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Résumé 

L‘hippocampe (HP) peut être divisé en sous-régions distinctes. L’hippocampe dorsal (HPd) est 

important pour la mémoire spatiale et la navigation, alors que l’hippocampe ventral (HPv) est 

surtout impliqué dans l’anxiété. Le rythme thêta (5-12Hz) est un des rythmes de l’HP, présent 

durant l’exploration et le sommeil paradoxal. Il est impliqué dans l’apprentissage, la mémoire et 

l’anxiété. Le rythme thêta de l'HP est modulé par de nombreuses structures, dont les neurones 

sérotoninergiques (5-HT) du raphé, un noyau contenant plusieurs populations neuronales et avec 

de vastes projections. Plusieurs études pharmacologiques et de lésions démontrent un effet 

désynchronisateur du RM sur le rythme thêta. Les études pharmacologiques et de lésions ont le 

désavantage d’être peu précises temporellement, et peuvent permettre des mécanismes de 

compensation ou l’altération des circuits. Le rôle précis des neurones 5-HT dans la modulation du 

rythme thêta reste donc à établir.  

L’hypothèse de mon travail de maîtrise est que les neurones 5-HT du RM affectent les propriétés 

des rythmes de l’HP. Nous avons combiné des enregistrements de potentiel de champ local dans 

l’HPv et l’HPd, avec l’activation des neurones 5-HT du RM par optogénétique. Cette activation a 

été faite lors du sommeil lent, du sommeil paradoxal, ainsi que lors de l’exposition à un 

environnement nouveau. Dans un second temps, pour tenter d’établir le rôle spécifique des 

neurones 5-HT envoyant des projections directes à l’HP dans la modulation de l’activité 

hippocampique, nous avons isolé la voie 5-HT raphé-HP et l’avons activé par optogénétique 

pendant le sommeil lent et paradoxal.  

Nous démontrons que l’activation des neurones 5-HT du RM diminue la fréquence des rythmes 

de l’HP pendant le sommeil lent, paradoxal, et pendant l’immobilité dans un environnement 

nouveau. Nous observons lors de l’activation pendant le sommeil lent une augmentation dans 

l’HPd de la puissance, une mesure reflétant l’amplitude des oscillations, et une diminution dans 

l’HPv. L’activation des neurones 5-HT projetant à l’HP donne des résultats préliminaires similaires. 

Nos données démontrent une modulation des rythmes de l’HP par les neurones 5-HT du raphé.  

Mots-clés : sérotonine, raphé, HP, électrophysiologie, optogénétique   
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Abstract 

The hippocampus can be divided into two distinct subregions. The dorsal hippocampus is 

important for spatial memory and navigation, where the ventral hippocampus is implicated in 

anxiety. Theta rhythms (6-12Hz) are one of many hippocampal rhythms and are present during 

exploration and rapid eye movement (REM) sleep. They have been implicated in learning, 

memory and anxiety. Hippocampal theta rhythms are modulated by many structures, including 

the serotonergic (5-HT) neurons of the raphe, a nuclei with multiple neuronal population and vast 

projections. Many lesions or pharmacological studies have shown the median raphe to have a 

desynchronizing effect on theta rhythms. However, lesion and pharmacological studies have poor 

temporal precision, and the sustained activation can create compensatory mechanisms or circuits 

alterations. The precise role of 5-HT neurons in theta rhythm modulation remains to be 

established. 

My master’s hypothesis was that serotonergic median raphe neurons alter hippocampal rhythms 

properties. We combined electrophysiological recordings of the dorsal and ventral hippocampus 

local field potential with optogenetic stimulation of serotonergic median raphe neurons. This 

activation was done during slow wave sleep, REM sleep and during the exploration of a novel 

environment. In a second phase, to establish the role of 5-HT neurons directly projecting to the 

HP in hippocampal rhythm modulation, we isolated the 5-HT raphe-HP pathway and used 

optogenetic activations during REM and slow wave sleep. 

We demonstrated that 5-HT median raphe neurons activation decreases hippocampal rhythm 

frequency during slow wave sleep, REM sleep, and during immobility in a novel arena. We also 

observed that 5-HT median raphe neurons activation caused an increase in power, a mesure of 

rhythm amplitude, in the dorsal hippocampus, and a decrease in power in the ventral 

hippocampus. The activation of 5-HT neurons projecting to the hippocampus had similar 

preliminary results. We therefore demonstrated the modulation of hippocampal rhythms by the 

serotonergic neurons of the median raphe.  

Keywords : serotononin, raphe, hippocampus, electrophysiology, optogenetics 
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1. Introduction 

1.1 L’hippocampe 

L’hippocampe (HP) est une région du cerveau situé sous le lobe temporal médian chez les 

humains, hautement conservé à travers les mammifères comme les rongeurs, les primates et 

l’humain. Plusieurs caractéristiques font de l’HP une structure d’intérêt : son importance pour la 

mémoire, la présence de neurogenèse dans le gyrus dentelé chez l’adulte, la plasticité synaptique 

présente dans l’arborisation dendritique dense des neurones pyramidaux ou son implication dans 

l’Alzheimer ainsi que l’épilepsie. Ainsi, l’HP est une des structures les plus étudiées du cerveau. Je 

décrirai son anatomie, ses fonctions et les rythmes du Local Field Potential (LFP) qui peuvent y 

être enregistrés (Andersen et al., 2006). 

1.1.1 Anatomie de l’HP 

L’HP est divisé en trois zones, communiquant entre elles : le CA1 (CA pour Corne d’Ammon), le 

CA3 et le gyrus denté (ou GD).  Ces zones sont organisées en couches distinctes : le CA1 et le DG 

sont composés des couches stratum (st.) oriens st. pyramidale, st. radiatum et st. lacunosum-

moleculare. Le CA3 est composé des mêmes couches, auxquelles on peut ajouter la st. lucidum 

(Figure 1, Schultz and Engelhardt (2014)). L’HP conserve une anatomie interne similaire à travers 

son axe dorso-ventral. 

 

Figure 1. –  Schéma de l’anatomie transversale de l’HP. Les couches sont : couches stratum (st.) oriens 
(or), st. Pyramidale (ra), st. radiatum (ra) et st. lacunosum-moleculare (lm) 
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1.1.2 Fonctions de l’HP : mémoire et anxiété 

Deux fonctions de l’HP ont toujours coexisté, soit son rôle dans la mémoire ou dans les 

comportements émotionnels. Même si l’anatomie dorso-ventrale uniforme de l’HP pourrait 

suggérer une fonction unique, on sait aujourd’hui que l’axe dorsal et l’axe ventral de l’HP assurent 

diverses fonctions. 

Dans le modèle classique de la mémoire, les souvenirs sont créés dans l’HP et sont transmis au 

cortex pendant le sommeil lent (Slow Wave Sleep), pour l’intégration à long terme (Squire and 

Zola-Morgan, 1991; Nadel and Moscovitch, 1997; Eichenbaum, 2000). Le rôle de l’HP dans la 

mémoire a été proposé après l’étude de cas d’H.M., un patient épileptique réfractaire à la 

médication, qui s’est fait retirer une large portion de l’HP. Après la chirurgie, H.M. a développé 

une amnésie antérograde, soit un déficit d’acquisition de souvenirs actuels, sans affecter les 

souvenirs précédemment acquis (Scoville and Milner, 1957). Des expériences de lésions de l’HP 

dans des modèles animaux ont permis de confirmer le rôle central de l’HP dans la formation de 

la mémoire  (Salmon et al., 1987; Dillon et al., 2008; Epp et al., 2008). 

L’HP est aussi impliqué dans les comportements émotionnels. En 1937, une étude a démontré 

que le retrait du lobe temporal, de l’amygdale et de l’HP chez les singes causait des modifications 

profondes de leurs émotions, dont la disparition de la peur et de la colère (Klüver and Bucy, 1937). 

