Servonnet, Hernandez, El Hage, Rompre, & Samaha, 2020). Within the BLA, glutamate-
mediated transmission influences the behavioral response to reward-associated cues. Intra-BLA
injections of agents that block AMPA (Malvaez et al., 2015), NMDA (Feltenstein & See, 2007) or
metabotropic glutamate type 5 receptors (Khoo, LeCocq, Deyab, & Chaudhri, 2019) disrupt cue-

evoked appetitive responding.
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In parallel, group Il metabotropic glutamate receptors (mGluys3) are highly expressed in the
BLA (Gu et al., 2008; Ohishi, Neki, & Mizuno, 1998; Petralia, Wang, Niedzielski, & Wenthold,
1996), and they may also have a role in cue-triggered incentive motivation for reward. These
receptors are localized predominantly extrasynaptically on presynaptic terminals, and their
activation suppresses both synaptic glutamate release and excitability of projection neurons
(Conn & Pin, 1997; Imre, 2007; Schoepp, 2001). Intra-BLA injections of an mGluzs receptor
agonist (LY379268) were found to have no effect on cue-induced reinstatement of extinguished
cocaine-seeking behaviour (Lu, Uejima, Gray, Bossert, & Shaham, 2007), a response mediated
at least in part by cue-triggered incentive motivation. This is in contrast to studies giving the
agonist either systemically (Backstrom & Hyytia, 2005; Baptista, Martin-Fardon, & Weiss, 2004;
Bossert, Poles, Sheffler-Collins, & Ghitza, 2006; Zhao et al., 2006) or into the central nucleus of
the amygdala (Lu et al., 2007; Uejima, Bossert, Poles, & Lu, 2007), and showing reduced cue-
induced reinstatement of extinguished reward-seeking behaviour. While these studies are
informative, cue-induced reinstatement paradigms are not tests of pure cue-triggered incentive
motivation, because instrumental responding at test is reinforced by cue presentation and thus
also involves secondary reinforcement. As such, the contributions of BLA mGluzz receptors to

cue-triggered incentive motivation remain to be examined.

Here, we sought to determine the extent to which activation of BLA mGluzs receptors
modulates cue-triggered incentive motivation. To this end, we used Pavlovian-to-instrumental
transfer (PIT). PIT is a test of pure cue-triggered incentive motivation, because it measures this
process without the confounding influences of primary or secondary reinforcement (Cartoni,
Balleine, & Baldassarre, 2016; Rescorla & Solomon, 1967; Walker, 1942; Wyvell & Berridge,
2000). In PIT, subjects learn that a Pavlovian cue predicts a primary reward. Separately, they also
learn to perform an instrumental response to obtain that reward. On test day, the subjects can
perform the same instrumental response, but now under extinction conditions, where responding
produces no reward and no cue. During testing, subjects receive free, intermittent presentations
of the cue, and PIT is observed when cue presentation increases ongoing reward-seeking
behaviour, indicating cue-triggered wanting of reward. Thus, in a first experiment, we
characterized PIT under baseline conditions, because some studies in rats report that behavioural
indices of PIT can be subtle (Delamater & Holland, 2008; Wyvell & Berridge, 2000). In a second
experiment, we assessed the effects of intra-BLA microinjections of the mGluz; agonist LY379268

immediately prior to PIT tests.

30



METHODS
Animals

All procedures involving rats were i) approved by the animal ethics committee at the
Université de Montréal, ii) followed ‘Principles of laboratory animal care’, and iii) adhered to
Canadian Council on Animal Care guidelines. Adult male Sprague-Dawley rats (Charles River
Laboratories, Montréal, Quebec, Canada) ordered at 200-225 g in Exp. 1 (N = 16) and 250-275
gin Exp. 2 (N = 16) on arrival, were housed 2 per cage in Exp. 1 or 1 per cage in Exp. 2, to avoid
damage to intracerebral implants by conspecifics. The colony room was climate-controlled
(221£1°C, 30£10% humidity) and maintained on a reverse 12-hour light/dark cycle (lights off at
8:30 a.m.). Experiments were conducted during the dark phase. Upon arrival, rats had free access
to food (Rodent 5075, Charles River Laboratories) and water. After 72 hours of acclimation to the
animal colony, rats were handled daily for at least 3 days. Beginning at 4 days after their arrival
in Exp. 1 or 7 days after intracerebral surgery in Exp. 2, rats had restricted water access to
facilitate acquisition of instrumental and Pavlovian conditioning, where water was the
unconditioned stimulus (US). We used water as the US, because a water-paired cue has been
shown to potentiate water-seeking behaviour in humans (i.e., a water-paired cue supports PIT)
(De Tommaso, Mastropasqua, & Turatto, 2018). Rats first had 6 h/day of water access for 4 days,
4 h/day for the next 3 days, and then 2 h/day until the end of the experiments. Water was always

given at least 1 hour after the end of testing, and at the same time each day.
Behavioural Apparatus

Training and testing took place in standard operant chambers (31.8 x 25.4 x 26.7 cm; Med
Associates, VT, USA) located in a testing room separate from the colony room. The operant
chambers were placed in sound-attenuating boxes equipped with a fan that reduced external
noise. Each chamber contained a tone generator located adjacent to the house light on the back
wall, and a clicker located outside the chamber. On the opposite wall, there were two retractable
levers (left active; right inactive) on either side of a water cup equipped with an infrared head entry
detector. A liquid dispenser was calibrated to deliver 100 pyL drops of water into the cup.
Locomotor activity was measured using 4 infrared photobeams spaced evenly at floor level.

Chambers were connected to a PC running Med-PC IV.
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Exp. 1: Characterizing Pavlovian-to-Instrumental Transfer

Instrumental conditioning. All training and testing procedures for general (non-selective)
PIT were adapted from Derman and Ferrario (2018). Figure 1a illustrates the training and testing
timeline. Rats (n = 16) first received instrumental conditioning where they learned to lever press
for water. In the first session, water (100 pL) was available on a fixed-ratio 1 reinforcement
schedule (FR1). A second inactive lever was present throughout, but had no programmed
consequences. Sessions ended after rats earned 50 water deliveries or 40 min. Rats received
FR1 sessions until they earned 50 water deliveries within a session, before transitioning to a
variable interval (V1) reinforcement schedule. Using interval schedules of reinforcement during
instrumental training subsequently promotes the expression of PIT (Lovibond, 1983). The VI
schedule was increased across 8 sessions (40 min/session), in the following sequence: two VI10
sessions (range: 5-15 sec), two VI30 sessions (range: 15-45 sec) and four VI60 sessions (range:

30-90 sec). Lever pressing was recorded throughout each training session.

Pavlovian conditioning. Next, rats received 8 Pavlovian conditioning sessions during which
levers remained retracted, and rats now received presentations of two auditory stimuli, a 1800-
Hz, 85-dB tone and a 10-Hz clicker (4 trials/CS). Each CS was presented for 2 min, because
longer CSs (greater than 60 s) promote more robust PIT (Holmes, Marchand, & Coutureau, 2010).
The mean inter-trial interval (ITl) was set at 180 s, ranging from 120-240 s, such that sessions
were 44 min in total. One auditory stimulus was designated CS+ and concurrently paired with 4
US deliveries (100 uL water) on a VI30 schedule (range: 15-45 s; first water delivery = 10 s from
CS onset), while the other auditory stimulus (CS-) was also presented 4 times, but was not paired
with water. CS+ and CS- were presented in alternation during each session. Rats were assigned
to receive the tone-CS+ or clicker-CS+ such that mean active lever presses across the last four
V160 sessions and the number of FR1 sessions required to earn 50 water deliveries/session were
similar across the groups. Water cup entries were recorded throughout each session to determine

the extent to which rats learned the CS-US association.

Pavlovian-to-Instrumental transfer (PIT) testing. After Pavlovian conditioning, rats
received an instrumental reminder session identical to VI60 training described above. PIT testing
began on the next day. During each 42-min PIT session, both levers were available throughout.
We measured lever-pressing behaviour under extinction conditions (no water was delivered) to

assess cue-triggered incentive motivation. After 10 minutes, each CS (CS+ and CS-) was
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presented 4 times (2 min/presentation) in a counterbalanced order, with a fixed 2-min ITI. Lever

responses, water cup entries and locomotion were recorded throughout the session.

Exp. 2: Effects of activating mGluz; receptors in the BLA on conditioned incentive

motivation

Surgery. Figure 3a illustrates the experimental timeline. A separate cohort of rats (n =
16) weighing 325-375 g at the time of surgery was anesthetized with isoflurane (5% for induction,
2% for maintenance) and placed in a stereotaxic frame (Stoelting Co., IL, USA). Guide cannulae
(26 GA, C315G, P1 Technologies, Roanoke, VA, USA) were implanted into the BLA at the
following coordinates (in mm from bregma): AP -2.8, ML + 5.0 and DV -6.2. Cannulae were
occluded with dummies (C315CD) that were the same length as the cannulae. Injectors (33 GA,
C315l, P1 Technologies) projected 2 mm beyond cannulae tips (final DV coordinate, -8.2 mm
from Bregma). Four stainless steel screws were then anchored to the skull and cannulae were
fixed with dental cement. Rats received preoperative carprofen (1.5 mg, s.c.) and penicillin (3000
IU, i.m.). Rats were given at least 7 days of recovery before beginning water restriction and

behavioural training as described for Experiment 1.

Microinjection Procedures. After the instrumental reminder session, rats were habituated
to the microinjection procedure with an intra-BLA microinjection of artificial cerebrospinal fluid
(aCSF (1x); Cold Spring Harbor, 2011). Vehicle (0.5 yl aCSF) was infused over 1 min through
injectors connected to 5-uL Hamilton syringes (7000 series, Hamilton Co., Reno, Nevada)
controlled by a microsyringe pump (Harvard PhD 2000, Harvard Apparatus, Saint-Laurent,
Canada). Injectors were left in place for 1 additional minute to allow diffusion. After this habituation

microinjection, rats were returned to their home-cages.

Immediately prior to PIT tests, rats received bilateral infusions of aCSF, 3 or 6
pg/hemisphere of LY379268 (Cat No.: 2453, Batch No.: 9B/232416, CAS No.: 191471-52-0,
Tocris Bioscience, Oakville, Ontario), in a counterbalanced, within-subjects design. Between PIT

tests, rats received 2 instrumental sessions and 1 Pavlovian session.
Histology

Following the last PIT test, rats were deeply anesthetised with urethane (1.2 g/kg, i.p.) and
decapitated. Brains were dissected and sectioned into 40 um-thick coronal slices at -20°C in a

cryostat (Leica CM1850, Leica Biosystems, IL, USA). Coronal slices were then thaw-mounted on
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glass slides, stained with thionin and examined according to a rat brain atlas (Paxinos & Watson,
1986) by an experimenter blind to data. Six rats were excluded following histology, because at
least one of the two cannulae (1/hemisphere) was not in the BLA. Two of these 6 rats had
unilateral BLA placements, while the remainder had heterogenous placements dorsal, medial
and/or lateral to the BLA. Behavioural data from these 6 rats are not shown due to heterogenous
cannula placements and the lack of sufficient statistical power to demonstrate a significant PIT

effect in this group.
Statistical Analysis

Data were analysed using SPSS 26 (IBM, Armonk, NY, USA). In Exp. 1, two-way repeated
measures (RM) ANOVA was used to analyse active vs. inactive lever-pressing across
instrumental conditioning sessions (Lever x Session; both as within-subjects variables) and CS+
vs. CS- water cup entries across Pavlovian conditioning sessions (CS x Session; both as within-
subjects variables). During PIT tests, number of lever presses during CS+ vs. CS- were analysed
using a two-way RM ANOVA (Lever x CS; both as within-subjects variables). During PIT tests,
number of water cup entries during CS+ vs. CS- were analysed using a two-tailed, paired t-test.
We used Pearson’s correlation coefficient to analyse the relationship between the rats’
performance during Instrumental or Pavlovian conditioning and PIT testing and, because these
analyses included CS+, CS- and ITI periods, unadjusted CS+, CS- and ITI response rates were
used. In Exp. 2, two-way RM ANOVA was used to analyse Pavlovian (CS x Session; as within-
subjects variables) and instrumental conditioning (Lever x Session; as within-subjects variables).
Three-way RM ANOVA was also used to analyse LY379268 effects on lever pressing (LY379268
x CS x Lever; all as within-subjects variables). Two-way RM ANOVA was used to analyse
LY379268 effects on water cup entries/locomotion during PIT tests (LY379268 x CS; both as
within-subjects variables). When interaction and/or main effects were significant, effects were
analysed further using Bonferroni-adjusted multiple post-hoc comparisons. Where Mauchly’s test
of sphericity revealed a significant violation, the Greenhouse-Geisser correction was applied (for
€ < 0.75). During PIT tests, lever-pressing rates during CS+ and CS- presentations, water cup
entries and locomotion are presented as elevation scores over baseline responding, given by the
2-min ITl period immediately prior to each 2-min CS presentation (Corbit & Balleine, 2005;
Derman & Ferrario, 2018; Khoo et al., 2019; Shiflett & Balleine, 2010). Data are expressed as
mean + SEM. The a level was set at < 0.05. Underlying data and Med-PC code are available on

Figshare (Garceau, Samaha, Cordahi, Servonnet, & Khoo, 2021).
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RESULTS
Exp. 1: Characterization of Pavlovian-to-Instrumental Transfer

The rats increased their presses on the active lever across instrumental sessions (Fig. 1b;
main effect of Session, F(2.16,32.34) = 15.29, p < 0.001, € = 0.27). This is expected, as variable-
interval schedules of reinforcement increase responding. In addition, across reinforcement
schedules, rats pressed more on the active versus inactive lever (main effect of Lever, F(1,15) =
103.25, p < 0.001), and this difference increased across sessions (Lever x Session interaction,
F(2.23,33.46) = 16.74, p < 0.001, € = 0.28). Thus, the rats learned the action-outcome

contingency.

Rats next received Pavlovian conditioning. Fig. 1c shows average rates of water cup
entries during the first 10 sec of CS+ and CS- presentation (i.e., prior to US delivery). Rats visited
the water cup progressively more across sessions (main effect of Session, F(7,105) = 4.57, p <
0.001), in particular during CS+ compared to CS- presentations (Fig. 1c; main effect of CS,
F(1,15) =6.93, p = 0.02; CS x Session interaction, F(7,105) = 2.81, p = 0.01). Thus, rats exhibited

conditioned discrimination, indicating learning of the Pavlovian CS+/water association.
Cue-induced incentive motivation for water reward

During PIT tests, rats could lever press, but this was not reinforced by water or the CS+
water cue. First, across the PIT test session, rats pressed more on the active than on the inactive
lever (Fig. 1d; main effect of Lever, F(1, 5) = 24.96, p < 0.001), indicating significant water-seeking
behaviour under extinction conditions, when no water was delivered. Second, the rats pressed
more on the active lever during CS+ versus CS- presentations (main effect of CS F(1,15) = 17.51;
CS x Lever interaction, F(1,15) = 26.33; active lever pressing during CS+ > CS-; All P’'s < 0.001).
The rats also pressed less on the inactive lever during CS+ presentations than they did during
CS- presentations (p = 0.03). Thus, the CS+ both increased pressing on the water-associated
lever and narrowed behavioural responding by decreasing pressing on the lever not associated

with water. In contrast, a control cue (CS-) had no effect on lever-pressing behaviour.