Une association entre l’HP et les émotions a par la suite été confirmée chez l’humain, où une 

diminution de volume, une dysfonction ou une altération de la connectivité de l’HP est associée 

à plusieurs problèmes psychologiques comme les troubles bipolaires, la dépression et le 

syndrome de stress post-traumatique (Frey et al., 2007; Schuff et al., 2008; Frodl et al., 2010). 

L’implication de l’HP dans les émotions est aussi due à son rôle dans la régulation hormonale : les 

lésions de l’HP modifient la réponse hormonale au stress (Fischette et al., 1980; Wilson et al., 

1980; Sapolsky et al., 1984; Jacobson and Sapolsky, 1991). À l’opposé, l’élévation des hormones 

de stress cause des dysfonctions de l’HP, comme une diminution du nombre de neurones 

pyramidaux (Sapolsky et al., 1985; Issa et al., 1990; McEwen, 1997; Herman et al., 2005). Ainsi, 

l’HP est impliqué dans deux fonctions – la mémoire et les comportements émotionnels.  
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1.1.3 Division dorso-ventrale de l’HP 

Dans une revue de la littérature en 1998, Moser et Moser ont suggéré une division fonctionnelle 

dorso-ventrale de l’HP en se basant sur trois arguments principaux (Moser and Moser, 1998). 

Premièrement, même si l’anatomie interne de l’HP est similaire, les afférences et efférences de 

l’HPd et l’HPv sont distinctes (Andersen et al., 1971). Deuxièmement, la mémoire spatiale 

nécessite l’HPd, mais pas l’HPv (Hughes, 1965; Moser et al., 1995). Troisièmement, les effets sur 

la réponse hormonale et comportementale au stress nécessitent l’HPv (Henke, 1990; Herman et 

al., 1998). Les détails de ces trois arguments seront décrits dans les sections suivantes.  

1.1.3.1 L’Hippocampe dorsal 

L’HPd reçoit via le cortex entorhinal des informations multisensorielles déjà traitées par les aires 

associatives (Lavenex and Amaral, 2000; Rolls, 2013). Il envoie des projections à plusieurs aires 

impliquées dans la navigation et la direction comme le noyau antérieur de thalamus, le noyau 

mamillaire médial et latéral et le septum latéral (Risold and Swanson, 1996, 1997; Ishizuka, 2001). 

L’HPd projette vers des aires corticales impliquées dans le traitement de l’information visuelle et 

de la mémoire, telles que le cortex rétrosplénial et antérieur cingulaire, chez les rongeurs comme 

chez les singes (Parvizi et al., 2006; Cenquizca and Swanson, 2007; Kobayashi and Amaral, 2007; 

Roberts et al., 2007). L’HPd est donc connecté à un réseau de régions cérébrales importantes 

pour la mémoire et l’apprentissage spatial. 

L’HPd est surtout impliqué dans la mémoire spatiale, la fonction la plus connue et étudiée de l’HP. 

Des études ont démontré qu’une lésion de l’HPd, mais pas de l’HPv était suffisante pour causer 

un déficit de mémoire dans le labyrinthe de Morris (Moser et al., 1995), ainsi que dans un 

labyrinthe à bras radial (Pothuizen et al., 2004). De plus, l’HPd possède un grand nombre de 

neurones nommés les cellules de lieu ou place cells. Ceux-ci encodent la position de l’animal dans 

l’espace en déchargeant lorsque l’animal est situé sur un emplacement précis, et permettraient 

d’établir une carte de son environnement (O'Keefe, 1976; Jung et al., 1994). Récemment, des 

études chez les humains ont aussi associé la navigation et la mémoire spatiale à l’HP postérieur, 

l’analogue de l’HPd chez les primates. Par exemple, les chauffeurs de taxi de Londres possèdent 

plus de matière grise dans l’HP postérieur, mais pas antérieur par rapport à la population générale 
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(Woollett and Maguire, 2011). Finalement, lors d’un rappel de routes particulièrement 

complexes, l’activité est augmentée dans l’HP postérieur (Maguire et al., 1997). Ainsi, en étant 

connectés à des aires importantes pour la mémoire et l’apprentissage spatial et en encodant la 

position de l’animal dans l’espace grâce aux place cells,  l’HPd est impliqué dans la mémoire et 

l’apprentissage spatial. 

1.1.3.2 L’Hippocampe ventral 

L’HPv est entre autres connecté au système limbique. Il partage des connexions réciproques 

importantes avec l’amygdale (Saunders et al., 1988; Petrovich et al., 2001; Cenquizca and 

Swanson, 2007), le noyau accumbens (French and Totterdell, 2002; Britt et al., 2012) et le cortex 

prélimbique et infralimbique, des régions chez les rongeurs qui sont analogues au cortex 

préfrontal médian de l’homme (Thierry et al., 2000; Hoover and Vertes, 2007).  L’HPv est donc 

connecté au réseau impliqué dans l’expression et la modulation des émotions. 

L’HPv à un rôle important dans l’expression de l’anxiété et des émotions. L’HPv est par exemple 

impliqué dans le conditionnement à la peur. Pendant ces tests, les rongeurs sont exposés à un 

environnement, avant de recevoir plusieurs présentations simultanées d’un choc et d’un son. 

Après une période de repos, les rongeurs sont réexposés au son ou à l’environnement dans lequel 

ils ont été choqués. Le pourcentage de temps passé figé (freezing) est calculé, comme mesure de 

peur, indiquant le rappel de l’association du choc (Estes and Skinner, 1941). L’HPv est connu 

comme étant impliqué dans le conditionnement par la peur, mais aussi dans les réponses 

défensives lors de la présence de prédateurs ou d’odeur de prédateurs (Blanchard et al., 1977; 

Richmond et al., 1999; Zhang et al., 2001; Pentkowski et al., 2006). Les souris avec des lésions 

dans l’HPv semblent avoir un niveau d’anxiété diminué, puisqu’elles passent plus de temps dans 

les zones aversives et découvertes de différents tests, comme les bras ouverts d’un labyrinthe en 

croix surélevée et le centre d’un labyrinthe ouvert (ou open field) (Kjelstrup et al., 2002; Weeden 

et al., 2015). De plus, elles ont moins de défécation et de taux de corticostérone plus bas lors de 

l’exposition à un labyrinthe ouvert exposé à une forte lumière et donc plus aversif (Kjelstrup et 

al., 2002). Chez les humains, il a été démontré que l’HP antérieur, l’équivalent de l’HPv, est plus 

activé lors de l’exposition à un son associé à un choc (Meyer et al., 2019). Les place cells de l’HPv 

sont moins nombreux et semblent encoder l’espace de façon moins précise que ceux de l’HPv 
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(Jung et al., 1994). Ainsi, par ses connexions réciproques avec les autres régions du système 

limbique, l’HPv est impliqué dans l’expression des émotions et dans les comportements anxieux.  

Il est maintenant accepté que les régions dorsales et ventrales de l’HP possèdent des fonctions, 

des expressions géniques et des connexions très différentes (Bannerman et al., 2004; Fanselow 

and Dong, 2010).  

1.1.4 Les rythmes de l’HP 

Les rythmes de l’HP sont des oscillations du potentiel électrique du milieu extracellulaire qui 

peuvent être enregistrés par le potentiel de champ local (ou LFP, pour local field potential) 

(Colgin, 2016). Tous les mouvements ioniques venant de membranes excitables peuvent 

participer au LFP (Buzsaki et al., 2012). L’activité synaptique est le plus grand contributeur au LFP 

(Elul, 1971; Lindén et al., 2011), mais d’autres types d’activités y participent, par exemple les 

courants intrinsèques et l’hyperpolarisation post-décharge des neurones contribuent tous au LFP 

(Wong et al., 1979; Hotson and Prince, 1980; Llinás, 1988; Buzsaki et al., 2012). Cette activité est 

considérée par plusieurs comme distincte des potentiels d’actions qui causent des pics rapides 

dans une bande de fréquence plus élevée, reconnus comme de l’activité unitaire (Herreras, 2016). 