Finally, rats exhibited cue-triggered discrimination of conditioned approach, preferentially
visiting the water cup during CS+ versus CS- presentations (Fig. 1e; Paired t-test; {(15) = 4.61, p
< 0.001). Together, these results indicate significant CS-triggered incentive motivation for water

reward, as shown by PIT.
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a. Timeline and Behavioural Schematic
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Fig. 1 After instrumental and Pavlovian conditioning, rats show significant Pavlovian-to-
Instrumental transfer. (a) Timeline and behavioural schematic for Experiment 1. (b) The rate of
active lever presses increased over the daily 40-min instrumental training sessions. (c) The rate
of water cup entries during the first 10 sec of each CS presentation was higher during CS+ relative
to CS- presentations, and this difference increased over the daily 44-min Pavlovian conditioning
sessions. (d) During a test for Pavlovian-to-instrumental transfer, CS+, but not CS- presentations
invigorated lever pressing for water reward under extinction conditions. (e) During the test, rats
also entered the water cup significantly more during CS+ compared to CS- presentations. In (c),
water cup entries are shown as a difference score between responses during the first 10 sec of
each CS presentation and during the last 10 sec of the inter-trial interval (ITI) immediately
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preceding each CS presentation. In (d-e), water cup entries/lever presses are shown as a
difference score between responses during the 2-min CS and during the 2-min ITI immediately
preceding each CS presentation. Data are presented as means + SEM (N = 16). * p < 0.05. FR;
fixed ratio. VI; variable interval. CS; conditioned stimulus.

Behavioural performance during instrumental and Pavlovian conditioning predicts later

cue-induced incentive motivation

We examined whether responding during previous instrumental and Pavlovian
conditioning predicted behaviour during tests for CS+ triggered incentive motivation. More active
lever pressing during the final instrumental conditioning session (VI60-4 in Fig. 1b) predicted more
active lever pressing at test, specifically during CS+ presentations (Fig. 2a; r(14) = 0.71, * = 0.50,
p =0.002). The level of active lever pressing during the final instrumental conditioning session did
not significantly predict active lever pressing during either CS- presentations (Supplementary Fig.
1a; r(14) = 0.34, = 0.12, p = 0.20) or during the ITI at test (Supplementary Fig. 1b; r(14) = 0.21,
r* = 0.05, p = 0.43). The level of active lever pressing during the final instrumental conditioning
session also did not significantly predict water cup entries at test (Supplementary Fig. 1c; r(14) =
0.50, # = 0.25, p = 0.051; Supplementary Fig. 1d; r(14) = 0.092, # = 0.01, p = 0.73;
Supplementary Fig. 1e; r(14) = -0.23, r* = 0.05, p = 0.40). Thus, rats more sensitive to water
reinforcement during prior instrumental conditioning later showed greater cue-induced incentive
motivation for water reward, as shown specifically by more CS+ triggered presses on the

previously water-associated lever.

Performance during Pavlovian sessions also predicted responding at test. More CS+
elicited water cup entries during the final Pavlovian conditioning session (session 8 in Fig. 1c)
significantly predicted more water cup entries at test, specifically during CS+ presentations (Fig.
2b; r(14) = 0.65, * = 0.43, p = 0.01). There were no significant correlations during CS-
presentations (Supplementary Fig. 1f; f(14) = 0.30, r* = 0.09, p = 0.27) or during the ITI at test
(Supplementary Fig. 1g; r(14) = 0.06, r* = 0.003, p = 0.83). Thus, more robust CS+ triggered
conditioned approach behaviour during Pavlovian conditioning predicted a greater CS+ triggered
conditioned approach response at test. More CS+ elicited water cup entries during the final
Pavlovian conditioning session also significantly predicted more water cup entries during the first
10 min of the PIT test session, when neither the CS+ nor water were presented (Fig. 2c; r(14) =
0.55, # = 0.30, p = 0.03). Thus, rats that showed more CS+ triggered conditioned approach
behaviour during Pavlovian conditioning also later visited the water cup more frequently under

extinction conditions. Finally, CS+ elicited water cup entries during the final Pavlovian session did
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not significantly predict active lever pressing behaviour at test (Supplementary Fig. 1h, during
CS+ presentations; r(14) = 0.18, r* = 0.03; Supplementary Fig. 1i, during CS- presentations; r(14)
= -0.40, r* = 0.15; Supplementary Fig. 1j, during the ITI; r(14) = -0.41, » = 0.17; All P's > 0.05).
Thus, CS+ triggered approach behaviour during Pavlovian conditioning is dissociable from later

instrumental pursuit of the primary reward.
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Fig. 2 Responding during both instrumental and Pavlovian conditioning predicted later
performance during a test for Pavlovian-to-instrumental Transfer. (a) More active lever
pressing during the final instrumental training session predicted more active lever pressing at test,
specifically during presentations of the water-paired conditioned stimulus (CS+). (b) More water
cup entries during CS+ presentation on the last Pavlovian session (session 8) predicted more
water cup entries at test during the CS+. (c) More water cup entries during CS+ presentation on
the last Pavlovian session also predicted more water cup entries during the first 10 min of the PIT
test session, when neither the CS+ nor water were presented (i.e., under extinction conditions).
N = 16. Response rates during the CS are unadjusted for baseline (i.e., during the inter-trial
interval, or ITl). CS; conditioned stimulus.

Exp. 2: Effects of activating mGluzs receptors in the BLA on conditioned incentive

motivation

Six rats did not have bilateral cannulae in the BLA, and they were excluded from data
analysis. Over the course of instrumental conditioning, rats increased active lever pressing (Fig.
3b; main effect of Session, F(2.189,19.705) = 6.58, p = 0.005, € = 0.27). In addition, rats pressed
more on the active than on the inactive lever (main effect of Lever, F(1,9) = 54.71, p < 0.001) and
this difference increased across sessions (Lever x Session interaction, F(2.128,19.153) =6.94, p
=0.005, € = 0.27). Thus, rats learned the action-outcome contingency, and reliably lever pressed

for water.

Across Pavlovian conditioning sessions, rats increased their visits to the water cup during
the first 10 sec of CS presentation (Fig. 3c; main effect of Session F(2.548,22.93) = 3.27, p =

38



0.046, € =0.36). CS+ water cup entries appeared higher than CS- water cup entries, though this
was not statistically significant (main effect of CS, F(1,9) = 3.76, p = 0.08). There was also no
significant change in conditioned discrimination across sessions (CS x Session interaction,
F(7,63)=1.77, p = 0.109).
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Fig. 3 Timeline and acquisition of instrumental and Pavlovian conditioning in Experiment
2. (a) After implantation of bilateral cannulae targeting the basolateral amygdala (BLA), rats (N =
10) received instrumental and Pavlovian conditioning sessions. We then assessed the effects of
LY379268 on Pavlovian-to-instrumental transfer. (b) The rate of active-lever presses increased
over the daily 40-min instrumental training sessions. (c) The rate of water cup entries during the
first 10 sec of each CS presentation increased over the daily 44-min Pavlovian conditioning
sessions. Data are presented as means + SEM. *p < 0.05. FR; fixed ratio. VI; variable interval.
CS; conditioned stimulus. ITI; inter-trial interval.

Effects of intra-BLA LY379268 on lever pressing

Fig. 4a shows the placements of microinjector tips in the BLA (n = 10). Presentation of the
CS+, but not the CS-, increased active lever pressing (Figs. 4b-c; main effect of CS, F(1, 9) = 9.4,
p =0.013; CS x Lever interaction (F(1, 9) = 8.61, p = 0.02; CS+ > CS-, p = 0.02), without affecting
inactive lever pressing (p = 1). Thus, the CS+ selectively increased pressing on the water-
associated lever—indicating PIT—without increasing general lever-pressing behaviour

indiscriminately. LY379268 microinjection influenced lever-pressing behaviour, preferentially
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reducing active- versus inactive lever pressing (Figs. 4b-c; main effect of LY379268, F(2, 18) =
11.73, p <0.001; LY379268 x Lever interaction, F(1.28, 11.48) = 12.73, p <0.003, € = 0.64).
Compared to vehicle, 3 and 6 ug LY379268 reduced total active lever presses (i.e., active lever
presses during both CS+ and CS- presentations. Fig. 4b; p = 0.003 and 0.042 respectively), with
no significant effects on total inactive lever pressing (Fig. 4c; All P’'s = 1). As Fig. 4c shows,
pressing on the inactive lever was already low under baseline (intra-BLA vehicle) conditions,
indicating a potential floor effect. Importantly, the effects of LY379268 on active lever pressing
depended on CS type. LY379268 reduced active lever pressing during CS+, but not CS-
presentations (Fig. 4b; CS x LY379268 interaction, F(2, 18) = 4.20, p = 0.03. Note that active
lever pressing during CS- presentations was also already low at baseline). Compared to vehicle,
3 and 6 ug LY379268 reduced active lever presses during CS+ presentations (p = 0.002 and 0.03
respectively). Thus, LY379268 specifically attenuated CS+ triggered potentiation of water-seeking
behaviour. This effect is further highlighted by analysing the influence of LY379268 on average
PIT magnitude, indicated by the difference in active lever pressing during CS+ vs. CS-
presentations. LY379268 reduced PIT magnitude (Fig. 4d; main effect of LY379268, F(2, 18) =
4.41, p = 0.03; 3 ug vs. vehicle, p = 0.03; 6 ug vs. vehicle, p = 0.07; 6 ug vs. 3 ug, p = 1). Thus,
the CS+ enhanced responding on the water-associated lever, indicating cue-triggered
potentiation of incentive motivation for water, and activating BLA mGluz; receptors with LY379268

suppressed this effect.

Fig. 4e shows that under baseline conditions (‘vehicle’), the rats visited the water cup more
frequently during CS+ versus CS- presentations, indicating significant conditioned discrimination
(LY379268 x CS interaction, (F(2, 18) = 5.57, p = 0.01; under Vehicle, CS+ > CS-, p = 0.004).
Intra-BLA LY379268 injections abolished this conditioned discrimination (All P’'s > 0.05). Thus,
the CS+ water cue triggered more visits to the water cup than the control cue did, and LY379268

prevented this conditioned discrimination effect.

Intra-BLA LY379268 did not produce significant motor suppressive effects. Compared to
vehicle microinjections, LY379268 microinjections did not influence active lever pressing (Fig. 4f;
F(1.26, 11.37) = 0.84, p = 0.41, € = 0.63) or water cup entries during the ITI (Fig. 4g; F(2, 18) =
0.30, p = 0.75). LY379268 microinjections also had no influence on either total locomotor activity
during testing (Fig. 4h; F(1.22,10.99) = 0.195, p = 0.72, € = 0.61), or on locomotor activity during
CS presentations (Fig. 4i; Main effect of Dose, F(2, 18) = 0.59, p = 0.56; Dose x CS interaction
F(2, 18) = 3.27, p = 0.06). As such, the observed effects of intra-BLA LY379268 on cue-triggered

potentiation of water-seeking behaviour cannot be attributed to motor suppressive effects.
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Fig. 4 Activation of basolateral amygdala (BLA) mGluz; receptors with LY379268 abolished
CS+ triggered increases in both instrumental reward-seeking actions and conditioned
approach behaviours. (a) Estimated placements of microinjector tips mapped to Rat brain atlas
coordinates (Paxinos & Watson, 2007). An example photomicrograph is shown below. (b) At
baseline (‘Vehicle’), presentation of the Pavlovian water cue (CS+) triggered increased
responding on the water-associated lever compared to CS- presentation, and intra-BLA
LY379268 (3 or 6 pg/hemisphere) abolished this effect. (c) LY379268 had no effect on inactive
lever presses. (d) At 3 pg/hemisphere, LY379268 significantly reduced the magnitude of
Pavlovian-to-instrumental transfer. (e) At baseline (‘Vehicle’), rats entered the water cup
significantly more often during CS+ versus CS- presentations, and intra-BLA LY379268 (3 or 6
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pug/hemisphere) abolished this Pavlovian conditioned approach behaviour. (f-g) LY379268 had
no effect on active lever presses or water cup entries during inter-trial intervals (ITI). (h) LY379268
did not influence total locomotor activity, or (i) locomotor activity during CS presentations at test.
In (d), and (f-h), thicker curve in each panel represents group means. Bar graphs present data as
means + SEM (n= 10). * p < 0.05. CS; conditioned stimulus.

DISCUSSION

Here we characterized the ability of a Pavlovian water cue to trigger increases in
instrumental pursuit of water reward, when responding involved neither primary reinforcement by
water nor conditioned reinforcement by the water cue. We then assessed the effects of intra-BLA
microinjections of the mGluzz receptor agonist LY379268 on this effect. Rats initially received
instrumental conditioning sessions, where they learned to press a lever for water reward. The rats
also received separate Pavlovian conditioning sessions, where they learned that a cue (CS+)
predicts free water deliveries, and a second cue does not (CS-). We then used PIT procedures to
assess cue-triggered increases in water-seeking behaviour where responding was reinforced
neither by the cue nor by water reward. We report three key findings. First, during PIT testing,
rats responded more for water during CS+ versus CS- presentations, indicating cue-triggered
potentiation of incentive motivation for water reward. Second, responding during both the previous
instrumental and Pavlovian conditioning phases significantly predicted later performance in the
PIT test. Third, activation of mGluzs receptors in the BLA impaired cue-triggered increases in
reward seeking, without influencing general motor behaviour. Thus, increased mGluz; receptor
activity in the BLA attenuates the ability of reward-predictive cues to invigorate reward-seeking

actions.

Performance during previous instrumental and Pavlovian conditioning influences later

cue-triggered responses

Performance during training selectively predicted behaviours triggered by the water-
associated cue at test, demonstrating how acquired instrumental and Pavlovian associations
shape later behaviour. First, responding during initial instrumental conditioning predicted
behaviour at test. Higher rates of lever-pressing for water during instrumental conditioning
predicted more robust instrumental responding for water reward at test, but only during
presentations of the water-associated CS+. Performance during previous instrumental
conditioning did not predict water-seeking behaviour during CS- presentations or during the time
intervals in between CS presentations (ITl) at test. One possibility is that when rats attribute more

reinforcing properties to a primary reward such as water, they will later show more vigorous cue-

42



induced incentive motivation for that reward. In parallel, such rats might also be more susceptible
to the response-suppressing effects of stimuli that do not predict the pursued reward (the CS-
here). Indeed, CS+ triggered increases in reward-seeking actions may reflect both a facilitation
of responding by the CS+ and a suppression of responding by the CS- (Holmes et al., 2010).
Whatever the underlying mechanisms, our findings extend previous work showing that when
instrumental training precedes Pavlovian conditioning—as used here—, more instrumental

training predicts more cue-triggered reward pursuit later on (Holmes et al., 2010).

Performance during initial Pavlovian conditioning also predicted behaviour at test. More
CS+ triggered water cup entries during Pavlovian conditioning predicted more CS+ triggered
water cup visits at test. This effect was selective, as there were no such predictive relationships
for water cup entries during CS- presentations or during the ITI at test. Because no water is
delivered at test, our findings therefore suggest that rats in which a reward cue becomes a more
important elicitor of approach responses could also be more resistant to extinction when the cue
no longer predicts water. This provides a testable hypothesis to explore individual differences in

conditioned appetitive responding.