C’est l’organisation spatiale des neurones et leur synchronie qui permettent l’addition de leur 

potentiel électrique et qui forment des rythmes périodiques enregistrables. 

L’organisation spatiale de l’HP, soit la densité importante de neurones, et l’organisation des 

dendrites des neurones pyramidaux du CA1 en parallèle est idéale pour la formation de LFP 

(Colgin, 2016). De plus, l’organisation laminaire de l’hippocampe permet aussi la concentration 

de courants synaptiques dans certaines couches. Par exemple, les courants post-synaptique 

excitateurs des afférences du CA3, soit les collatérales de Schaffer, sont concentrées dans la 

stratum radiatum, alors que les afférences du cortex sont concentrées dans la lacunosum-

moleculare (Andersen et al., 2006). Cette organisation permet la sommation de l’activité 

synaptique des neurones pyramidaux. En plus de l’organisation spatiale, l’HP possède une 

population importante d’interneurones qui permettent la synchronisation de l’activité dans l’HP 

(Cobb et al., 1995). Ainsi, l’HP possède des propriétés anatomiques et électrophysiologiques qui 

en font l’un des principaux générateurs de l’activité rythmiques dans le LFP.  
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Plusieurs types de rythmes sont enregistrés dans l’HP et sont définis par leur fréquence, mais 

cette définition varie selon l’ouvrage étudié. Les définitions que j’utiliserai sont les suivantes : 

Delta (1-5Hz), Thêta (5-12Hz), Beta (12-30 Hz) et Gamma (30-80Hz). Dans ce mémoire, je me 

concentrerai sur les rythmes delta et thêta. Les rythmes thêta et delta sont associés à des états 

comportementaux ou de vigilance spécifique qui seront décrits dans les sections suivantes.  

1.1.4.1 Les rythmes de l’hippocampe et la communication par la cohérence 

Il est connu que les rythmes de l’HP sont non seulement associés à certaines fonctions, mais qu’ils 

participent à l’accomplissement de celles-ci. Par exemple, l’inhibition des rythmes thêta pendant 

le sommeil REM suivant l’apprentissage d’une tâche diminue son rappel le lendemain (Boyce et 

al., 2016). Certaines hypothèses expliquent la nécessité des rythmes du LFP dans certains 

comportements, dont la communication par la cohérence (Fries, 2005).   

Les rythmes de l’hippocampes définiraient des périodes d’excitabilité accrue, où la 

communication entre les neurones d’une même région ou de régions distinctes serait optimale, 

par exemple en favorisant la potentialisation à long terme, ou la spike-timing dependant 

plasticity. Chaque région possède un rythme local avec une phase variable. Pendant les 

comportements nécessitant la communication entre deux régions, les phases permissives sont 

alignées pour permettre la potentialisation du signal (Figure 2). Cette synchronisation de rythmes 

a été observée à travers le cerveau pour une variété de rythmes et comportements. Pendant les 

tâches nécessitant un choix de parcours selon une alternance apprise, on observe une cohérence 

augmentée entre le rythme dans l’HP et dans le cortex préfrontal lors des parcours réussis, mais 

pas lors des parcours erronés, lors de course forcée ou avant que la règle soit bien mémorisée 

(Jones and Wilson, 2005; Benchenane et al., 2010). Si le choix de parcours est associé à un son, la 

cohérence entre le striatum et l’HP est augmentée lorsque la tâche est apprise (DeCoteau et al., 

2007). Si l’association se fait plutôt avec une odeur, c’est la cohérence entre l’HP et le bulbe 

olfactif qui est augmentée (Kay, 2005). Ainsi, les rythmes du LFP permettraient d’optimiser la 

communication entre les régions du cerveau. 
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Figure 2. –  Schéma de la communication entre les régions du cerveau par la cohérence des rythmes 
du LFP. Reproduit et modifié de (Womelsdorf and Fries, 2006), avec permission 

 

1.1.4.2 Définitions des états de vigilance et rythmes associés 

 

Figure 3. –  Exemple d’enregistrements de LFP dans l’hippocampe ainsi que du signal 
électromyographique (EMG) pendant différents états de vigilence. Adapté et modifié de  
(Nicole et al., 2016) 
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Les rythmes de l’HP varient selon les états de vigilance.  L’éveil calme est caractérisé par une 

activité de l’HP comportant surtout des oscillations de basse fréquence et de basse amplitude, 

ainsi qu’une activité motrice tonique. L’éveil actif est caractérisé par une activité de l’HP 

synchronisée et de faible amplitude, et de l’activité motrice (Figure 3). Le sommeil lent (ou slow 

wave sleep) est caractérisé par une activité motrice fortement diminué et une activité de l’HP de 

haute amplitude, composée surtout de rythme delta. Pendant le sommeil lent, on retrouve aussi 

des sharp-wave ripples, des oscillations courtes et de hautes fréquences (40ms, 150-250Hz). Les 

sharp-wave ripples peuvent être enregistrés directement dans la couche pyramidale  (Figure 3). 

Finalement, le sommeil paradoxal est caractérisé par un mouvement rapide des yeux, une atonie 

musculaire et la présence de rythmes thêta dans l’HP (Figure 3) (Hutchison and Rathore, 2015). 

De nombreuses études ont aussi été faites sur des animaux anesthésiés à l’uréthane. Chez ces 

animaux, on peut entre autres enregistrer les rythmes thêta, mais avec  une fréquence plus lente 

de 4-5Hz (Buzsáki, 2002). 

1.1.4.3 Rythme delta  

Le rythme delta est l’activité dominante enregistrée dans l’HP pendant le sommeil lent ou l’éveil 

calme. Ses mécanismes de génération et du modulation, ainsi que ses fonctions seront décrits ici.  

1.1.4.3.1 Génération et modulation du delta 

La génération du rythme delta de l’HP est peu étudiée, mais il est connu que la circuiterie interne 

au cortex est suffisante pour la génération de rythmes delta (Steriade et al., 1993). Le rythme 

delta est modulé par les structures affectant le sommeil, comme les noyaux du rhombencéphale 

impliqués dans l’alternance de sommeil lent et de sommeil paradoxal (Hayashi et al., 2015), ou 

par le noyau suprachiasmatique, impliqué dans les rythmes circadiens (Mistlberger et al., 1987). 

Outre la modulation par d’autres régions du cerveau, les composés pharmacologiques influençant 

le sommeil lent influencent aussi les rythmes delta (Obal and Krueger, 2003). La privation de 

sommeil cause aussi une augmentation du rythme delta pendant le sommeil lent lors de la 

récupération (Mendelson and Bergmann, 1999). Ainsi, le rythme delta est surtout modulé par les 

manipulations affectant le sommeil.  
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1.1.4.3.2 Fonctions du delta 

Pendant le sommeil lent, on enregistre des rythmes delta dans le cortex comme dans 

l’hippocampe. On retrouve aussi dans l’hippocampe des sharp-wave ripples, qui sont présents 

simultanément au rythme delta (Todorova and Zugaro, 2019). Le rythme delta a surtout été 

étudié dans le cortex. On sait que pendant le sommeil lent, les sharp-wave ripples de l’HP sont 

enregistrés juste avant le pic du rythme delta dans le cortex (Maingret et al., 2016; Todorova and 

Zugaro, 2019). Des études ont pu désynchroniser les sharp-wave ripples de l’hippocampe et le 

rythme delta du cortex, en faisant des stimulations électriques dans le cortex. Lorsque les sharp-

wave ripples de l’HP sont dissociés du rythme delta du cortex pendant le sommeil suivant 

l’apprentissage d’une tâche, le rappel de celle-ci à été diminué le lendemain. Ainsi, le rythme delta 

du cortex ainsi que son association avec les sharp-wave ripples de l’HP sont importants pour la 

mémoire (Maingret et al., 2016; Todorova and Zugaro, 2019). Le rythme delta dans l’HP est moins 

bien connu. Pendant l’éveil, des études montrent que les rythmes delta et thêta sont des états 

inversement modulés, soit que la puissance du delta augmente lorsque celle du thêta diminue et 

vice versa (Furtunato et al., 2020; Schultheiss et al., 2020). 