Activation of mGluziz receptors in the BLA suppresses cue-triggered increases in incentive

motivation: Behavioural specificity

Our findings support the idea that activation of BLA mGluzs receptors reduces the
expression of cue-triggered “wanting” for water, presumably by suppressing the incentive salience
of the cue-evoked neural representation of water reward (see Wyvell & Berridge, 2000). The
mGluzs; receptor agonist, LY379268 abolished cue-triggered potentiation of incentive motivation
for reward, as measured by /) the rate of pressing on the water-associated lever when the CS+
cue is presented, ii) PIT magnitude (the difference between active lever pressing during CS+ vs
CS- presentation), and iii) CS+ triggered conditioned approach behaviour to the site of water

delivery.

The suppressive effects of intra-BLA LY379268 injections on cue-induced increases in
water cup entries could also reflect attenuation of the cue’s predictive value. Indeed, cue-elicited
water cup entries are goal-tracking responses, and such responses are thought to preferentially
reflect a cue’s predictive value (Flagel, Watson, Robinson, & Akil, 2007; Robinson & Flagel, 2009).
In parallel, sign-tracking behaviours (i.e., where rats approach and interact with reward-

associated cues) are thought to preferentially reflect a cue’s incentive motivational value (Berridge
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& Robinson, 2003; Flagel et al., 2011). However, the present study was not designed to
distinguish goal- versus sign-tracking responses. Indeed, we used an auditory conditioned cue.
Such cues are non-localizable, and are therefore less amenable to approach-like, sign-tracking
behaviours. In comparison, studies designed to detect goal- versus sign-tracking phenotypes
generally use tactile, localizable cues. This being said, the Pavlovian-to-Instrumental transfer
paradigm we used permits simultaneous measurement of cue-induced Pavlovian and
instrumental responses, thus allowing us to study the effects of intra-BLA LY379268 injections on

both types of conditioned behaviours.

Intra-BLA injections of LY379268 influenced the behavioural response to the CS+ without
producing significant motor-suppressing effects. Indeed, LY379268 had no effect on lever
pressing behaviour or water cup entries during inter-trial intervals (i.e., in the absence of the CS+),
or on locomotor activity. This is consistent with previous findings showing that at doses similar to
those used here, intra-BLA LY379268 injections do not impair motor behaviour (Cannady,
Grondin, Fisher, Hodge, & Besheer, 2011). Thus, together our findings suggest that activating
BLA mGluzs receptors, which can suppress both local synaptic glutamate release and excitability
of BLA projection neurons (Conn & Pin, 1997; Imre, 2007; Schoepp, 2001), decreases the
incentive salience of reward-associated stimuli, causing animals to reduce their instrumental

pursuit of the reward in a pure conditioned incentive paradigm.

The question now is how activation of BLA mGluzs receptors suppresses cue-triggered
potentiation of reward seeking actions. When activated, mGluy; receptors provide negative
feedback to decrease evoked glutamate release (Conn & Pin, 1997; Imre, 2007; Schoepp, 2001).
We did not measure extracellular glutamate here. However, we hypothesize that synaptic
glutamate is necessary for cue-triggered increases in incentive motivation, and that mGluzs
activation suppresses this conditioned effect by reducing synaptic glutamate release. This
interpretation would be in agreement with Malvaez et al. (2015), who found that BLA glutamate
release frequency correlates with lever-pressing actions that are selectively invigorated by a
reward-associated CS, and that blockade of BLA AMPA glutamate receptors disrupts the

conditioned incentive impact of that CS.

Malvaez et al. (2015) found that intra-BLA AMPA receptor blockade suppressed CS-
triggered increases in the instrumental pursuit of reward, but that neither intra-BLA AMPA nor
NMDA receptor blockade changed CS-triggered Pavlovian conditioned approach behaviour. We

further extend these findings by showing that activation of intra-BLA mGluz;3 receptors attenuates
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CS-triggered Pavlovian conditioned approach behaviour. In contrast to AMPA and NMDA
receptor blockade, activating mGluyzs receptors suppresses synaptic glutamate release, thus
presumably decreasing signaling at all local glutamate receptors, both metabotropic and
ionotropic. Thus, our findings combined with those of Malvaez et al. (2015) suggest that activity
at non-ionotropic glutamate receptors in the BLA mediate conditioned approach to reward-
associated cues. This could involve metabotropic glutamate type 5 receptors (Khoo et al., 2019).
We also note that Malvaez et al. (2015) studied the role of BLA glutamate signaling in an outcome-
specific PIT procedure, employing two reinforcers and two instrumental response options. Here,
we used single-outcome PIT, where a single instrumental response led to a single outcome. This
is important, because a procedure using multiple reinforcers can stimulate different forms of
learning (i.e., the formation of more detailed and sensory-specific neural representations of each
reinforcer) compared to procedures using a single reinforcer (Blundell et al., 2001; Corbit &
Balleine, 2005; Holland, 2004). Previous studies have also shown that different PIT paradigms
can rely on different neural substrates. For example, the BLA can play different roles in outcome-
specific versus general PIT (Corbit & Balleine, 2005). This being said, our results and those of
Malvaez et al. (2015) combined suggest that glutamate signaling in the BLA is important across

these PIT paradigms.

One consideration of the single-outcome PIT design used in our study is that both general
and specific mechanisms might have contributed to the observed effects (Cartoni et al., 2016;
Mahlberg et al., 2019). PIT designs that use a single outcome tend to be associated with general
PIT, where the Pavlovian CS+ produces a general appetitive effect that can also potentiate
instrumental responses for other outcomes (Cartoni et al., 2016). These single-outcome studies
follow a general protocol almost identical to the present study, with the exception that here a
second (inactive) lever was provided during instrumental training (Hall, Parkinson, Connor,
Dickinson, & Everitt, 2001). Based on lesion studies by Blundell et al. (2001) and Corbit and
Balleine (2005), the BLA is thought to mediate specific transfer rather than general transfer, so
our findings may challenge this conclusion by demonstrating a role for BLA glutamate function in
a PIT design biased towards general transfer. However, this is not conclusive as we do not have
direct evidence that our design produces general transfer. A full transfer paradigm using two
levers, each delivering a different outcome and three CSs (two paired with the outcomes delivered
by the lever, and one paired with a third outcome) would be required to distinguish specific from

general transfer effects (Cartoni et al., 2016; Corbit & Balleine, 2005). Nonetheless, our findings
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suggest that in animals with an intact BLA, glutamate-dependent processes within the BLA may

indeed mediate general transfer, and this provides an avenue for further research.
Limitations

Only male rats were studied in our experiments. Some studies suggest that female and
male rats can differ in how they respond to reward-paired cues (Johnson et al., 2019; Nicolas et
al., 2019; Zhou et al., 2014). Other studies suggest that female and male rats show similar cue-
motivated behaviours (Collins et al., 2019). Nonetheless, there are limitations in generalizing
findings obtained with males to females (Becker & Koob, 2016; Shansky, 2019; Shansky &
Murphy, 2021), and so research should include animals of both sexes. In this regard, in ongoing
work, we are examining potential similarities and differences between the sexes in PIT and in the

effects of mGluzz receptor activation.
Conclusions

Activation of BLA mGluzs receptors decreased the ability of a water-associated cue to
goad both conditioned anticipation of water reward and water-seeking actions. We observed
these effects under extinction conditions, in a pure conditioned incentive motivation paradigm that
precluded the respective influences of primary or conditioned reinforcement on behaviour. The
ability of increased BLA mGluys receptor activity to suppress the expression of conditioned
incentive motivation did not involve general effects on motor behavior. We conclude that signaling
via mGluyss receptors within the BLA mediates the ability of reward cues to potentiate the incentive

salience of their associated rewards.
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Supplementary Fig. 1 (a) More active lever pressing during the final instrumental training session
did not significantly predict more active lever pressing at test during presentations of the CS-, (b)
or the inter-trial interval. (c) Rates of active lever pressing during the final instrumental session
also did not significantly predict water cup entries at test during the CS+, (d) during the CS- (e) or
during the inter-trial interval (ITI). (f) Rates of water cup entries during the first 10 sec of CS+
presentation on the final Pavlovian session did not significantly predict water cup entries at test
during the CS- (g) or inter-trial interval. (h) Water cup entries during the last Pavlovian conditioning
session did not significantly predict active lever pressing at test during the CS+, (i) the CS- (j) or
inter-trial interval. N = 16. Response rates during the CS+ and CS- are unadjusted for baseline
(i.e., during the ITI). CS; conditioned stimulus.
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Abstract

Rationale. Reward-associated cues can acquire incentive motivational properties and invigorate
reward-seeking actions via Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT). Glutamatergic
neurotransmission mediates the appetitive effects of reward-associated cues. We characterized
the expression of PIT and its mediation by metabotropic group Il glutamate (mGluzz) receptor

activity in female and male rats.

Objectives. Across the sexes, we used PIT procedures to determine i) cue-triggered increases in
incentive motivation for water reward (Experiment 1), ii) the respective influences of the mGluzs

receptor agonist LY379268 and reward devaluation by satiation on this effect (Experiment 2).

Methods. Water-restricted male and female Sprague-Dawley rats learned to lever press for water.
Separately, they learned that one of two auditory stimuli predicts free water (CS+ vs CS-). On PIT
test days, the CS+ and CS- were presented non-contingently, and we measured effects on lever
pressing under extinction (no water). In Experiment 1, we characterized PIT across the sexes. In
Experiment 2, we measured PIT after systemic LY379268 administration (0, 0.3 and 1 mg/kg),

and water satiation, respectively.

Results. Female and male rats showed similar PIT, with CS+ but not CS- presentations
potentiating water-seeking behaviour. LY379268 (1 mg/kg) attenuated CS+ evoked increases in
both water-associated lever pressing and conditioned approach to the water port. Reward

devaluation attenuated both water-seeking and CS+ evoked conditioned approach behaviour.

Conclusions. The sexes show similar cue-triggered increases in reward ‘wanting’, and water
devaluation suppresses both water seeking and cue-triggered anticipation of water reward.
Finally, across the sexes, mGluys receptor activity mediates cue-triggered increases in reward

‘wanting’.

Keywords: Instrumental conditioning, Pavlovian conditioning, Pavlovian-to-instrumental transfer,

glutamate, mGluzs;s receptors, devaluation, sex differences
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INTRODUCTION

Sights, sounds and smells in the environment that signal the occurrence of rewards can
acquire incentive motivational properties, enabling such cues to trigger ‘wanting’ for both the cues
and the rewards they predict. This motivational state in turn guides animals towards rewards such
as food, water, shelter, and safety. Control over behaviour by reward cues is required for survival.
For example, when animals are hungry or thirsty, they must be responsive to environmental cues
signaling food or water. In parallel, when reward cues are attributed with too little or too much
incentive motivational value, this can contribute to disorders such as depression and addiction,
respectively. Thus, understanding the neurobiological mechanisms underlying cue-triggered

incentive motivation is relevant to both adaptive and maladaptive reward-seeking behaviours.

Glutamatergic neurotransmission mediates the behavioral response to reward-associated
cues (Di Ciano, Cardinal, Cowell, Little, & Everitt, 2001), and growing evidence suggests that this
involves activity at mGluz; receptors. These receptors are mainly presynaptic and are coupled to
Gi signaling, such that their stimulation decreases synaptic glutamate release (Conn & Pin, 1997;
Imre, 2007; Schoepp, 2001). Injecting the mGluyz receptor agonist LY379268 either into the
central nucleus of the amygdala (Lu, Uejima, Gray, Bossert, & Shaham, 2007; Uejima, Bossert,
Poles, & Lu, 2007), into the nucleus accumbens core (Bossert, Gray, Lu, & Shaham, 2006) or
systemically (Backstrom & Hyytia, 2005; Baptista, Martin-Fardon, & Weiss, 2004; Bossert, Poles,
Sheffler-Collins, & Ghitza, 2006; Zhao et al., 2006) suppresses cue-induced reinstatement of
reward-seeking behaviour. These studies highlight the contributions of mGluzs receptors to
reward seeking, but cue-induced reinstatement procedures are not pure cue-triggered incentive
motivation tests. Indeed, cue-induced reinstatement procedures also involve secondary
reinforcement, as instrumental responding at test is reinforced by cue presentation (Shaham,
Shalev, Lu, de Wit, & Stewart, 2003).

In contrast, Pavlovian-to-Instrumental transfer or (PIT) is a pure conditioned incentive
paradigm that measures the ability of a cue to increase motivation for a reward (Cartoni, Balleine,
& Baldassarre, 2016; Rescorla & Solomon, 1967; Walker, 1942; Wyvell & Berridge, 2000). In PIT,
subjects learn to perform an instrumental response for a primary reward. Separately, they learn
that one Pavlovian cue predicts non-contingent delivery of that reward (CS+), and a second,
distinct cue does not (CS-). On the PIT test day, the rats can perform the same instrumental
response, but no reward is given, and both the CS+ and CS- are presented non-contingently

throughout this test. PIT is seen when CS+ presentations trigger increases in ongoing
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instrumental responding, indicating cue-triggered increases in incentive motivation for the reward.
PIT avoids primary reinforcement effects, because subjects are tested under extinction
conditions, so that no primary reward is delivered. PIT also avoids secondary reinforcement,

because instrumental responding at test is not reinforced by the reward cue.

Using PIT, we found previously that injecting the mGlu.s receptor agonist LY379268 into the
BLA suppressed cue-triggered increases in ‘wanting’ for the associated water reward (Garceau,
Samaha, Cordahi, Servonnet, & Khoo, 2021). This work identifies potential neural circuits within
which activation of these receptors mediates cue-triggered increases in reward ‘wanting’.
However, unlike systemic drug administration, intracerebral administration leads to the inevitable

question of translational potential to humans.

In addition, to our knowledge, no published study [including Garceau et al. (2021)] has
reported on the contributions of mGluzss receptor activity to cue-triggered increases in incentive
motivation in female animals. There are limitations to generalizing findings obtained with males
to females (Becker & Koob, 2016; Prendergast, Onishi, & Zucker, 2014; Shansky, 2019; Shansky
& Murphy, 2021), and there are both similarities and differences in how the sexes respond to
reward cues. Studies comparing the sexes on cue reactivity report mixed results, with some
studies showing more (Perkins et al., 2001; Robbins, Ehrman, Childress, & O'Brien, 1999), less
(Sterling, Dean, Weinstein, Murphy, & Gottheil, 2004) or comparable (Avants, Margolin, Kosten,
& Cooney, 1995; Negrete & Emil, 1992; Rubonis et al., 1994; Waldrop et al., 2010) effects of
drug-associated cues in drug-using women relative to men. Female and male rats can also show
both similarities and differences in how they respond to appetitive cues, as measured using cue-
induced reinstatement of cocaine-seeking behaviour (Feltenstein, Henderson, & See, 2011) or

Pavlovian extinction of PIT (Delamater, Schneider, & Derman, 2017).