Le rythme delta est important pour la synchronisation de l’activité du système limbique, incluant 

l’HPv, le cortex préfrontal, l’amygdale basolatérale, l’aire tegmentale ventrale et l’insula. Pendant 

le conditionnement de peur, la synchronisation entre le rythme delta du cortex préfrontal et de 

l’amygdale basolatérale est augmentée lors du freezing. Lorsqu’une oscillation de 4Hz est générée 

dans le cortex préfrontal par une stimulation optogénétique, entrainant aussi une oscillation dans 

l’amygdale, les souris expriment un comportement de peur persistant, mais spécifique au 

contexte dans lequel elles avaient été stimulées (Karalis et al., 2016). Plusieurs autres études ont 

démontré une altération des rythmes delta dans le système limbique suite à un stress chez le 

rongeur, comme entre l’HPv et l’amygdale basolatérale (Vila-Merkle et al., 2021), ou le noyau 

accumbens et l’HPv, ainsi que le noyau accumbens et l’aire tegmentaire ventrale (Hultman et al., 

2018). Chez l’humain, dans une cohorte de patients atteints de syndrome de stress post-

traumatique, la diminution de la présence de rythme delta dans l’insula était corrélée à une 

amélioration des scores cliniques (Jin et al., 2021). Ainsi, le rythme delta serait impliqué dans la 

communication entre les régions du système limbique.  
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1.1.4.4 Thêta 

Le rythme thêta peut être enregistré lors du SP, mais aussi pendant l’éveil lors de l’exploration, la 

course ou les comportements anxieux, soit des comportements avec une attention particulière à 

l’environnement (Colgin, 2016; Barth et al., 2018).  

Le rythme thêta a souvent été divisé en deux types, le type 1 étant de fréquence plus élevée (6-

9Hz), et présent pendant les comportements volontaires comme la course et l’exploration. Le 

type 2 a été caractérisé comme étant de fréquence plus basse (4-7Hz), de durée beaucoup plus 

courte et pendant les comportements plus calmes, comme le toilettage et la consommation de 

nourriture (Kramis et al., 1975; Sainsbury et al., 1987; Vanderwolf et al., 1988). Cette division a 

été disputée, entre autres parce que les fréquences de thêta peuvent varier de façon importante 

pendant un même comportement, par exemple de 4,5 à 9Hz pendant la course (Olvera-Cortés et 

al., 2002).  

1.1.4.4.1 Génération et modulation du thêta 

Le rythme thêta est généré par un réseau local dans l’hippocampe. Les cellules en corbeille PV+ 

de l’hippocampe ont été identifiés comme générateur de rythme thêta, la photoactivation de 

celles-ci permettant de générer du rythme thêta, en tranches d’HP isolées ou dans des animaux 

éveillés (Ferguson et al., 2011; Stark et al., 2013; Amilhon et al., 2015). L’HP possède des réseaux 

locaux permettant la génération de rythmes thêta ; un rythme similaire au rythme thêta est 

enregistré dans des tranches isolées d’HP après l’application de divers agonistes comme 

l’agoniste cholinergique carbachol (Konopacki et al., 1987; Konopacki et al., 1988). Le rythme 

thêta est modulé par plusieurs noyaux, notamment dans le tronc cérébral.  Le thêta est modulé 

par le noyau reticularis pontis oralis, dans lequel des neurones ayant une décharge tonique 

projettent au noyau supramammillaire (Vertes and Kocsis, 1997; Vertes et al., 2004). Il est connu 

que la stimulation du noyau reticularis pontis oralis  génère du rythme thêta dans l’HP (Macadar 

et al., 1974; Bland et al., 1994). Les neurones du noyau supramammilliaire qui reçoivent les 

projections du noyau reticularis pontis oralis produisent une décharge rythmique (Vertes and 

Kocsis, 1997; Vertes et al., 2004). Le noyau supramammilliaire modulerait la fréquence du rythme 

thêta; des injections de procaïne dans le supramammilliaire réduisent la fréquence de thêta (Kirk 

and McNaughton, 1993). Le noyau supramammilliaire projette au septum médian (SM), qui est 
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considéré comme le pacemaker du rythme thêta. L’inhibition des neurones du septum médian 

ou la lésion de ses afférences diminue les rythmes thêta, alors que leur stimulation par 

optogénétique peut entrainer la fréquence des rythmes thêta (Vinogradova, 1995; Vertes and 

Kocsis, 1997; Quirk et al., 2021). Les neurones du septum médian envoient des décharges 

rythmiques aux neurones principaux dans l’HP et à certains types d’interneurones, comme les 

cellules en corbeille PV+ (Vertes and Kocsis, 1997; Vertes et al., 2004). Ainsi, plusieurs noyaux du 

tronc modulent les rythmes thêta, dont le septum médian, qui envoie des projections à des 

interneurones inhibiteurs de l’hippocampe impliqués dans la génération des rythmes thêtas.  

1.1.4.4.2 Fonctions du rythme thêta de l’HPd 

Le rythme thêta de l’HPd, pendant le sommeil paradoxal comme pendant l’éveil, est impliqué 

dans la mémoire. Une inhibition du rythme thêta, par lésion du septum médian, cause des déficits 

de la mémoire spatiale (Winson, 1978). Une diminution de fréquence de thêta de l’HP, par lésion 

du noyau supramamillaire pendant un labyrinthe de Morris est aussi associée à une moins bonne 

performance (Olvera-Cortés et al., 2004; Gutierrez-Guzman et al., 2012). Les lésions du fornix 

atténuant le rythme thêta causent des déficiences dans la capacité de modifier les règles 

précédemment acquises (M'Harzi et al., 1987; Whishaw and Tomie, 1997). Lorsque le rythme 

thêta dans l’HP est inhibé, en inhibant optogénétiquement les neurones pacemaker du septum 

médian pendant le sommeil paradoxal suivant l’acquisition d’une tâche, le rappel est moins 

efficace le lendemain (Boyce et al., 2016). De plus, si la fréquence du rythme thêta est entrainée 

en haut de 10Hz, en stimulant les neurones pacemaker du septum médian pendant 

l’apprentissage d’une tâche spatiale, son rappel est moins efficace (Quirk et al., 2021). Chez 

l’humain, la puissance de rythme thêta, enregistré par électroencéphalogramme est corrélée à 

de bonnes performances de la mémoire de travail pendant des tâches de rappel de mots, de son, 

d’environnements ou d’images (Gevins et al., 1997; Klimesch et al., 2001; Fuentemilla et al., 2010; 

Sauseng et al., 2010). Ainsi, le rythme thêta de l’HPd, chez l’humain comme chez le rongeur, est 

impliqué dans les phases d’acquisition et de consolidation de la mémoire.  

Le rythme thêta permettrait l’organisation d’informations dans l’HP. Il est connu que la décharge 

des neurones de lieu est organisée à l’intérieur d’un cycle de thêta. À l’intérieur de chaque cycle, 

les neurones représentant le lieu qui vient d’être traversé, le lieu actuel, et le lieu futur 
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déchargent dans cet ordre (O'Keefe and Recce, 1993; Skaggs et al., 1996). Ce rôle dans le 

traitement d’information de lieu pourrait expliquer que la fréquence de thêta pendant la course 

est dépendante de la vitesse de l’animal (Whishaw and Vanderwolf, 1973; McFarland et al., 1975), 

ou plus précisément de son accélération (Kropff et al., 2021). La fréquence du rythme thêta est 

aussi diminuée lorsqu’un animal est exposé à un environnement nouveau (Jeewajee et al., 2008). 

Ainsi, le rythme thêta serait impliqué dans l’organisation temporelle de l’information dans l’HPd. 

Les rythmes de l’HP, en particulier le rythme thêta (4-12Hz), affectent la potentialisation et la 

dépression à long terme. Dans l’HP, des stimulations aux fréquences de thêta sont utilisées pour 

éliciter de la potentialisation à long terme (Larson et al., 1986; Capocchi et al., 1992). La plasticité 

créée semble être dépendante de la phase de thêta pendant laquelle la stimulation a été faite 

(Hölscher et al., 1997; Hyman et al., 2003; Law and Leung, 2018). Hyman et al. ont démontré que 

la même stimulation causait de la potentialisation si elle était délivrée lors du pic de l’oscillation, 

ou de la dépression si elle était délivrée lors du creux (Hyman et al., 2003). Les rythmes de l’HP 

créent donc des périodes permissives et des périodes inhibitrices.  

Comme le rythme delta, le rythme thêta est impliqué dans la synchronisation entre les régions. 

C’est le rythme thêta qui permet, entre autres, la communication pendant les tâches impliquant 

le rappel d’une règle. La synchronisation du thêta de l’HP est augmentée avec différentes 

structures selon la tâche, incluant le cortex préfrontal, le striatum ou le bulbe olfactif (Jones and 

Wilson, 2005; Kay, 2005; DeCoteau et al., 2007; Benchenane et al., 2010). 

1.1.4.4.3 Fonctions du rythme thêta de l’HPv 

Le rythme thêta dans l’HPv est aussi impliqué dans l’anxiété. Plusieurs études ont démontré un 

lien entre l’anxiété et la puissance des rythmes thêta. La puissance du rythme thêta dans l’HPv 

est augmentée dans un labyrinthe en croix surélevé par rapport à un labyrinthe ouvert ou un 

environnement familier (Adhikari et al., 2010). Les souris présentant une délétion du récepteur 

5-HT1AR, un modèle génétique de souris ayant une anxiété augmentée, ont aussi une 

augmentation de la puissance du rythme thêta dans le labyrinthe en croix surélevé par rapport à 

des souris de type sauvage. Cette augmentation de puissance est spécifique au labyrinthe en croix 

surélevé, et n’est pas présent lorsque les souris sont enregistrées dans leur cage (Gordon et al., 

2005). Cornwell et al. ont demandé à des humains de passer deux répétitions d’un labyrinthe de 
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Morris virtuel, un sécuritaire et un incluant des décharges électriques aléatoires. Ils ont pu 

démontrer que les niveaux d’anxiété rapportés étaient corrélés avec la puissance du rythme thêta 

dans l’HP antérieur, alors que la performance au test était corrélée à la puissance du rythme thêta 

dans l’HP postérieur (Cornwell et al., 2012).  

En plus du lien entre l’anxiété et la puissance des rythmes thêta, la fréquence des rythme thêta a 

aussi été lié à l’anxiété Il est aussi connu que les anxiolytiques affectent les propriétés du rythme 

thêta, au contraire d’autres médicaments comme les antipsychotiques ou les antidouleurs 

(McNaughton et al., 2013). L’effet d’un médicament sur le rythme thêta, et plus particulièrement 

une diminution de fréquence, peut même être utilisé comme prédicteur d’un effet anxiolytique 

(Engin et al., 2008; Yeung et al., 2012; Yeung et al., 2013). De plus, la synchronisation des 

fréquence des rythmes thêta du cortex préfrontal et de l’HPv, mais pas de l’HPd sont augmenté 

dans un environnement aversif comme le labyrinthe en croix surélevé (Adhikari et al., 2010). 

L’inhibition des projections de l’HPv au cortex préfrontal diminue les comportements anxieux, et 

la cohérence de la fréquence des rythmes thêta dans un environnement anxieux, mais pas dans 

leur cage d’hébergement (Padilla-Coreano et al., 2016). À l’opposé, l’activation des projections 

de l’HPv au cortex préfrontal à 8Hz, mais pas à 2, 4 ou 20Hz, a augmenté les niveaux d’anxiété 

(Padilla-Coreano et al., 2019). Ainsi, le rythme thêta de l’HPv est impliqué dans l’anxiété; la 

puissance de thêta est corrélée aux niveaux d’anxiété, la synchronie de la fréquence de l’HPv et 

du cortex préfrontal module les comportements anxieux et la fréquence des rythmes thêta est 

modulé par les anxiolytiques.  

Ainsi, les rythmes thêta son modulés par plusieurs structures du tronc, donc le septum médian. 

La fréquence et la puissance du rythme thêta de l’HPv affectent l’expression de l’anxiété. Le 

rythme thêta pendant le l’éveil et le sommeil est aussi lié à l’acquisition et la consolidation de la 

mémoire.  

1.2 Sérotonine  

Les récepteurs sérotoninergiques sont exprimés non seulement à travers le cerveau, mais aussi à 

travers le reste du corps (Berger et al., 2009). La sérotonine est impliquée dans presque toutes 

les fonctions physiologiques et une variété de comportements. Elle module plusieurs mécanismes 
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d’homéostasie du corps, comme le contrôle de la respiration, de la faim, la température ou de la 

chimioception du CO2 et dans une variété de maladies comme l’anxiété, la dépression, le 

Parkinson et l’épilepsie. Outre son implication dans les pathologies, la sérotonine affecte aussi 

plusieurs caractéristiques normales du cerveau, tels que les rythmes de l’hippocampe (Muller and 

Cunningham, 2020). Je décrirai les noyaux produisant la sérotonine, leurs fonctions et leurs 

projections d’intérêt pour mon projet, puis l’impact de la sérotonine sur le sommeil et sur le 

rythme thêta.  

1.2.1 Raphé 

Le raphé est un ensemble de noyaux situés dans le bulbe rachidien, le pont et le mésencéphale, 

projetant à travers toutes les régions du système nerveux et défini comme étant la source de 

toutes les projections sérotoninergiques du cerveau (Muller and Cunningham, 2020). La présence 

des neurones 5-HT détermine les noyaux du raphé, mais ils contiennent aussi plusieurs autres 

populations de neurones, utilisant par exemple la dopamine, le glutamate et l’acide gamma-

aminobutyrique (GABA) comme neurotransmetteur (Jackson et al., 2009; Hale and Lowry, 2011; 

Matthews et al., 2016). Les neurones 5-HT du raphé forment une population complexe dont les 

rôles n’ont pas encore été clairement cernés. En particulier, le rôle de la 5-HT dans la modulation 

des rythmes et des fonctions de l’HP sont un sujet d’étude très actif. Durant ma maîtrise, j’ai 

focalisé sur les rôles des afférences 5-HT dans la modulation des rythmes de l’HP. 