Thus, here, we compared female and male rats on both cue-triggered increases in incentive
motivation for a water reward, and the influence of systemic administration of a mGluzss receptor

agonist on this effect.
METHODS
Animals

Adult male (200-225 g) and female (150-175 g) Sprague-Dawley rats (Charles River

Laboratories, Montréal, Quebec, Canada) were housed 2 per cage in a climate-controlled
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(22+1°C, 30£10% humidity) colony room, under a reverse 12-hour light/dark cycle (lights off at
8:30 a.m.). We trained and tested rats during the dark phase of the circadian cycle. Upon arrival,
food (Rodent 5075, Charles River Laboratories) and water were freely available in the home cage.
Rats were handled daily after 72 hours of acclimation to the animal colony. Since we used water
as the unconditioned stimulus (US), rats had restricted access to water beginning at 4 days after
their arrival to facilitate acquisition of Pavlovian and Instrumental conditioning. Rats initially had 6
h/day of access to water for the first 4 days, 4 h/day for the next 3 days, and then 2 h/day until
the end of each experiment. We gave water at least 1 hour after the end of testing and removed
water bottles at the same time each day. Daily water consumption during each two-hour water
restriction period was measured throughout Experiment 2. The Université de Montréal approved
all procedures involving rats and procedures followed the ‘Principles of laboratory animal care’

and the guidelines of the Canadian Council on Animal Care.
Behavioural Apparatus

Rats were trained and tested in standard operant chambers (31.8 x 25.4 x 26.7 cm; Med
Associates, VT, USA) located in a testing room separate from the rats’ housing room. The operant
chambers were placed within light and sound-attenuating boxes equipped with a ventilation fan
that masked external noise. Each chamber was equipped with a tone generator located adjacent
to the house light on the back wall, and a clicker located outside the chamber. On the opposite
wall, two retractable levers (left active; right inactive) were located on either side of a water cup
equipped with an infrared head entry detector. A liquid dispenser was set to deliver 100-uL drops
of water into the cup. Each chamber also contained 4 infrared photobeams spaced evenly at floor
level to measure locomotor activity. A computer running Med-PC IV was connected to chambers

and collected data.

Exp. 1: Cue-triggered increases in incentive motivation for water reward in female and

male rats

Instrumental conditioning. Behavioral procedures for general PIT were adapted from
Derman and Ferrario (2018) and Garceau et al. (2021). Figure 1a shows the training and testing
timeline. Female and male rats (n = 16/sex) first underwent instrumental conditioning, during
which they were trained to lever press for water reward. In the first session, water (100 uL) was
delivered on a fixed-ratio 1 reinforcement schedule (FR1). Pressing a second lever (inactive)

produced neither the reward nor any other programmed consequence. Sessions ended after 40
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min or when rats earned 50 water deliveries. Rats were required to earn 50 water deliveries within
a session to transition from FR1 to a variable interval (VI) reinforcement schedule. We increased
the VI schedule across 8 sessions (40 min/session), in the following order: two VI10 sessions
(range: 5-15 sec), two VI30 sessions (range: 15-45 sec) and four VI60 sessions (range: 30-90
sec). To determine the extent to which rats learned the response-water association, we recorded

lever pressing and number of water rewards earned throughout each training session.

Pavlovian conditioning. Next, rats underwent 8 Pavlovian conditioning sessions during
which they received eight, 2-minute presentations of two distinct auditory stimuli (4 presentations
each); either a 1800-Hz, 85-dB tone or a 10-Hz clicker. One stimulus (CS+) was paired with 4
water deliveries (100 pL each) per CS presentation on a VI30 schedule (range: 15-45 s; first water
delivery 2 10 s from CS onset), while the other stimulus (CS-) was presented an equal number of
times, but had no programmed consequences. Rats were allocated to the tone-CS+ or clicker-
CS+ conditions such that mean active lever presses across the last four VI60 sessions and the
number of FR1 sessions required to earn 50 water deliveries/session were comparable across
the two CS+ conditions. On average, each inter-trial interval (ITl) separating CS presentations
lasted 180 s (range: 120-240 s), such that each Pavlovian session lasted 44 min. The CS+ and
CS- were presented in alternation during each session. During Pavlovian conditioning, levers
were always retracted, such that rats could not interact with them. To determine the extent to
which rats learned the CS+-water association, we recorded water cup entries during CS

presentations and during the ITI.

Pavlovian-to-Instrumental transfer (PIT) testing. To compare the sexes on the expression
and persistence of cue-triggered increases in incentive motivation for water reward, rats were
tested for PIT following Pavlovian conditioning (‘Day 1’) and then again three to four weeks later
(‘Days 21-27’). On the day prior to each PIT test, rats received an instrumental reminder session
identical to VI60 training described above. Levers were available throughout each PIT test session
(42 min). PIT tests were conducted under extinction conditions, such that lever pressing never
produced water. This enables assessment of cue-triggered increases in incentive motivation for
the primary reward, without the confounding influence of primary reinforcement. After an initial 10
minutes, each CS (CS+ and CS-) was presented 4 times (2 min/presentation) in a
counterbalanced order, with a fixed 2-min ITI. The CS were presented non-contingently, and
never in response to lever pressing. This avoids the confounding influence of secondary
reinforcement. We measured lever responses, water cup entries and locomotion throughout the

session.
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Exp. 2: Effects of systemic injection of an mGluz; receptor agonist on cue-triggered

increases in incentive motivation for water reward

Figure 3a illustrates the experimental timeline for Experiment 2. A new cohort of male and
female rats (n = 16/sex) were water restricted, trained, and tested as described for Experiment 1.

PIT testing began two weeks after the end of Pavlovian conditioning.
LY379268 administration

Rats received a subcutaneous injection of saline, 0.3 or 1 mg/kg of the mGluz; receptor
agonist LY379268 (Cat No.: 2453, Batch No.: 9B/232416, CAS No.: 191471-52-0, Tocris
Bioscience, Oakville, Ontario; in a volume of 1 ml/kg), 30 min before the start of PIT testing. We
used a within-subjects design, with doses given in counterbalanced order (1 dose/day). LY379268
was dissolved in 0.9% saline, and the solution was then briefly heated and sonicated. The pH
was adjusted to ~7 with ~0.5 pl of 10N NaOH per 1 mg of LY379268 (Allain, Roberts, Levesque,
& Samaha, 2017; Imre et al., 2006). Between PIT tests, rats received 1 instrumental and 1

Pavlovian reminder session.
Effects of reinforcer devaluation on cue-triggered incentive motivation

In Experiment 1, female and male rats were compared on the expression and persistence
of PIT. Here we also wished to compare the sexes on their response to the water-associated cue,
following water devaluation. Thus, using the rats in Experiment 2, we assessed the effects of prior
water devaluation on cue-triggered increases in instrumental responding for water reward across
the sexes. To this end, all rats were given a final PIT test session (42 min). Half of the male and
half of the female rats (n = 8/sex) received free water access for 1 hour immediately before the
start of this final PIT test session, while the other half (n = 8/sex) did not. We measured lever

responses and water cup entries throughout the PIT session.
Statistical Analysis

Data were analysed using Graph Pad Prism. In Exps. 1 & 2, three-way mixed model
ANOVA was used to analyse both active vs. inactive lever-pressing across instrumental
conditioning sessions (Lever x Session x Sex; ‘Lever’ and ‘Session’ as within-subjects variables),
and CS+ vs. CS- water cup entries across Pavlovian conditioning sessions (CS x Session x Sex;
‘CS’ and ‘Session’ as within-subjects variables). During PIT tests in Exp. 1, lever presses during

CS+ vs. CS- were analysed using a three-way mixed model ANOVA (Lever x CS x Sex; ‘Lever’
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and ‘Session’ as within-subjects variables), and the number of water cup entries and locomotor
activity during CS+ vs. CS- presentations were analysed using a two-way mixed model ANOVA
(CS x Sex; ‘CS’ as a within-subjects variable). During PIT tests in Exp. 2, a two-way repeated
measures ANOVA was used to analyse LY379268 effects on lever pressing, water cup entries
and locomotion (LY379268 x CS; all as within-subjects variables). A two-way mixed model
ANOVA was used to analyse devaluation effects on lever pressing and water cup entries
(Devaluation x CS; ‘CS’ as a within-subjects variable). When interaction and/or main effects were
significant, Bonferroni-adjusted multiple post-hoc comparisons were used to analyse further
effects. When Mauchly’s test of sphericity revealed a significant violation, the Greenhouse-
Geisser correction was applied (for € < 0.75). Across experiments, during PIT tests, we present
lever pressing, water cup entries and locomotion rates during each CS (CS+ and CS-)
presentations as elevation scores over baseline responding, given by the 2-min ITI period
immediately prior to each 2-min CS presentation. Data are expressed as mean £ SEM. The a

level was set at p < 0.05.
RESULTS

Exp. 1: Cue-triggered increases in incentive motivation for water reward in female and

male rats

Rats received instrumental and then Pavlovian conditioning, before being tested for PIT
(Fig. 1a). Rats increased their active lever pressing across instrumental training sessions (Fig.
1b; ANOVA; main effect of Session, F(8,240) = 18.58, p < 0.001). Rats also pressed more on the
active versus inactive lever (main effect of Lever, F(0.6279, 18.84) = 42.6, p < 0.001, € = 0.63),
and this difference increased across sessions (Lever x Session interaction, F(4.844, 145.3) =
23.14, p < 0.001, € = 0.61). This indicates that female and male rats effectively learned to lever
press for water. Furthermore, males pressed more on the active lever than females did during
instrumental training (Sex x Lever x Session interaction, F(8,240) = 1.46, p = 0.17; main effect
of Sex, F(1, 30) = 15.25, p < 0.001; Sex x Lever, F(1, 30) = 22.51, p < 0.001; Sex x Session,
F(8,240) = 1.66, p = 0.11), earning on average 35% more water than females did per session
(note that males also weighed 31% more than females did; data not shown). Thus, all rats learned
to lever press for water reward, and male rats responded more for water than female rats did,

likely due to their larger size.
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Rats next underwent Pavlovian conditioning. Fig. 1c shows that across Pavlovian
conditioning sessions, rats increased their average rates of water cup entries during the first 10
sec of CS presentation (main effect of Session, F(7,210) = 14.34, p < 0.001). Rats also entered
the water cup at a greater rate during CS+ compared to CS- presentations (Fig. 1c; main effect
of CS, F(0.57,17.11) = 38.64, < 0.001, € = 0.57), with this difference increasing across sessions
(CS x Session interaction, F(5.075, 152.2) = 9.45, p < 0.001, € = 0.72). This conditioned
discrimination between CS+ and CS- was similar between female and male rats (main effect of
Sex, F(1,30) =0.43, p=0.52; Sex x CS, F(1,30) = 1.30, p = 0.26; Sex x Session, F(7,210) = 0.88,
p = 0.53; Sex x CS x Session interaction, F(7, 210) = 1.10, p = 0.36). Thus, across the sexes,
rats learned the CS+/water contingency, and this Pavlovian conditioning was similar in female

and male rats.
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Fig. 1 Timeline and acquisition of instrumental and Pavlovian conditioning in Experiment
1. (a) Female and male rats received instrumental (lever pressing for water reward) and Pavlovian
(CS+/water and CS-/no water conditioning) sessions. We then measured cue-triggered increases
in incentive motivation for water reward using Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT)
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procedures. (b) Rats rapidly learned to discriminate between active and inactive levers, and the
rate of active-lever presses increased over the daily 40-min instrumental training sessions, with
the males pressing more often on the active lever than females did. (c) The rate of water cup
entries during the first 10 sec of each CS presentation increased over the daily 44-min Pavlovian
conditioning sessions, and there were no sex differences in this response. Data are means + SEM
(n = 16/sex). * p < 0.05. FR; fixed ratio. VI; variable interval. CS; conditioned stimulus. ITI; inter-
trial interval.

Cue-triggered increases in incentive motivation for water reward

During PIT tests, rats had access to both levers, but lever pressing was not reinforced by
water or the CS+. Across CS types, rats pressed significantly more on the active than on the
inactive lever, and did so when PIT tests were given both early (Day 1; Figs. 2a and c; main effect
of Lever, F(1,30) = 17.77, p < 0.001) and late (Days 21/27; Fig. 2b and d; F(1,30) = 28.30, p <
0.001) after initial instrumental/Pavlovian conditioning. Thus, rats sought water during PIT testing

and did so for up to 4 weeks after initial conditioning.

Across the sexes, rats pressed more on the active lever during CS+ versus CS-
presentations, and did so during tests given both early (Day 1; Figs. 2a and c; main effect of CS,
F(1,30) = 19.62, p < 0.001; CS x Lever interaction, F(1,30) = 37.02, p < 0.001; active lever
pressing during CS+ > CS-, p < 0.001) and late after initial instrumental/Pavlovian conditioning
(Days 21-27; Figs. 2b and d; main effect of CS, F(1,30) =24.95, p <0.001; CS x Lever interaction,
F(1,30) = 36.36, p < 0.001; active lever pressing during CS+ > CS-, p < 0.001). There were no
sex differences in this effect (Day 1, Figs. 2a and c; main effect of Sex, F(1,30) = 1.07, p = 0.31;
Sex x CS interaction, F(1,30) = 1.11, p = 0.30; Sex x Lever interaction, F(1,30) = 0.34, p = 0.57;
Days 21-27, Figs. 2b and d; main effect of Sex, F(1,30) = 0.39, p = 0.54; Sex x CS interaction,
F(1,30) = 2.18, p = 0.15; Sex x Lever interaction, F(1,30) = 0.05; All P's > 0.05). Across the 2 test
timepoints, females and males also showed similar PIT magnitude, (Figs. 2e-f; main effect of Sex,
F(1,30) = 1.09, p = 0.31; Sex x Day interaction, F(1,30) = 1.77, p = 0.19). Thus, for up to 4 weeks
after initial conditioning, presentation of the water-paired cue (CS+), but not the control cue (CS-
) potentiated the operant pursuit of water reward, and this effect was comparable between female

and male rats.

Rats entered the water cup more often during CS+ versus CS- presentations, and this was
the case both early (Day 1; Fig. 2g; main effect of CS, F(1,60) = 48.18, p < 0.001) and later after
initial instrumental/Pavlovian conditioning (Days 21-27; Fig. 2h; main effect of CS, F(1,60) =

58.23, p < 0.001). This conditioned approach response was similar between females and males
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(Fig. 2g; main effect of Sex, F(1,60) = 2.59, p = 0.11; Sex x CS interaction, F(1,60) = 1.26, p =
0.27; Fig. 2h; main effect of Sex, F(1,60) = 0.01, p = 0.91; Sex x CS interaction, F(1,60) = 0.25,
p = 0.62). Thus, rats showed significant cue-triggered discrimination of conditioned approach to
the site of water delivery for up to 4 weeks after initial conditioning, and this response was similar

in female and male rats.

Finally, female and male rats significantly increased their locomotor activity when the CS+
versus CS- was presented, and this was observed at both testing time points (Day 1; Fig. 2i;
main effect of CS, F(1,30) = 7.88, p = 0.01; Days 21-27; Fig. 2j; main effect of CS, F(1,60) = 8.40,
p = 0.01). This locomotor response was similar across the sexes (Day 1; Fig. 2i; main effect of
Sex, F(1,30) = 0.36, p = 0.55; Sex x CS interaction, F(1,30) = 0.13, p = 0.72; Days 21-27; Fig. 2j;
main effect of Sex, F(1,60) = 0.25, p = 0.62; Sex x CS interaction, F(1,60) = 0.79, p = 0.38). Thus,
rats showed enhanced locomotor activity during CS+ vs. CS- presentations for up to 4 weeks

after initial conditioning, and this effect was comparable in female and male rats.
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Fig. 2 Female and male rats showed similar Pavlovian-to-Instrumental transfer (PIT). (a)
Female and male rats pressed more on the previously water-associated lever when presented
with the CS+ vs. the CS-, and this effect was observed both early, (b) and late after initial
conditioning. (c-d) Across the sexes, CS+ and CS- presentations had similar effects on inactive
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lever presses. (e) PIT magnitude was similar between females and males tested for PIT early, (f)
and late after initial conditioning. (g) Female and male rats showed significant cue-triggered
discrimination of conditioned approach behaviour, visiting the water cup more often during CS+
compared to CS- presentations, and this effect was seen both early, (h) and late after initial
conditioning. (i) Female and male rats showed similar increases in locomotion when the CS+ vs.
CS- was presented, and this was the case both early (j) and late after initial conditioning. Data
are means £ SEM (n = 16/sex). * p < 0.05. CS; conditioned stimulus. ITI; inter-trial interval.

Exp. 2: Effects of systemic injection of an mGluz; receptor agonist on cue-triggered

increases in incentive motivation for water reward

Rats first received instrumental and Pavlovian conditioning, then, two weeks later, we
assessed the effects of systemic injections of the mGluzs agonist, LY379268 on cue-elicited
increases in instrumental responding for water reward (i.e., PIT; Fig. 3a). Across instrumental
training sessions, rats increased their rates of lever pressing (Fig. 3b; main effect of Session,
F(8,240) = 29.55, p < 0.001), and they pressed more on the active vs. inactive lever across
sessions (main effect of Lever, F(0.6174, 18.52) = 257.5, p < 0.001, € = 0.62; Lever x Session
interaction, F(4.821, 144.6) = 38.69, p < 0.001, € = 0.60). Compared to females, males pressed
more on the active lever, and also showed a greater increase in active lever pressing across
sessions (Fig. 3b; Sex x Lever x Session interaction, F(8,240) = 4.59, p < 0.001; main effect of
Sex, F(1,30) =15.53, p <0.001; Sex x Lever, F(1,30) = 13.28, p = 0.001; Sex x Session, F(8,240)
=3.46, p <0.001; active lever pressing, males > females, p < 0.001). Consequently, males earned
more water than female rats did, specifically during the first two days of responding under a
variable interval schedule of water reinforcement (Fig. 3c; main effect of Sex, F(1,30) = 11.63, p
=0.002; Sex x Session interaction, F(8,240) = 2.16, p = 0.03; during VI10-1 and VI10-2 sessions,
males > females, p = 0.002 and p <0.001, respectively. No other comparisons where statistically
significant). Female and male rats earned progressively fewer water deliveries/session over time
(Fig. 3c; main effect of Session, F(1.85, 55.62) = 56.11, p <0.001, € = 0.23), due to the increasing
VI schedules of reinforcement used. Thus, as in Experiment 1, all rats learned to lever press for
water reward, and while male rats lever pressed more for water than female rats did, the two

sexes earned a similar amount of water on the last 6 out of 8 instrumental conditioning sessions.

Over the course of Pavlovian conditioning, rats increased their average rates of water cup
entries during the first 10 sec of CS presentation (Fig. 3d; main effect of Session, F(7,210) = 7.69,
p < 0.001). Rats also visited the water cup more frequently during CS+ compared to CS-
presentations (main effect of CS, F(0.5645, 16.93) = 53.96, p < 0.001, € = 0.56), and this

conditioned discrimination increased across sessions (CS x Session interaction, F(4.205, 126.1)
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=8.74, p < 0.001, € = 0.60). There were no sex differences in this response (main effect of Sex,
F(1, 30) = 0.01, p = 0.93; Sex x CS, F(1,30) = 0.28, p = 0.60; Sex x Session, F(7,210) = 0.97, p
= 0.45; Sex x CS x Session interaction, F(7, 210)= 1.74, p = 0.10). Thus, rats showed CS+
triggered conditioned approach to the site of water delivery, and females and males did so to a

comparable degree.

As Fig. 3e shows, in Experiment 2, we measured daily water consumption in females and
males during the 2-h/day access periods. Male rats consumed more water than female rats did
(main effect of Sex, F(1,14) = 68.77, p < 0.001; Sex x Day interaction, F(39, 546) = 1.92, p =
0.001).
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Fig. 3 Timeline and acquisition of instrumental and Pavlovian conditioning in Experiment
2. (a) Female and male rats underwent instrumental and Pavlovian conditioning. Two weeks after
the last conditioning session, we assessed the influence of subcutaneous injections of the mGluzs3
receptor agonist, LY379268 (0, 0.3 and 1 mg/kg) on cue-triggered increases in incentive
motivation for water, using Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT) procedures. One day after the
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last LY379268 injections test, we assessed the influence of reward devaluation on the expression
of PIT. (b) The rate of active lever presses increased over the daily 40-min instrumental training
sessions, and males pressed more often on the active lever than females did. (c) During
instrumental training, males also earned more water than females did. (d) The rate of water cup
entries during the first 10 sec of each CS presentation increased over the daily 44-min Pavlovian
conditioning sessions, and there were no sex differences in this effect. (e) Males consumed more
water than females did during the 2-h daily water access periods. Data are means + SEM (n =
16/sex). *p < 0.05. FR; fixed ratio. VI; variable interval. CS; conditioned stimulus. ITI; inter-trial
interval.

Effects of systemic LY379268 on lever pressing

Rats received systemic injections of LY379268 (0, 0.3 and 1 mg/kg, s.c.) 30 min before
being tested for PIT. As in Exp. 1, females and males showed similar behavioural responses
during baseline PIT testing (i.e., when injected with vehicle; All Ps > 0.05). The sexes also
responded similarly to LY379268 during PIT tests (All Ps > 0.05). Thus, all PIT data were

collapsed across the sexes.

An initial analysis across all PIT test sessions showed that rats pressed more often on the
previously water-associated (active) lever during CS+ water cue vs. CS- presentations (Fig. 4a;
main effect of CS, F(1,179) = 41.95, p < 0.001). In contrast, rates of inactive lever pressing were
similar during CS+ and CS- (Fig. 4a; p = 0.65). Thus, CS+ presentation selectively increased
pressing on the previously water-associated lever, without increasing lever-pressing behaviour

indiscriminately.

The effects of LY379268 on lever pressing during PIT tests depended upon CS type, such
that LY379268 dose-dependently attenuated active lever pressing during CS+, but not during CS-
presentations (Fig. 4a, active lever; CS x LY379268 interaction, F(2,179) = 3.53, p = 0.03; during
CS+ presentations, 1 mg/kg LY379268 < Vehicle; p = 0.026. No other comparisons were
statistically significant). LY379268 did not influence responding on the inactive lever (Fig. 4a,
inactive lever; All Ps > 0.05). This suggests that the mGluys receptor agonist selectively
decreased lever pressing for water reward, without influencing lever-pressing behaviour
indiscriminately. However, rates of inactive lever pressing were already low under baseline
(vehicle) conditions, indicating a potential floor effect. This being said, the data indicate that
activation of mGluz; receptors attenuated CS+ triggered potentiation of water-seeking behaviour,

suggesting suppressed cue-triggered increases in incentive motivation for water.
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Fig. 4b shows that analysis of water cup approach data during PIT tests, a measure that
reflects the conditioned anticipation of water reward. Rats visited the water cup more often during
CS+ vs. CS- presentations (Fig. 4b; main effect of CS, F(1,31) = 38.99, p < 0.001). Thus, the rats
showed cue-triggered discrimination of approach to the site of water delivery. LY379268 dose-
dependently reduced water cup entries, and did so specifically during CS+ presentations (main
effect of LY379268, F(2,62) = 3.10, p = 0.052; LY379268 x CS interaction, F(2,62) = 4.07, p =
0.02; during CS+, Vehicle > 1 mg, p = 0.01; 0.3 mg > 1 mg, p = 0.002; during CS-, all P’s > 0.05.
Note however that rats rarely entered the water cup during CS- presentations, indicating a
potential floor effect). Thus, the CS+, but not the CS- increased the frequency of visits to the water

cup, and activating mGluzs; receptors reduced this CS+-induced conditioned approach behaviour.

During PIT tests, LY379268 suppressed some general motor behaviours and left others
unchanged. Fig. 4c shows that compared to vehicle, LY379268 reduced rates of active lever
pressing during intervals between CS+/CS- presentations (inter-trial intervals or ITI; F(2,62) =
12.94, p < 0.001; Vehicle > 0.3 mg, p = 0.002; Vehicle > 1 mg, p <0.001). However, Fig. 4d
shows that LY379268 did not influence the rates of water cup entries during the ITI (F(1.267,
39.28) =0.29, p = 0.64, € = 0.63). LY379268 also reduced total locomotor activity counts (Fig. 4e;
F(2,62) = 11.65, p <0.001; Vehicle > 1 mg, p <0.001; Vehicle > 0.3 mg, p = 0.04), but not
locomotor activity during CS presentations (Fig. 4f; Main effect of LY379268, F(2,62) = 1.37, p =
0.26; LY379268 x CS interaction, F(2,62) = 0.63, p = 0.54). In summary, LY379268 attenuated
lever pressing for water reward during inter-trial intervals and total locomotion levels, but
LY379268 left both water cup entries during inter-trial intervals and locomotion during CS

presentations unaffected.
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Fig. 4 Systemic injection of the mGluzs receptor agonist, LY379268 attenuated cue-
triggered increases in both instrumental responding for water reward and conditioned
approach behaviours to the site of water delivery in male and female rats. (a) During
Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT) tests, CS+ presentations invigorated lever pressing for
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water reward, and LY379268 (1 mg/kg) reduced this effect. LY379268 had no effect on inactive
lever presses. (b) During PIT testing, the rate of water cup entries was significantly higher during
CS+ versus CS- presentations, and LY379268 (1 mg/kg). reduced this Pavlovian conditioned
approach behaviour. (c) During inter-trial intervals (ITl), LY379268 suppressed active lever
presses, (d) but had no effect on water cup entries. (e) Similarly, LY379268 reduced total
locomotor activity, (f) but not locomotor activity during CS presentations. There were no sex
differences in any of these responses. In Panels (c), (d), and (e), the black curve represents group
averages. Bar graphs present data as means £ SEM (N = 32; half female, half male). * p < 0.05.
CS; conditioned stimulus.

Effects of prior water devaluation on lever pressing

Finally, after quantifying LY379268 effects on cue-triggered responding for water reward,
we gave all rats a final PIT test (without LY379268 injections). Immediately before this test, half
of the rats of each sex received water access for 1 h, to examine the influence of reward
devaluation on PIT. Despite prior reward devaluation, rats pressed more often on the previously
water-associated (active) lever during CS+ versus CS-presentation (Fig. 5a; main effect of CS,
F(2,60) = 17.49, p < 0.001). However, reward devaluation produced an overall reduction of the
incentive motivation for water, seen as reduced responding on the previously water-associated
lever across CS+, CS- and ITI periods (Fig. 5a; main effect of Devaluation, F(1,30) = 12.77, p =
0.001; Devaluation x CS interaction, F(2,60) = 2.33, p = 0.11).

The rats visited the water cup more frequently during CS+ presentations vs. during CS-
presentations or the ITI (Fig. 5b; main effect of CS, F(1.110, 33.29) = 26.03, p < 0.001, € = 0.55),
and devaluation reduced this cue-triggered discrimination of conditioned approach response (Fig.
5b; main effect of Devaluation, F(1,30) = 8.09, p = 0.01; Devaluation x CS interaction, F(2,60) =
7.81, p < 0.001; CS+ Non-devaluation > CS+ Devaluation, p = 0.02. No other comparisons were
statistically significant). Thus, letting rats drink water before testing (i.e., devaluing water reward)
reduces both responding on the previously water-associated lever and CS+ triggered increases
in conditioned anticipation of water reward. This suggests that under our conditions, CS+ evoked
potentiation of responding for water reward remains a deliberate, goal-directed behaviour, rather

than a habitual response that relies exclusively on past instrumental/Pavlovian experience.
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Fig. 5 Water reward devaluation attenuated both lever pressing for this reward and cue-
triggered approach behaviours to the site of water delivery in male and female rats. (a)
During tests for Pavlovian-to-instrumental transfer (PIT), CS+ presentations increased ongoing
lever pressing for water reward, and prior water devaluation reduced this instrumental response.
(b) During PIT testing, rats entered the water cup significantly more often during CS+ versus CS-
presentations, and prior devaluation of water reward decreased this Pavlovian conditioned
approach response. Data are means £ SEM (n = 16/condition, half female, half male). * p < 0.05.
CS; conditioned stimulus.

DISCUSSION

Here we compared the sexes on cue-triggered potentiation of water reward-seeking
behaviours. We report three key findings. First, female and male rats show comparable
expression and persistence of PIT, responding more for water during CS+ versus CS-
presentations, and doing so both early (Day 1) and later (Days 21-27) after initial conditioning.
This indicates that the sexes show similar cue-triggered potentiation of incentive motivation for
water reward. Second, in female and male rats, water devaluation reduced both water-seeking
behaviour and cue-triggered conditioned approach to the water port. Finally, activation of mGluzss
receptors with a selective agonist suppressed cue-triggered increases in both water reward

seeking and water anticipation, and this effect was comparable in females and males.

Biological sex influences performance during instrumental training, but not during

Pavlovian conditioning or PIT tests

Male rats showed higher rates of lever-pressing for water during instrumental training

relative to females, and they also earned more water during initial instrumental conditioning
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sessions. However, this effect was short-lived, such that on the last 6 of 8 instrumental sessions,
males and females earned similar amounts of water. The schedule of reinforcement became
progressively more demanding across training sessions. It is possible that male rats earned more
water on the first few sessions because response requirements were lower during these earlier
sessions, and the males’ larger bodies require more water (see Fig. 3e). Females and males
showed similar performance during Pavlovian conditioning. The acquisition of CS+ triggered
conditioned approach behaviour was similar between the sexes. Finally, even though males
consume more water and can also self-administer more water during instrumental sessions,
females and males showed similar CS+-triggered increases in both water-seeking actions and
conditioned approach behaviours during PIT testing. We also found no sex differences in the
persistence of these effects. Thus, for up to 4 weeks after initial conditioning, females and males
showed comparable CS+ evoked potentiation of water-seeking and conditioned approach

behaviours.

Our findings are consistent with work showing similar cue-induced reinstatement of
cocaine-seeking in female and male rats (Feltenstein et al., 2011). Note also that Fuchs, Evans,
Mehta, Case, and See (2005) found no effect of estrous phase on cue-induced reinstatement of
extinguished reward seeking. To our knowledge, there are no published accounts of how
hormonal fluctuations might influence PIT in females. This being said, in a meta-analysis of
neuroscience-related traits, Becker, Prendergast, and Liang (2016) found that while there can be
instances where females are more variable than males, there is an ‘overall absence of sex
differences in variability across diverse traits of interests to neuroscientists’, such that ‘inclusion
of intact females, without regard to estrous cycle, and intact males is a valid approach to learn

about females in neuroscience research’.