1.2.1.1 Sous-divisions du raphé 

Le raphé, situé dans le rhombencéphale, peut être divisé en deux groupes d’origine génétique 

distincte : le groupe caudal, qui envoie des projections descendantes au tronc cérébral et à la 

moelle épinière, et le groupe rostral, qui envoie des projections ascendantes au prosencéphale 

(Ding et al., 2003). Le groupe rostral peut lui-même être divisé en trois, soit le raphé dorsal (RD) 

qui possède le plus de neurones, le raphé médian (RM), le noyau B9,  et le noyau linéaire caudal, 

qui possède 10 fois moins de neurones que le RD ou le RM (Hornung, 2003). Je focusserai surtout 

sur les RD et du RD, les deux sous-noyaux les plus étudié du raphé. Les noyaux du RM et du RD 

sont physiquement rapprochés, mais fonctionnellement distincts. Alors que les neurones du RM 

sont surtout sérotoninergiques, les neurones du RD, en plus de la sérotonine, contiennent des 
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catécholamines ou des neuropeptides comme la substance P, la neurotensine ou la 

cholécystokinine (Jennes et al., 1982; Baker et al., 1991; Schiffmann and Vanderhaeghen, 1991). 

Les neurones sérotoninergiques du RD et du RM ont aussi des propriétés électrophysiologiques 

différentes, comme des constantes de temps membranaires, des réponses aux autorécepteurs 

inhibiteurs et des amplitudes d’hyperpolarisation post-décharge différentes (Beck et al., 2004).  

Le RD est impliqué dans le circuit du stress et de l’anxiété (Commons et al., 2003; Lowry et al., 

2008; Sengupta and Holmes, 2019), incluant les troubles de l’humeur (Commons et al., 2003) et 

la réponse aux stimuli induisant la panique (Johnson et al., 2005). Le RD serait aussi impliqué dans 

la motivation (Cho et al., 2021), l’exercice (Greenwood et al., 2003; Greenwood et al., 2005) et la 

modulation des états de vigilance (Cho et al., 2017; Oikonomou et al., 2019; Venner et al., 2020; 

Gazea et al., 2021).  

Le RM est impliqué dans le contrôle des fonctions biologiques comme la consommation de 

nourriture et d’eau (Bendotti and Samanin, 1986; Klitenick and Wirtshafter, 1988, 1989; 

Wirtshafter and Krebs, 1990; Currie and Coscina, 1993) et les rythmes circadiens (Meyer-

Bernstein and Morin, 1999; Morin, 1999; Lowry, 2002; Yamakawa and Antle, 2010). Le RM est 

aussi impliqué dans la modulation du rythme thêta (Maru et al., 1979; Vertes et al., 1994; Crooks 

et al., 2012). Le RM pourrait aussi être impliqué dans le circuit de la récompense, incluant les 

comportements de recherche d’alcool (McBride et al., 1999; Lê et al., 2008). Bien que l’anxiété 

soit parfois associée à une fonction du RD, plusieurs études montrent que le RM jouerait aussi un 

rôle dans l’anxiété et les expériences négatives (Teissier et al., 2015; Szonyi et al., 2019; Abela et 

al., 2020) 

1.2.1.2 Projections à l’HP 

Chez la souris, les projections 5-HT à l’HP proviennent presque exclusivement du RM (Muzerelle 

et al., 2016). Chez le rat, bien  que le RD et le RM projettent à l’HP, c’est le RM qui envoie les 

projections plus denses (Morin, 1999; Vertes et al., 1999). Les projections du raphé ciblent la 

couche moléculaire du CA1 et du CA3, et la couche granulaire du GD (Morin and Meyer-Bernstein, 

1999; Vertes et al., 1999). Les neurones pyramidaux ainsi que certains interneurones GABA dans 

l’HPv et l’HPd expriment des récepteurs sérotoninergique(Freund et al., 1990; Vertes et al., 1999; 
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Amaral et al., 2007; Berumen et al., 2012). Les interneurones sont différentiellement affectés par 

la 5-HT. Par exemple, la sérotonine a réduit le potentiel postsynaptique excitateur des 

interneurones en corbeille exprimant la cholécystokinine, mais pas de ceux exprimant la 

parvalbumine (Winterer et al., 2011). Les neurones du RM projetant à l’HP ont aussi des 

collatérales ailleurs dans le cerveau. Par exemple, 8-12% des neurones du MR envoient une 

projection double à l’HP et au septum médian (McKenna and Vertes, 2001).  

1.2.1.3 Patron d’activité des neurones du raphé 

La décharge classique des neurones sérotoninergiques est bien connue. Selon les études 

classiques de décharge des neurones sérotoninergique, dans le RD, elle est à son maximum 

pendant l’éveil (Jacobs and Fornal, 1991), faible pendant le sommeil lent et absente pendant le 

sommeil paradoxal (McGinty and Harper, 1976; Trulson and Jacobs, 1979). Elle semble identique 

dans le RM, à l’exception qu’elle est minimale, mais pas complètement absente pendant le 

sommeil paradoxal (Rasmussen et al., 1984; Jacobs and Azmitia, 1992a). Il est à noter que 

plusieurs de ces études n’ont pas fait de vérification de la nature sérotoninergique des neurones, 

et se sont plutôt fiées à leur activité. D’autres populations déchargeant plutôt selon la phase des 

rythmes thêta ont été caractérisées dans le RD (Kocsis and Vertes, 1992) et dans le RM (Viana Di 

Prisco et al., 2002; Kocsis et al., 2006). En plus de ces populations, des neurones sérotoninergiques 

ayant des patrons de décharges associés à certains comportements ont été identifiés. Des 

neurones sérotoninergiques du RD répondant à des récompenses ou des punitions (Li et al., 

2016), ou déchargeant lors du changement d’une association précédemment apprise (Matias et 

al., 2017) ont été identifiés. Outre les neurones strictement sérotoninergiques, le RM contient 

aussi des neurones co-exprimant le transporteur vésiculaire de glutamate de type 3, ou VGLUT3. 

Ces neurones ont un rythme de décharge hybride, soit plus élevé que les neurones strictement 

5-HT, mais plus bas que ceux strictement VGLUT3-positifs (Domonkos et al., 2016).  

1.2.2 Sérotonine et Sommeil 

Il est connu que la sérotonine affecte la régulation du sommeil, mais son effet précis est encore 

débattu. La sérotonine a initialement été perçue comme étant permissive du sommeil, dans le 

contexte de la théorie monoaminergique du sommeil (Jouvet, 1972). La diminution de sérotonine 
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causée par la destruction électrolytique du raphé (Jouvet, 1968) ou l’inhibition de la synthèse de 

sérotonine par le pCPA (Torda, 1967; Koella, 1968; Mouret et al., 1968; Weitzman et al., 1968) est 

associée à une insomnie.  De plus l’administration locale d’un agoniste du récepteur inhibiteur 5-

HT1A, le 8-OH-DPAT, favorise l’éveil (Sakai and Crochet, 2001).  

La théorie de la sérotonine comme neuromodulateur permissif du sommeil a été mise en doute 

par plusieurs études démontrant plutôt un rôle inhibiteur. Des études électrophysiologiques ont 

démontré que la décharge des neurones sérotoninergiques du raphé est maximale à l’éveil, 

minimale pendant le sommeil lent et presque absente pendant le sommeil paradoxal (McGinty 

and Harper, 1976; Trulson and Jacobs, 1979; Rasmussen et al., 1984). Cette activité 

sérotoninergique a été confirmée par microdialyse (Portas et al., 2000), et par fibrophotométrie 

(Oikonomou et al., 2019). De plus, les agonistes sérotoninergiques augmentent la durée de l’éveil 

et diminuent la durée du sommeil paradoxal (Monti and Jantos, 2008). 