Activation of mGluz;s receptors attenuates cue-triggered increases in incentive motivation

for reward

We found that in female and male rats, systemic administration of an mGluzs receptor
agonist (LY379268) impairs the ability of a water-associated cue to increase both water-seeking
actions and conditioned anticipation of water reward. This concords with studies showing that
mGluzs receptor activity mediates cue-triggered appetitive behaviours, such as cue-induced
reinstatement of reward-seeking behaviour (Backstrom & Hyytia, 2005; Baptista et al., 2004;
Bossert, Poles, et al., 2006; Lu et al., 2007; Uejima et al., 2007; Zhao et al., 2006).
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Here, LY379268 decreased cue-induced potentiation of reward seeking in a pure
conditioned incentive motivation paradigm. The PIT procedure we used allowed us to selectively
assess the influence of mGlus receptor activity on incentive motivation, because PIT measures
the ability of a cue to trigger motivation for a reward, without the confounding influences of either
primary or secondary reinforcement (Balleine, 1994; Dickinson & Balleine, 1994; Dickinson &
Dawson, 1987; Rescorla & Solomon, 1967; Wyvell & Berridge, 2000). As such, the effects of
mGluz; receptor activation likely do not involve any suppression of the primary reinforcing value
of water, because rats were tested under extinction conditions, when lever pressing no longer
produced water. Our water consumption data also show that on PIT test days, when rats received
the mGluzss receptor agonist, they consumed as much water in their home cages after testing as
they had on preceding days (Fig. 3e). This further supports the idea that administration of an

mGluz; receptor agonist does not significantly change the reinforcing properties of water.

Our results cannot be due to the ability of mGluzss receptor activity to mediate conditioned
reinforcement. Pavlovian cues can act as conditioned reinforcers, strengthening preceding
instrumental responses. To act as a conditioned reinforcer, a reward cue must be presented
contingently after an instrumental response. However, the PIT procedure we used precluded any
such reinforcement contingency, as the cue was presented independently of lever-pressing
behaviour. Thus, the results suggest that pharmacological activation of mGluzs receptors
decreases the pure conditioned incentive impact of reward cues, without necessarily influencing
primary or secondary reinforcement. As such, mGluzs receptor activity could have suppressed
cue effects on reward-seeking behaviour by decreasing the incentive salience of the cue-triggered

neural representation of water reward (see Wyvell & Berridge, 2000).

The neurobiological mechanisms involved in the ability of mGluzs receptor activation to
attenuate cue-induced incentive motivation for reward remain to be studied. However, the
observed attenuation of cue-triggered incentive motivation following mGluzs activation is
consistent with a reduction in synaptic glutamate release. We did not measure extracellular
glutamate concentrations here. However, mGluz;s receptor activity provides autoregulatory,
negative feedback to decrease stimulated glutamate release (Conn & Pin, 1997; Imre, 2007;
Schoepp, 2001). Several studies suggest that cue-triggered increases in incentive motivation
require synaptic glutamate in regions such as the amygdala (Derman, Bass, & Ferrario, 2020;
Feltenstein & See, 2007; Garceau et al., 2021; Khoo, LeCocq, Deyab, & Chaudhri, 2019; Lu et

al., 2007; Malvaez et al., 2015) and the nucleus accumbens (Derman & Ferrario, 2018). Thus,
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our findings extend work showing that synaptic glutamate transmission is necessary for cue-

triggered increases in incentive motivation.

We found that systemic LY379268 attenuated some motor measures, but not others.
LY379268 reduced total locomotor activity and lever pressing behaviour during inter-trial intervals
(i.e., in the absence of the CS+). Previous studies using male rats have also noted motor effects
with systemic LY379268 (Allain et al., 2017; Backstrom & Hyytia, 2005; Kufahl, Martin-Fardon, &
Weiss, 2011), but at doses higher than used here (=2 mg/kg). For instance, Backstrom and
Hyytia (2005) found that at 5 mg/kg, LY379268 decreased spontaneous locomotor activity in male
rats. Other studies (Allain et al., 2017; Cannady, Grondin, Fisher, Hodge, & Besheer, 2011; Kufahl
et al., 2011) found that the doses used here (0.3 or 1 mg/kg) did not significantly impair motor
behaviour (but 2 and 3 mg/kg did). There are differences in the species used in these previous
experiments compared to the present one. Cannady et al. (2011) used Long-Evans rats, others
used Wistar rats (Allain et al., 2017; Kufahl et al., 2011), while here we used Sprague-Dawley
rats. The apparent discrepancies between our findings and these previous experiments may arise
from inherent species differences in sensitivity to the motor-impairing effects of LY379268.
Sensitivity to the motor-impairing effects of LY379268 is also brain region-dependent. For
example, the amygdala is relatively insensitive to LY379268’s motor effects (e.g., at 6
ug/hemisphere), while lower doses (3 ug/hemipshere) injected into the nucleus accumbens can
reduce locomotion (Besheer et al., 2010; Cannady et al., 2011). This suggests that systemic
LY379268 may evoke some motor-suppressing effects in part by diffusing to sites of action in the
nucleus accumbens. Indeed, systemic LY379268 can reduce activity in neuronal projections from
the nucleus accumbens to the globus pallidus (Cannady et al., 2011), a structure that coordinates
locomotor function (Mogenson, Swanson, & Wu, 1983). Thus, in the present work, motor
suppression could have contributed at least partially to the effects of LY379268 on CS-evoked

increases in incentive motivation.

However, it is unlikely that the effects of the mGluz; receptor agonist on PIT are driven by
motor actions alone. First, LY379268 completely spared motor behaviours including locomotor
activity during CS presentations and water cup entries during inter-trial intervals. Second, during
inter-trial intervals, water cup entries occurred at a similar rate as active lever pressing did
(compare Figs. 4c and d). However, LY379268 injection only suppressed the latter behavioural
response. Thus, a simple motor-suppression explanation of behaviour cannot account for the
effects of LY379268 during PIT testing. Second, other work shows that LY379268 can decrease

cue-triggered potentiation of incentive motivation for reward without having non-specific motor
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effects. For example, injecting LY379268 into the BLA reduces both cue-evoked potentiation of
incentive motivation for water reward and CS-induced anticipation of reward, without affecting
other motor behaviours such as locomotion, and active lever pressing or water cup entries during
inter-trial intervals (Garceau et al., 2021). Of course, the effects of systemic injections of
LY379268 could be different. Whatever the case may be, future work can determine the extent to
which motor suppression contributes to LY379268’s effects on the behavioural response to

reward cues using different mGluzs receptor agonists and/or different doses of LY379268.

Prior reward devaluation attenuates cue-triggered increases in incentive motivation for

reward

When rats were allowed to freely drink water for 1 h before PIT testing, thus devaluing the
water reward, they showed reduced responding on the water-associated lever and reduced
conditioned approach to the water cup. There were no significant differences between females
and males in this effect. Previous studies on the influence of devaluation on cue-triggered
increases in incentive motivation report mixed results, possibly due to the different procedures
used. In rats, devaluation by satiation suppresses general, but not specific PIT (Corbit, Janak, &
Balleine, 2007; Holland, 2004). While devaluation by conditioned taste aversion (i.e., pairing the
reward with illness induced by lithium chloride) had no effect on PIT in a single-lever paradigm
(Holland, 2004), satiation abolished PIT under the same test conditions (Aitken, Greenfield, &
Wassum, 2016; Dailey, Moran, Holland, & Johnson, 2016). The latter finding is consistent with
our results, as we used a single-outcome PIT paradigm and observed that devaluation by satiation
suppressed both reward-associated lever responding and cue-triggered increases in conditioned
approach. The palatability of the primary reward can also influence the response to devaluation
by satiation. For instance, Kendig, Cheung, Raymond, and Corbit (2016) showed that devaluation
by satiation is less effective in reducing food-seeking behaviour in the presence of contexts or
discrete cues paired with junk food, compared to when rats were in the presence of contexts and
cues paired with less palatable, regular chow. Here, we used plain water as the US, which is less
reinforcing after satiation because water’s reinforcing properties depend upon the level of thirst.
This could explain the suppressive effects of devaluation we found on water-associated lever
responding. Thus, water-seeking responses in our paradigm were sensitive to devaluation,
suggesting this instrumental responding was likely goal-directed, and not habitual (Balleine &
Dickinson, 1998).
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Conclusions

In conclusion, a water-associated cue increases both conditioned anticipation of water
reward and water-seeking actions, and does so to a similar extent in female and male rats. Water
devaluation by satiation also reduced water-associated lever responding and cue-triggered
conditioned anticipation of water reward in both sexes. Finally, our results confirm and extend
previous findings, showing that in both sexes, activating mGluzss receptors with systemic injections
of LY379268 decreases both reward-seeking actions when the reward is not available (i.e., under
extinction conditions), and cue-triggered increases in conditioned approach to the site of water
delivery. These effects were seen at an LY379268 dose that also suppressed some motor
measures. However, motor deficits are unlikely to fully account for LY379268'’s effects on PIT,
because the agonist left other motor measures unchanged. Thus, we hypothesize that signaling
via mGluyss receptors mediates the motivating influence of appetitive cues, thereby influencing the
ability of such cues to goad reward-seeking actions when the associated reward is not

immediately available.
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CHAPITRE IV: DISCUSSION




4. Résumé et implications des résultats

4.1 L’activation des mGluz; diminue la capacité des CS a potentialiser la recherche de
récompense chez les deux sexes

Le comportement animal est influencé par les CS omniprésents dans I'environnement. En
effet, grace a leurs propriétés prédictives et motivationnelles, les CS peuvent stimuler le désir
pour une récompense et potentialiser des actions instrumentales visant a I'obtenir, un phénoméne
appelé: « transfert Pavlovien-a-instrumental (PIT) » (Cartoni et al., 2016; Rescorla & Solomon,
1967; Walker, 1942; Wyvell & Berridge, 2000). Ces effets des CS peuvent étre adaptatifs
lorsqu’ils guident les animaux vers des ressources essentielles a leur survie, telles que l'eau, la
nourriture ou un abri pour se protéger (Doya, 2008; Perks & Clifton, 1997). Cependant, I'attribution
d’une valeur motivationnelle trop élevée aux CS peut promouvoir I'addiction (Everitt et al., 2001;
Ludwig et al., 1974; O'Brien et al., 1998; Robinson & Berridge, 1993). A l'inverse, une valeur
motivationnelle trop faible des CS peut contribuer a la dépression (Olney, Warlow, Naffziger, &
Berridge, 2018). Ainsi, il est important de mieux comprendre les mécanismes neuronaux par
lesquels les CS guident le comportement, ainsi que les altérations possibles pouvant mener a
des désordres, comme l'addiction et la dépression. Une meilleure compréhension de ces

mécanismes pourrait aider le développement de traitements plus efficaces de ces désordres.

Un objectif de cette étude était donc d’évaluer le rble des récepteurs mGluy;z de la BLA dans
la capacité des CS a potentialiser la recherche de récompense, telle que mesurée par le PIT.
L’injection d’'un agoniste des mGluzz LY379268 dans la BLA avant le test PIT (3 ou 6
ug/hémisphére) a supprimé la capacité d’'un CS a potentialiser les actions instrumentales de
recherche de la récompense (dans ce cas-ci, 'eau) chez un groupe de rats méles (Garceau,
Samaha, Cordahi, Servonnet, & Khoo, 2021). Ces résultats suggérent que I'activation des mGluzss
de la BLA diminue la valeur motivationnelle du CS. Malvaez et ses collégues (2015) ont
démontré que la transmission synaptique excitatrice rapide du glutamate dans la BLA, via les
récepteurs postsynaptiques iGluRs AMPA, était impliquée dans la capacité d'un CS a
potentialiser la recherche de récompense, c’est-a-dire dans I'effet PIT. Les résultats de notre
étude complétent ainsi la compréhension du mécanisme glutamatergique identifié par le groupe
de Malvaez, en démontrant le role des mGluzs de la BLA dans la régulation de cet effet. Nos
résultats suggérent également que le glutamate synaptique libéré dans la BLA est nécessaire
pour I'expression du PIT, et que l'activation des autorécepteurs mGluzs supprime cet effet en
réduisant la libération synaptique de glutamate dans la BLA. Cette interprétation des résultats est

en accord avec Malvaez et ses collegues (2015) qui ont observé une augmentation de la
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concentration de glutamate extracellulaire dans la BLA lors de la recherche de récompense

évoquée par un CS.

Dans notre étude, I'injection du LY379268 dans la BLA a aussi diminué la capacité du CS a
inciter 'approche des rats vers le site de livraison prévue de la récompense (Garceau et al.,
2021). Cet effet refléte une atténuation de la valeur prédictive du CS par I'activation des mGluzs
de la BLA (Flagel, Watson, Robinson, & Akil, 2007; Robinson & Flagel, 2009). A I'inverse, Malvaez
et ses collegues (2015) n’ont pas observé de diminution de I'approche conditionnée vers le site
de livraison de la récompense apres le blocage des iGluRs AMPA ou NMDA dans la BLA, ce qui
suggere que ce comportement est régulé par I'activité de mGluRs dans la BLA, soit possiblement
les récepteurs glutamatergiques métabotropes de type 5 (mGlus). En effet, des études
précliniques suggerent que les mGlus de la BLA régulent I'expression de comportements
d’approche et de recherche de récompense évoquée par des CS (Khoo, LeCocq, Deyab, &
Chaudhri, 2019; Sinclair, Cleva, Hood, Olive, & Gass, 2012).

En ciblant la BLA, notre recherche a permis l'identification d’une région spécifique du cerveau
ou lactivitt des mGluys module les propriétés prédictives et motivationnelles des CS.
L’administration intra-BLA d’'un agoniste des mGluzs, le LY379268, a inhibé les propriétés
prédictives et motivationnelles d'un CS (Garceau et al., 2021). Cependant, I'administration
intracérébrale de I'agoniste des mGluzz ne permet pas d’évaluer le potentiel de cette recherche
pour des applications thérapeutiques chez 'humain, car cette voie d’administration n’est pas
applicable sur le plan clinique. Ainsi, dans une nouvelle expérience, nous avons démontré que
I'activation des mGluzs par I'injection systémique de LY379268 atténue également les propriétés
prédictives et motivationnelles d’un CS, telles que mesurées lors du test PIT. Cette découverte
et celles de plusieurs autres études démontrant un effet inhibiteur du LY379268 systémique sur
le rétablissement de la recherche de drogue évoquée par un CS apres extinction (Backstrom &
Hyytia, 2005; Baptista et al., 2004; Bossert et al., 2005; Liechti, Lhuillier, Kaupmann, & Markou,
2007; Zhao et al., 2006) pourraient ouvrir la voie au développement de nouvelles thérapies dans
I'addiction, comme les agonistes des mGluzs. Par contre, le LY379268 systémique a aussi eu
des effets inhibiteurs sur certaines de nos mesures motrices (i.e., locomotion totale et nombre
d’appuis sur le levier actif entre les CS). D’autres études ont rapporté des altérations motrices
apres administration systémique du LY379268, mais uniquement a des doses plus élevées (= 2
mg/kg) que celles testées dans notre étude (Allain, Roberts, Levesque, & Samaha, 2017;
Backstrom & Hyytia, 2005; Kufahl, Martin-Fardon, & Weiss, 2011). Ces effets moteurs pourraient

étre en partie d0 a l'action du LY379268 sur des mGluys situés dans le NAc. En effet, le NAc
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projette vers le globus pallidus, une région clé dans la coordination motrice (Mogenson, Swanson,
& Wu, 1983). De plus, des études ont démontré que l'injection de LY379268 dans le NAc pouvait
altérer la locomotion (Besheer et al., 2010; Cannady, Grondin, Fisher, Hodge, & Besheer, 2011).
Cependant, il est peu probable que les altérations motrices puissent expliquer en totalité les effets
du LY379268 systémique observés sur le PIT dans notre étude, basé sur les observations
suivantes: ) le LY379268 systémique n’a pas affecté certaines de nos mesures motrices (e.g.,
locomotion durant les CS et nombre d’entrées dans le réceptacle d’eau entre les CS), et ii) dans
notre étude précédente, l'injection du LY379268 dans la BLA a réduit le PIT, et ce sans affecter
la locomotion, suggérant que cet agoniste a un effet direct sur les propriétés prédictives et

motivationnelles du CS (Garceau et al., 2021).

Dans cette étude, nous avons aussi comparé la contribution des récepteurs mGluzs a la
capacité des CS de potentialiser la recherche de récompense entre les rats femelles et males (en
utilisant le PIT), puisqu’a notre connaissance, aucune étude n’avait rapporté cette information.
Nous avons découvert que les effets inhibiteurs d’'une administration systémique de LY379268
sur les propriétés prédictives et motivationnelles des CS sont similaires entre les sexes. L'activité
des mGluzs contribue donc autant a la régulation des propriétés des CS chez les femelles par
rapport aux males. Ces résultats indiquent qu’une approche thérapeutique avec un agoniste des

mGluz; pourrait étre potentiellement efficace indépendamment du sexe.

4.2 La capacité des CS a potentialiser la recherche de récompense est similaire entre les
sexes

La valeur motivationnelle attribuée a un CS peut grandement varier d’un individu a I'autre, ce
qui influence leur vulnérabilité a I'addiction (Flagel, Akil, & Robinson, 2009; Robinson, Yager,
Cogan, & Saunders, 2014). Dans une nouvelle expérience, nous avons ainsi évalué si le sexe
est une source potentielle de cette variabilité. La plupart des recherches sur les propriétés
motivationnelles des CS ont été conduites chez des rats males. Nous avons d’abord démontré
un effet PIT significatif chez un groupe de rats males (Garceau et al., 2021). Puis, en répétant
I'expérience avec un groupe de rats mixte, nous avons découvert que les femelles montrent un
effet PIT similaire aux males. En effet, la présentation d’'un CS associé a une récompense (CS+)
a potentialisé la fréquence d’appuis sur le levier actif, et de fagon comparable chez les deux
sexes. Notre étude suggére donc que le sexe n'a pas d’effet significatif sur la susceptibilité aux
propriétés motivationnelles des CS, telles que mesurées par le PIT. Des études utilisant d’autres
modéles comportementaux comme le « renforcement conditionné » (Flagel et al., 2007) ou le

« rétablissement de la recherche de cocaine évoquée par un CS aprés extinction » n’ont
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également pas observé de différences sexuelles notables dans les effets motivationnels des CS
(Feltenstein et al., 2011). En revanche, lorsque les rats sont exposés a la fois a un CS et a un
stress (induit par la yohimbine), les femelles montrent un rétablissement de la recherche de
cocaine plus élevé que les males (Feltenstein et al., 2011). Ainsi, le stress vécu lors de
I'abstinence a une drogue pourrait rendre les femelles plus vulnérables aux effets motivationnels
de CS associés aux drogues et a la rechute (Carroll, Lynch, Roth, Morgan, & Cosgrove, 2004;
Lynch, Roth, & Carroll, 2002; Swan et al., 1988).

4.3 La dévaluation diminue la recherche de récompense chez les deux sexes

La valeur motivationnelle des CS (i.e., 'amplitude de I'effet PIT) dépend de la force de
I'association entre I'action et la récompense, qui a son tour varie selon les changements dans la
valeur et la désirabilité de la récompense (Balleine & Ostlund, 2007; Holmes et al., 2010). Par
exemple, la nourriture a une plus grande valeur pour un animal qui a faim, tandis que la satiation
diminue la valeur de la nourriture, un phénoméne appelé « dévaluation ». Ainsi, les propriétés
motivationnelles d’'un CS devraient diminuer lorsque la récompense associée est dévaluée
(Holmes et al., 2010). Dans notre étude, nous avons testé l'effet de la dévaluation sur la
motivation a rechercher une récompense (dans ce cas-ci, 'eau) en présence d'un CS, en
permettant a la moitié des rats males et femelles de consommer cette récompense a volonté
pendant 1 h avant un test PIT. Sous l'effet de la dévaluation, les rats ont appuyé sur le levier
associé a I'eau et approché le site de livraison de I'eau lors du CS+ moins fréquemment, comparé
au groupe « témoin » restreint en eau. Ainsi, la réponse instrumentale dans notre modéle
comportemental était sensible a la dévaluation de la réecompense par satiation, suggérant qu’elle
était dirigée vers un but et non le résultat d’'une habitude (Balleine & Dickinson, 1998; Rudy,
2014). De plus, nos résultats sont en accord avec d’autres études qui ont rapporté une diminution
du PIT aprés la dévaluation de la récompense par satiation chez des rats males (Aitken et al.,
2016; Corbit et al., 2007; Dailey, Moran, Holland, & Johnson, 2016). Nos résultats démontrent

une sensibilité similaire a la dévaluation de la récompense par satiation chez les rats femelles.

L’appétence (i.e., la valeur hédonique « plaisir ») de la récompense peut cependant
influencer la réponse a la dévaluation par satiation. Par exemple, une étude chez le rat a
démontré que la dévaluation par satiation a tendance a étre moins efficace pour diminuer la
recherche de nourriture lorsque les CS sont associés a des aliments plus appétitifs, comme
des aliments riches en gras ou en sucres (Kendig, Cheung, Raymond, & Corbit, 2016). Par

ailleurs, une diéte riche en gras ou en sucres est associée a des altérations dans les circuits
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corticostriataux (e.g., augmentation de I'activité du striatum dorsal latéral) qui peuvent promouvoir
la recherche de ce type d’aliments en présence de CS ainsi qu'une perte de la sensibilité a la
dévaluation par satiation sur le long terme (Corbit, 2016; Furlong, Jayaweera, Balleine, & Corbit,
2014; Kendig, Boakes, Rooney, & Corbit, 2013). Ces neuroadaptations ainsi que I'exposition
courante a des CS dans I'environnement (e.g., annonces a la télévision et panneaux publicitaires)
pourraient expliquer en partie la recherche et la consommation d’aliments appétitifs en I'absence
de la faim chez des individus, contribuant a 'augmentation de I'obésité (Watson, Wiers, Hommel,
& de Wit, 2014).

Dans notre étude, nous avons utilisé de I'eau ordinaire comme récompense. Les propriétés
de renforcement de cette récompense dépendent du niveau de soif de I'individu, ce qui pourrait
expliquer la diminution significative des appuis sur le levier actif observée sous l'effet de la
dévaluation par satiation. Dans une prochaine étude, il serait intéressant de comparer les effets
de la dévaluation par satiation sur le PIT en utilisant de 'eau ordinaire versus une solution sucrée
comme récompense. Nous nous attendons a ce que la dévaluation par satiation soit moins
efficace pour diminuer le PIT lorsque le CS est associé a la récompense plus appétitive, soit la

solution sucrée.

5. Avantages et limites de I’étude
5.1 Le PIT comme modéle comportemental

L’une des forces de notre étude est I'utilisation du PIT comme modéle comportemental pour
étudier le réle des mGluys dans la capacité des CS a potentialiser la recherche de récompense.
Premiérement, le PIT mesure les propriétés motivationnelles de CS, et ce sans l'influence
confondante du renforcement de la réponse instrumentale par la récompense (renforcement
primaire), car I'appui sur le levier actif durant le test PIT n’entraine pas la livraison de la
récompense (conditions d’extinction) (Dickinson & Balleine, 1994; Rescorla & Solomon, 1967;
Wyvell & Berridge, 2000, 2001). Le PIT exclut également I'influence confondante du renforcement
par le CS (renforcement secondaire), puisque contrairement a d’autres modeéles
comportementaux, la présentation d’'un CS lors du test PIT est non-contingente et ne renforce
donc pas la réponse instrumentale (Wyvell & Berridge, 2000). De plus, la présence d’homologies
au niveau des substrats neuronaux du PIT entre les espéces ajoute une valeur translationnelle
a ce modele. En effet, I'effet PIT se manifeste chez plusieurs espéces dont le rat et I'humain
(Holmes et al., 2010) et les mémes régions neuronales responsables du PIT (e.g., 'amygdale et

le NAc) ont été observées chez le rat et ’'humain (Blundell et al., 2001; Corbit & Balleine, 2005,
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2011; Derman, Bass, & Ferrario, 2020; Malvaez et al., 2015; Prevost et al., 2012; Talmi et al.,
2008). Enfin, une autre force de notre modéle est la reproductibilité de ses mesures, puisqu’il a
été répété a quatre reprises en conservant les mémes parametres et qu'un effet PIT robuste a
été observé dans des conditions de base a chaque expérience. Nous avons également choisi
des parameétres connus et testés dans la littérature, comme des CS d’une durée de 2 min et un
horaire de renforcement a intervalle variable, pour favoriser une plus grande expression du PIT
(Holmes et al., 2010; Lovibond, 1983). En effet, il est reconnu que le modele PIT peut produire
des amplitudes d’effets variables dans les conditions de base, selon les paramétres utilisés, tels
que I'horaire de renforcement et la durée des CS (Delamater & Holland, 2008; Holmes et al.,
2010; Wyvell & Berridge, 2000).

Tel que mentionné a la section 1.3 du chapitre |, il existe différents types de modéles pour
étudier le PIT. Dans notre étude, nous avons utilisé un modéle PIT simple a une récompense.
Dans ce modéle, une seule réponse instrumentale permet I'obtention d’'une seule récompense,
elle-méme associée a un seul CS. Ce type de modéle ne permet pas la distinction
comportementale des deux types de PIT, soient le PIT général et le PIT spécifique (Blundell et
al., 2001; Hall et al., 2001; Holland & Gallagher, 2003). Toutefois, la littérature suggere que le
modele PIT simple a une récompense serait davantage associé au PIT général, puisque la
stimulation de la formation de représentations détaillées et sensorielles spécifiques d’'une
récompense nécessiterait la présentation de multiples actions instrumentales, chacune délivrant
une récompense différente (Blundell et al., 2001; Corbit & Balleine, 2005; Holland, 2004). Selon
une étude de lésions, le PIT général serait régulé par la CeA, une autre sous-région de
'amygdale, tandis que la BLA modulerait plutot le PIT spécifique (Corbit & Balleine, 2005).
Pourtant, nos résultats suggérent que la transmission glutamatergique dans la BLA régule aussi
le PIT général, remettant ainsi en question la découverte précédente de Corbit et Balleine (2005).
Il n’est toutefois pas possible de conclure de fagon définitive que la transmission glutamatergique
dans la BLA régule aussi le PIT général, puisque notre modele PIT a une récompense ne
démontre pas d’évidences claires sur les types de PIT obtenus. Pour confirmer cette hypothése,
il faudrait utiliser un modéle PIT dissociant les deux types de PIT en une seule expérience (i.e.,
le modéle PIT complet) (Cartoni et al., 2016; Corbit & Balleine, 2005).

Comme mentionné précédemment, le test PIT se déroule dans des conditions d’extinction
(i.e., la récompense n’est plus délivrée), ce qui a pour avantage d’isoler les propriétés
motivationnelles du CS de celles de la récompense primaire (Dickinson & Balleine, 1994;

Rescorla & Solomon, 1967; Wyvell & Berridge, 2000, 2001). Cette caractéristique améne
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toutefois le questionnement suivant : le test PIT est-il une phase d’extinction? Le test PIT se
distingue d’abord d’une phase d’extinction Pavlovienne par son nombre de sessions. En effet, la
phase d’extinction Pavlovienne comprend de 10 a 12 sessions pour permettre I'extinction de la
réponse comportementale aux CS, comparativement a souvent une seule session pour le test
PIT. De plus, les rats ont des sessions de rappels du conditionnement Pavlovien et instrumental
entre chaque test PIT, afin de prévenir les effets d’extinction sur le PIT (Cartoni et al., 2016;
Delamater et al., 2017; Alarcon & Delamater, 2019). Cependant, a l'intérieur d’'une méme session
de test PIT, le nombre d’appuis sur le levier actif a tendance a diminuer vers les derniéres
présentations du CS. En revanche, il est possible d’isoler ce processus « d’extinction » de « I'effet
PIT », en comparant les appuis sur le levier actif entre les traitements lors des premiéres
présentations du CS (i.e., au début de la session du test PIT). Durant ces premieres présentations
du CS, nous avons observé un nombre réduit d’appuis sur le levier actif chez les rats traités avec
'agoniste LY379268 comparativement aux rats témoins, ce qui confirme les effets suppresseurs

d’une activation des mGluyss sur les propriétés motivationnelles du CS.
5.2 Le LY379268 comme agent pharmacologique ciblant les mGluzz

Pour étudier le role des mGluzs dans la capacité des CS a potentialiser la recherche de
récompense, nous avons utilisé un agoniste de ces récepteurs, le LY379268. Cet agoniste a pour
avantage de traverser facilement la barriere hématoencéphalique (Imre, 2007; Niswender &
Conn, 2010), ce qui en fait un agent pharmacologique efficace lorsqu’injecté de maniére
systémique—Ila voie d’administration potentielle chez 'humain. Par contre, le LY379268 active a
la fois les récepteurs mGlu, et mGlus, bien qu’il soit considérablement plus sélectif pour le
récepteur mGlus : un rapport K pour mGlua/mGlus de 2.4 (Imre, 2007). Malgré I'implication des
mGluzs dans plusieurs maladies neurologiques ou psychiatriques comme I'addiction, il y a un
manque d’agents pharmacologiques qui pourraient étre utilisés pour différencier la fonction
respective des sous-types mGluz et mGlus. En effet, la forte homologie entre les mGlu, et mGlus
rend difficile le développement d’agonistes ou d’antagonistes plus sélectifs de ces récepteurs
(Morishima et al., 2005; Niswender & Conn, 2010). Des souris knock-out ont été utilisées pour
différencier les réles des mGlu. et mGlus dans le rétablissement de la recherche de drogue
évoquée par un CS apres extinction. Par exemple, Cannella et ses collegues (2013) ont
découvert que les souris mGlus-/- ne montrent pas de changement dans leur comportement de
rétablissement de la recherche de cocaine évoquée par un CS. Les souris mGluz-/- quant a elles
ne peuvent étre utilisées pour étudier le réle spécifique de mGlu, dans les effets des CS sur la

motivation, car cette modification génétique altére leur motricité (Cannella et al., 2013; Morishima