Ainsi, plusieurs études de lésion et pharmacologiques arrivaient à deux résultats opposés. En 

2019, Oikonomou et al. ont démontré, avec un mélange d’optogénétique et de chémogénétique, 

que les neurones sérotoninergiques pouvaient avoir un effet bidirectionnel, soit permissif ou 

inhibiteur sur le sommeil. Des stimulations toniques du RD réduisaient la durée de l’éveil et 

augmentaient le sommeil lent, alors que des stimulations en burst induisaient l’éveil et 

réduisaient le sommeil paradoxal et le sommeil lent (Oikonomou et al., 2019). Ces résultats ont 

été obtenus sur une lignée de souris SERT-Cre knock-in, possédant donc une seule copie intacte 

du gène SERT, le transporteur de la sérotonine.  Pour pallier cette limitation, il serait pertinent 

d’effectuer une confirmation de ces résultats dans un modèle ayant une expression normale de 

la protéine SERT.   

Malgré cette limitation, l’étude d’Oikonomou et al. démontre bien l’avantage de l’optogénétique 

par rapport aux études pharmacologiques ou de lésion. Bien que ces méthodes apportent des 

résultats intéressants, leur manque de précision temporelle et la modulation peu spécifique des 

neurones peuvent mener à une conclusion incomplète ou même dans certains cas erronée. Par 

exemple, les études utilisant l’inhibiteur de synthèse de sérotonine pCPA ont depuis été 

attribuées à la thermorégulation plutôt qu’au contrôle du sommeil. Les centres 
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thermorégulateurs du raphé étaient affectés par le pCPA, et l’éveil serait probablement dû à une 

augmentation d’activité motrice pour rétablir leur température. L’effet sur le sommeil a été 

supprimé lorsque les souris ont été maintenues à la thermoneutralité pendant l’administration 

du pCPA (Buchanan and Richerson, 2010; Murray et al., 2015). 

1.2.3 Sérotonine et Rythmes thêta 

Une vaste littérature décrit la sérotonine, et plus précisément le RM comme étant dé-

synchronisateur des rythmes thêta. Les stimulations électriques du RM désynchronisent les 

rythmes de l’HP, chez les animaux anesthésiés (Macadar et al., 1974; Assaf and Miller, 1978; 

Vertes, 1981) et chez les animaux non anesthésiés (Yamamoto et al., 1979; Peck and Vanderwolf, 

1991). Les lésions du RM, mais pas du RD causent un rythme thêta continu et persistant dans le 

temps (Maru et al., 1979; Yamamoto et al., 1979). Yamamoto et al ont observé la présence de 

rythme thêta immédiatement après la lésion du RD, mais cet effet s’est rapidement atténué, 

contrairement à la lésion du RM (Yamamoto et al., 1979). L’effet a été identifié comme 

sérotoninergique, entre autres parce que les composés diminuant la quantité de 5-HT comme le 

5,7-dihydroxytryptamine (5,7-DHT) ou le pCPA produisent du thêta persistant pendant 

l’immobilité (Mushiake et al., 1988; Vanderwolf et al., 1989). De plus, l’effet désynchronisateur 

du RM est bloqué par un prétraitement de pCPA (Assaf and Miller, 1978), et l’effet des lésions du 

RM est interrompu par l’injection du précurseur de la 5-HT, le L-5-hydroxytryptophan (L-5-HTP) 

(Yamamoto et al., 1979). De nombreuses études pharmacologiques démontrent aussi que la 

suppression de l’activité des neurones 5-HT crée un rythme thêta persistant (Kinney et al., 1994; 

Vertes et al., 1994; Kinney et al., 1995, 1996; Varga et al., 2002; Li et al., 2005). 

L’effet désynchronisateur des neurones 5-HT du RM passe très probablement par le septum 

médian. Une stimulation électrique de basse amplitude dans le RM modifie la décharge des 

neurones dans le septum médian et abolit le rythme thêta de l’HP. Si le RM est stimulé 

électriquement, puis inhibé par une injection de lidocaïne, la décharge du septum médian et les 

rythmes thêta de l’HP sont rétablis (Kitchigina et al., 1999; Vinogradova et al., 1999). Le thêta 

persistant créé par l’inhibition du RM est aboli par une injection de procaïne dans le septum 

médian (Crooks et al., 2012). Une diminution de 5-HT par lésion à la 5,7-DHT, dans l’HP comme 
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dans le septum médian augmente la puissance et la fréquence de thêta (Gutiérrez-Guzmán et al., 

2011; Gutierrez-Guzman et al., 2017) 

Ainsi, une vaste littérature, surtout basée sur des stimulations électriques et des études 

pharmacologiques ou de lésion, décrit le RM sérotoninergique comme un noyau 

désynchronisateur des rythmes de l’HP. Certaines limitations sont en revanche associées à ces 

types d’études. Les stimulations électriques affectent tous les neurones, peu importe le 

neurotransmetteur qu’ils expriment, et sont donc peu spécifiques. Les études pharmacologiques 

et de lésion ont une faible résolution temporelle, et altèrent l’activité des neurones de façon 

soutenue, pouvant laisser place à des mécanismes de compensation ou altérer les circuits. De 

plus, la plupart des expériences sont effectuées sur des souris anesthésiées, ou pendant l’éveil 

sans distinction de comportement précis – soit période pendant laquelle le rythme thêta n’est 

pas nécessairement présent. La décharge des neurones 5-HT est affectée par les états de 

vigilance, et donc peut être anormalement altérée par l’anesthésie. L’agoniste des récepteurs 5-

HT2C, le SB-242084, cause par exemple une augmentation de la puissance du rythme thêta 

pendant l’éveil, mais pas pendant le sommeil paradoxal (Kantor et al., 2005). Ainsi, le lien entre 

le RM, la 5-HT et les rythmes de l’HP reste à être clarifié et précisé. 

Les objectifs de mon travail ont été de déterminer l’effet des neurones 5-HT du RM sur les 

rythmes de l’HP, soit sur le rythme thêta pendant le sommeil paradoxal, le rythme thêta pendant 

l’anxiété et pendant l’immobilité dans un environnement nouveau, et sur le rythme delta pendant 

le sommeil paradoxal. 
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2. Matériel et Méthodes 

2.1 Souris 

Toutes les procédures décrites ont été approuvées par le Comité institutionnel de bonnes 

pratiques animales en recherche (CIBPAR) du centre de recherche Sainte-Justine, selon les 

normes du Conseil Canadien de Protection des Animaux. La souche de souris Sert-CRE 

(MMRRC#031028-UCD), exprimant par un transgène l’enzyme CRE-recombinase dans les 

neurones sérotoninergiques, a été utilisée. Le souris transgénique ont été utilisés puisque leur 

expression de l’enzyme SERT est normale, le gène n’étant pas inséré comme un knock-in dans le 

gène SERT. Les souris Sert-CRE ont été croisées avec des souris C57BL/6 

(Jackson Laboratories) pour maintenir une expression hétérozygote. Les souris ont été hébergées 

dans une salle avec un cycle veille/lumière de 12h:12h, avec les lumières s’ouvrant à 6:30, à une 

température de 24°C et avec une humidité de 50%. Les souris ont été hébergées seules pour 

éviter les dommages à l’implant, avec accès ad libitum à l’eau et la nourriture.   

2.2 Injections virales  

Des souris de 2-3 mois ont été anesthésiées avec de l’isoflurane à 5%. Les souris ont été placées 

dans un appareil stéréotaxique, puis maintenues anesthésiées à l’isoflurane 0,5-2%. Une incision 

a été faite, puis des trous dans le crâne ont été faits avec une perceuse à micromoteur 

(Stoelting Instruments). Une pipette de micro-injection a été descendue jusqu’au site d’injection, 

puis le virus a été injecté à un débit de 1nl/s. Les différents groupes expérimentaux et leur virus 

associés (Tableau 1) et les coordonnées des sites d’injections (Tableau 2) sont décrits dans les 

tableaux récapitulatifs ci-dessous. Les injections dans l’HP ont été faites bilatéralement. Les 

injections ont permis l’expression spécifique de l’opsine hChR2E123T/T159C (aussi appelé ChETA), une 

opsine excitatrice, activée par la lumière bleue (Berndt et al., 2011), ou d’un fluorophore contrôle 

(Figure 4, eYFP).  
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Figure 4. –  Expression conditionnelle de ChETA selon la présence de l’enzyme CRE-recombinase.  