93



et al., 2005). En revanche, des modulateurs allostériques positifs sélectifs de mGluz ont
récemment été développés. Par exemple, le potassium 3'-([(2-cyclopentyl-6-7-dimethyl-1-oxo-
2,3-dihydro-1H-inden-5-yl)oxy]methyl)biphenyl I-4-carboxylate (BINA) diminue le rétablissement
de la recherche de cocaine évoquée par un CS apres extinction, mais n’a aucun effet sur la
recherche de nourriture évoquée par un CS (Jin et al., 2010), contrairement au LY379268 qui
inhibe a la fois les effets motivationnels des CS sur la recherche de drogues (Backstrom & Hyytia,
2005; Baptista et al., 2004; Bossert et al., 2005; Liechti et al., 2007; Zhao et al., 2006), de
nourriture (Baptista et al., 2004; Bossert et al., 2006) ou d’eau (Garceau et al., 2021). Ainsi,
comparativement aux agonistes des mGluz, les agents sélectifs des mGlu. affecteraient plus
spécifiquement les effets de CS associés a une drogue telle que la cocaine, un avantage pour le

traitement de I'addiction.
5.3 Les controles anatomiques

Les contréles anatomiques forment un groupe de sujets recevant le traitement a I'étude, mais
a I'extérieur de la région neuronale ciblée (e.g., dans la CeA au lieu de la BLA), ce qui permet
d’évaluer la spécificité anatomique de l'effet du traitement. Ainsi, 'absence de controles
anatomiques est une limite de notre étude. Six rats ont été exclus de I’Article 1: Expérience 2
aprés histologie, puisque 2 d’entre eux ont recu seulement une des 2 canules dans la BLA alors
que les autres ont eu des placements de canules dorsal, médial et/ou latéral a la BLA. Bien que
les données suggérent que l'injection de LY379268 a ces rats n'influence pas la recherche de
récompense évoquée par un CS, nous avons décidé de les exclure de l'article, en raison de la
petite taille de ce groupe (n = 6) qui était insuffisante pour montrer un effet PIT significatif dans
des conditions de base (solvant, p = 0.08) et de I'hétérogénéité de 'emplacement des canules
(Garceau et al., 2021). Ainsi, les données actuelles ne permettent pas de déterminer si les effets
inhibiteurs d’'une activation des mGluyss sur les propriétés prédictives ou motivationnelles des CS
sont spécifiques a la région de la BLA. Pour répondre a cette question, il faudrait évaluer les effets
du LY379268 lorsqu’il est administré dans d’autres régions du cerveau chez des rats (contréles
anatomiques) avant le test PIT. Par exemple, puisque la sous-région CeA de I'amygdale est
également reconnue pour son réle dans la régulation des propriétés motivationnelles des CS
(Corbit & Balleine, 2005; Lu, Uejima, Gray, Bossert, & Shaham, 2007; Uejima, Bossert, Poles, &
Lu, 2007), il serait intéressant d’injecter le LY379268 dans cette région, afin de comparer les
effets d’'une activation des mGluzs de la CeA a celle de la BLA sur la capacité des CS a
potentialiser la recherche de récompense. Les mGluz; sont exprimés dans ces deux sous-régions

de 'amygdale, bien que leur expression soit plus élevée dans la BLA : elle est considérée élevée
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dans la BLA versus modérée dans la CeA (Petralia et al., 1996; Tamaru, Nomura, Mizuno, &
Shigemoto, 2001).

Une autre approche expérimentale pouvant étre utilisée pour étudier le role des mGlug;; dans
les propriétés prédictives ou motivationnelles des CS est I'inactivation du géne de ces récepteurs
chez des souris (i.e., mGluys -/- knock-out) (Cannella et al., 2013). Le modéle knock-out
conditionnel a pour avantage de limiter l'inactivation du géne d’intérét a un tissu spécifique ou
une sous-région du cerveau (Tsien et al., 1996; Chen et al., 2017). Ainsi, cette approche pourrait

permettre le contréle de I'expression des mGluys spécifiquement dans la BLA.
5.4 La considération du sexe comme variable biologique

L’inclusion de rats males et femelles est 'une des forces de notre étude, puisque la
contribution des mGluy; a la capacité des CS a potentialiser la recherche de récompense n’avait
pas encore été étudiée chez les femelles. Le nombre restreint d’études chez les femelles dans la
recherche en neurosciences est principalement di a la croyance que les fluctuations des
hormones ovariennes associées au cycle reproducteur féminin rendent les données des femelles
plus variables que celles des males (Shansky, 2019). A notre connaissance, l'influence des
fluctuations hormonales sur le « PIT » n’a pas été étudiée, mais Fuchs, Evans, Mehta, Case et
See (2005) ont démontré que le cycle ovarien n’influence pas le « rétablissement de la recherche
de cocaine évoquée par un CS apres extinction ». Par ailleurs, une méta-analyse a révélé que
plusieurs données physiologiques, cellulaires ou comportementales recueillies auprés de souris
femelles ne variaient pas plus que celles des males, indépendamment de la phase du cycle
ovarien des femelles (Prendergast et al., 2014). Des résultats similaires ont été obtenus dans une
méta-analyse complémentaire conduite chez des rats (Becker, Prendergast, & Liang, 2016). Ces
analyses suggerent que I'utilisation de rongeurs femelles en neurosciences ne requiert pas la
surveillance du cycle ovarien. De plus, selon Becker et Koob (2016), « la présence ou 'absence
de différences entre les sexes est suffisamment robuste pour que les femelles qui cyclent au
hasard puissent étre étudiées sans qu’une variabilité supplémentaire ne soit introduite par le cycle
ovarien ». Par conséquent, nous avons décidé d’évaluer le sexe comme une variable biologique,
sans surveiller le cycle ovarien des femelles. Tel que proposé par Shansky (2019), nous avons
d’abord comparé un groupe de 16 rats méles et un groupe de 16 rats femelles. Puis, comme
aucune différence significative entre les sexes n’a été observée dans les mesures des tests PIT,
les données des males et femelles ont été regroupées, afin d’'augmenter la puissance statistique

des analyses.
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6. Implications pour I’addiction chez ’humain

Les CS sont impligués dans de nombreuses pathologies, dont I'addiction, le jeu
pathologique, les troubles alimentaires, les troubles obsessifs/compulsifs et la psychose. Une
attention particuliére est toutefois mise sur I'addiction dans cette section, étant donné que des
altérations de ’lhoméostasie glutamatergique ciblant notamment les mGluz; sont reconnues pour
jouer un role important dans le développement de cette pathologie (Kalivas, 2009; Kalivas,
Volkow, & Seamans, 2005; Kalivas & Volkow, 2005).

6.1 L’attribution pathologique d’une valeur motivationnelle a un stimulus

Selon la théorie de I'attribution pathologique d’'une valeur motivationnelle a un stimulus : «
Incentive Sensitization » (Robinson & Berridge, 1993), la consommation répétée de substances
d’abus chez certains individus produit des neuroadaptations qui sensibilisent le systéme de
récompense aux drogues et a leur CS, menant a une augmentation du désir et des
comportements de recherche de la drogue. Ces neuroadaptations impliquent des changements
de la transmission dopaminergique dans le NAc (Robinson & Berridge, 1993). Toutefois,
'augmentation de la sensibilité aux CS dans I'addiction est aussi liée a des altérations de
I’lhoméostasie glutamatergique dans le systéme de récompense (Kalivas, 2009; Kalivas et al.,
2005; Kalivas & Volkow, 2005). Par exemple, la consommation chronique de cocaine ou de
nicotine entraine une diminution de l'activité de I’échangeur cystine-glutamate dans le NAc
chez le rat, ce qui réduit la réserve de glutamate extrasynaptique et le tonus glutamatergique
apposeé sur les mGluzs (Knackstedt et al., 2009; Knackstedt, Melendez, & Kalivas, 2010). De plus,
Schwendt, Reichel et See (2012) ont démontré que le niveau d’expression des mGluzz diminue
dans le NAc aprés une administration chronique de méthamphétamine suivie d’une période
d’abstinence. Par conséquent, lors d’'une exposition aux drogues ou a leur CS, la libération
synaptique de glutamate dans le NAc est plus élevée, puisqu’elle n’est plus suffisamment
diminuée par des mécanismes de rétroaction négative exercés par les mGluyz (Kalivas, 2009). Il
a également été démontré qu’aprés consommation chronique de cocaine ou de nicotine, le
niveau d’expression du transporteur a glutamate-1 (un type d’EAATSs) diminue dans le NAc, ce
qui a pour conséquence de réduire les taux d’élimination du glutamate de la fente synaptique
(Knackstedt et al., 2009; Knackstedt et al., 2010). Enfin, le niveau d’expression de récepteurs
AMPA augmente dans les synapses du NAc durant I'abstinence a la cocaine ou a la
méthamphétamine (Conrad et al., 2008; Scheyer et al., 2016). Toutes ces neuroadaptations dans

le systeme glutamatergique entrainent une augmentation de la transmission synaptique du
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glutamate lors de I'exposition a une drogue ou a son CS, causant une perte de contréle du

comportement de recherche de la drogue.
6.2 Les agents ciblant le systéme glutamatergique: traitement potentiel de I’addiction?

Tel que mentionné a la section 6.1, I'activité de I'échangeur cystine-glutamate dans le NAc
diminue lors de la consommation chronique de cocaine ou de nicotine chez le rat, ce qui réduit
la réserve de glutamate extrasynaptique (Knackstedt et al., 2009; Knackstedt et al., 2010).
Puisque le glutamate extrasynaptique est libéré en échange de cystine par '’échangeur cystine-
glutamate, la stimulation de cet échangeur durant I'abstinence a une drogue avec un traitement
quotidien de N-acétylcystéine, une pro-cystéine, restaure les niveaux de base du glutamate
extrasynaptique et le tonus glutamatergique apposé sur les mGluzs (Knackstedt et al., 2009).
L’activation subséquente des mGlus par le glutamate extrasynaptique diminue ainsi la libération
synaptique de glutamate et la recherche de drogues lors de I'exposition a leur CS (Kalivas, 2009;
Knackstedt et al., 2009).

Les agents pharmacologiques ciblant directement les mGluzs sont également considérés
comme traitement potentiel de I'addiction, puisque ces autorécepteurs jouent un réle important
de rétroaction négative dans I'homéostasie glutamatergique (Kalivas, 2009). Des études
précliniques ont démontré que I'administration systémique de 'agoniste des mGluz; LY379268
atténue le rétablissement de la recherche de plusieurs substances d’abus, comme la cocaine
(Baptista et al., 2004), I'héroine (Bossert et al., 2005), I'alcool (Backstrom & Hyytia, 2005; Zhao
et al., 2006), la nicotine (Liechti et al., 2007) ou le sucrose (Bossert et al., 2006), évoquée par un
CS. De plus, contrairement aux antagonistes des iGluRs AMPA et NMDA, les agonistes des
mGluz; sont moins susceptibles d’interférer avec les processus normaux d'apprentissage et de
mémoire dépendants de la transmission synaptique rapide du glutamate (Lu et al., 2007).
Cependant, les agonistes des mGluzs ont pour effet secondaire d’altérer la locomotion a des
doses plus élevées (=2 mg/kg) (Allain et al., 2017; Imre, 2007; Kufahl et al., 2011). En revanche,
une tolérance aux effets moteurs indésirables se développerait aprés une administration répétée
du LY379268, tandis que les effets thérapeutiques du LY379268 sur la recherche de récompense
seraient conservés aprés une administration répétée de cet agoniste, élargissant ainsi son index
thérapeutique (i.e., le rapport entre la dose qui provoque des effets indésirables chez 50% des

sujets et la dose efficace chez 50% des sujets) (Cartmell, Monn, & Schoepp, 2000).
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Comme indiqué a la section 5.2, les agonistes des mGluys ont également pour effet
secondaire de diminuer la consommation de nourriture chez les rats (Baptista et al., 2004, Liechti
& Markou, 2008). Ainsi, les nouvelles études se sont concentrées sur des agents sélectifs des
mGluz, comme le modulateur allostérique positif AZD8529. Ce dernier atténue la rechute a la
nicotine évoquée par un CS chez les rats (Li et al., 2016) et les singes (Justinova et al., 2015).
Contrairement au LY379268, les agents sélectifs des mGluz ont moins d’effets secondaires,
comme la diminution de la consommation de nourriture (Baptista et al., 2004; Jin et al., 2010;
Liechti & Markou, 2008). Un essai clinique de phase 2 sur 'AZD8529 a donc débuté en 2015 pour
tester son efficacité a diminuer la consommation de cigarettes chez les femmes (Acri, Cross &
Skolnick, 2017; Kenny, Hoyer & Koob, 2018; Lassi et al., 2016).

7. Directions futures

Notre recherche, comme d’autres études récentes (Blundell et al., 2001; Corbit & Balleine,
2005; Derman et al., 2020; Malvaez et al., 2015), démontrent que la BLA régule la capacité des
CS a potentialiser la recherche de récompense, telle que mesurée par le PIT. En revanche, la
maniére dont cette région interagit avec plusieurs autres régions comme le NAc ou 'OFC pour
produire les deux types de PIT est peu connue et doit étre approfondie. De plus, comme la CeA
est aussi impliquée dans la régulation des propriétés motivationnelles des CS (Corbit & Balleine,
2005; Lu et al., 2007; Uejima et al., 2007), il serait intéressant de comparer les effets d’'une
activation des mGluzs de la CeA versus la BLA a I'aide du méme modeéle PIT simple a une
récompense ou d’un modele PIT plus précis dissociant les deux types de PIT (i.e., le modele PIT
complet). Enfin, d’autres études pourraient étre effectuées pour différencier davantage les réles
des mGluz versus mGlus dans la recherche de récompense évoquée par un CS. Ces découvertes
permettront de développer des traitements plus sélectifs contre I'addiction, avec un index
thérapeutique supérieur. Dans la perspective du développement d’un traitement de I'addiction, il
serait aussi important d’étudier les effets chroniques des agonistes des mGluzs (Lu et al., 2007),

afin d’établir son efficacité et son innocuité a long terme.
8. Conclusion

En conclusion, la présentation d'un CS associé a I'eau a potentialisé les comportements
d’anticipation et de recherche de cette récompense chez des rats restreints en eau, suggérant
que le CS a acquis des propriétés prédictives et motivationnelles. Par ailleurs, le sexe n’a pas

influencé ces propriétés du CS. Cette étude a également démontré que I'activation des mGluzss
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de la BLA a l'aide de microinjections d’'un agoniste de ces autorécepteurs, le LY379268, a
entrainé une diminution de la capacité du CS a stimuler l'anticipation et les actions de recherche
de la récompense. Ces effets du LY379268 sur I'expression de la motivation incitative
n’impliquaient pas d'effet moteur général. Ces résultats suggérent que le glutamate synaptique
libéré dans la BLA est nécessaire pour les propriétés prédictives et motivationnelles des CS et
que lactivation des mGluyz atténue ces propriétés en réduisant la libération synaptique de

glutamate dans la BLA.

De plus, linhibition des propriétés prédictives et motivationnelles du CS suite a
'administration systémique du LY379268 supporte le potentiel d’'une application translationnelle
et thérapeutique chez I'humain. Toutefois, contrairement aux microinjections dans la BLA,
'administration du LY379268 par voie systémique a aussi eu des effets inhibiteurs faibles sur
certaines mesures motrices. Ces effets moteurs pourraient étre causés par I'action de I'agoniste
des mGluyz dans des régions du cerveau impliquées dans la motricité, comme le NAc. En
revanche, il est peu probable que les déficits moteurs puissent expliquer en totalité les effets
obtenus sur les propriétés des CS aprés administration systémique du LY379268, puisque
certaines de nos mesures motrices n’ont pas été affectées par I'agoniste. En résumé, les résultats
de nos recherches indiquent que les mGluys régulent la capacité des CS a potentialiser
I'anticipation et la recherche de la récompense, et de fagcon comparable chez les deux sexes. Nos
recherches ont également permis l'identification de la BLA comme région du cerveau ou I'activité

des mGlug;z module les propriétés prédictives et motivationnelles des CS.
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