 
 
 

Projection 

Visée 

Nom de Virus Site 

d’injection 

Expression 

 

Fournisseur Titre 

(GC/ml) 

Protéine 

exprimée 

Dilution 

5-HT 

projetant à 

l’HPv 

AAV2/9-Ef1a-DIO 

hChR2E123T/T159C-

EYFP 

Hippocampe 

Ventral 

Rétrograde Addgene 3.1 x1013 Opsine 

ChETA 

Non dilué 

5-HT 

projetant à 

l’HP 

AAV2/9-Ef1a-DIO 

hChR2E123T/T159C-

EYFP 

Hippocampe 

Complet 

Rétrograde Addgene 3.1 x1013 Opsine 

ChETA 

Non dilué 

5-HT du RM AAVdj-EF1a-DIO-

hChR2E123T/T159C-

eYFP 

Raphé 

Médian 

Antérograde Ulaval 1.3 x1013 Opsine 

ChETA 

1:2 dans solution de 

Chlorure de sodium 0,9% 

5-HT du 

RM 

(contrôle) 

AAVdj-EF1a-DIO-

eYFP 

Raphé 

médian 

Antérograde Ulaval 1.813  Contrôle 

eYFP 

1:2 dans solution de 

Chlorure de sodium 0,9% 

Tableau 1. –  Description des groupes expérimentaux et des injections 

 

Tableau 2. –  Sites d’injections 

ITR
Sans CRE-
recombinase

Avec CRE-
recombinase

EF1 sites
loxP

loxP loxP

sites
loxP

WPREeYFP ChR2 ITR

ITR EF1 WPREeYFPChR2 ITR

Structure 

visée 

Distance 

antéropostérieure 

de Bregma (mm) 

Distance latérale 

de Bregma (mm) 

Distance 

Dorsoventrale de 

Bregma (mm) 

Volume injecté Angle (°) 

Hippocampe 

Ventral 

-3,52 +/- 3,25 -4,17 ; -3,47 200ul par site 0 

Hippocampe  

 

-3,52 

-2,3 

+/- 3,25 

+/- 1,62 

-4,17 ; -3,47 

-1,62 

300ul par site 0 

0 

Raphé 

Médian 

-4,48 -0,04 -4,36 300ul 10 
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2.3 Implantation  

Des implants ont été construits à partir d’électrodes en fil de tungstène de 500µm (AM-systèmes), 

une électrode en fil d’acier inoxydable de 50µm pour enregistrer l’activité musculaire  (AM-

systems), d’une mise à terre faite d’un fil soudé à une vis (Antrin Miniature Specialities) et d’un 

connecteur (Digikey). Une fibre optique a aussi été coupée puis attachée à 

une ferrule (Thorlab).  Une à deux semaines après la chirurgie d’injection, les souris ont été 

anesthésiées avec de l’isoflurane à 5%. Les souris ont été placées dans un appareil 

stéréotaxique (Kopf), et maintenues anesthésiées à l’isoflurane 0,5-2%. Une incision a été faite, le 

crâne a été nettoyé à l’éthanol 100% (VWR) puis des trous ont été faits avec une perceuse à 

micromoteur (Stoelting Instruments). L’implant et la fibre optique ont été descendus jusqu’aux 

coordonnées théoriques listées dans le tableau 3, l’EMG a été implanté dans les muscles du 

trapèze, ou du trapezius pars cervicalis et la mise à terre a été placée au-dessus du cervelet. 

L’implant et la mise à terre ont permis les enregistrements électrophysiologiques, la fibre optique, 

la stimulation lumineuse, et l’EMG, d’enregistrer l’activité musculaire pour enregistrer l’activité 

musculaire et discerner les états d’éveils et de sommeil. Deux vis supplémentaires ont été fixées 

dans le crâne pour améliorer la stabilité et la durabilité de l’implant. L’implant a été fixé au crâne 

avec du metabound (Patterson Dental) et de l’acrylique dentaire (Patterson Dental). Les souris 

ont reçu du carpofène (20mg/kg, CDMV) et de la saline (Chlorure de Sodium 0,9%, 

ICU Medical Canada) pour leur réhydratation et leur récupération.   

 Distance rostro-caudale 

de Bregma (mm) 

Distance médiolatérale 

de Bregma (mm) 

Distance dorsoventrale 

de Bregma (mm) 

Angle 

(°) 

Fibre optique -4,75 0,42 -3,40 7 

Électrode HPv (1) 3,08 2,75 4,25 0 

Électrode HPv (2) 3,50 3,50 3,00 0 

Électrode HPd (3) 2,25 2,25 1,80 0 

Électrode HPd (4) 1,58 1,58 1,50 0 

Tableau 3. –  Coordonnées d’implantations 

2.4 Enregistrements 

Après deux à trois semaines de récupération post-implantation, les souris ont été habituées à la 

manipulation et la connexion à un sham headstage pendant 3-5 jours. Les enregistrements de 
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Local Field Potential (LFP) pendant le sommeil ont été faits dans la cage d’hébergement, entre 

cinq et quatorze semaines post-injection. Les implants des souris ont été connectés à 

un headstage à 32 canaux (intan), lui-même connecté au système d’acquisition Open Ephys. Les 

implants des souris ont aussi été connectés au laser par une fibre optique. Le logiciel Open Ephys 

a permis l’enregistrement des signaux avec une fréquence d’échantillonage à 5Khz pour les 

signaux LFP, EMG, et une copie des protocoles de stimulation lumineuse. Le sommeil REM et le 

SWS ont été identifiés par les signaux de LFP de l’HP et par le signal de l’EMG. Les différents 

protocoles de stimulation du laser (Doric Lenses) ont été démarrés manuellement. L’intensité du 

laser a été réglée à 16-19mW au bout de l’implant. Le laser de 450nm a été activé à une fréquence 

de 6, 8, 10 et 20hz pendant 10 secondes. Les pulses étaient d’une durée de 10ms pour les souris 

5-HT du RM projetant à l’HP et à l’HPv, et de 20ms pour les souris 5-HT du RM. Toutes les 

stimulations ont été précédées d’un enregistrement en baseline de 10 secondes. Les stimulations 

pendant le SWS ont été séparées de 30 secondes pour éviter des stimulations trop rapprochées. 

Les stimulations pendant le sommeil REM ont été séparées par 10 secondes afin de maximiser le 

nombre de stimulations malgré la rareté relative du sommeil REM.  

Les stimulations pendant la locomotion ont été faites lors de trois ou six expositions de 25 minutes 

à un Open Field. La texture du plancher, les motifs sur les murs et la forme du test ont été changés 

entre chaque session pour stimuler l’exploration.  Un laser de 450nm a été activé par pulse de 

20ms, à une fréquence 20hz pendant 10 secondes, en espaçant les stimulations de 20 secondes.  
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2.5 Analyses 

2.5.1 Sommeil 

 

Figure 5. –  Schéma de l’analyse du LFP pendant le sommeil 

2.5.1.1 Traitement des enregistrements 

Les analyses ont été faites avec un pipeline d’analyse Matlab développé au laboratoire par un 

associé de recherche, Dr Guillaume Ducharme. Les enregistrements de sommeil pour les groupes 

de souris injectés dans le RM ont été sous-échantillonnés à 1000Hz et filtrés entre 0,5-300Hz. Ce 

sont les électrodes les plus extrêmes qui ont été analysées, soit l’électrode 1 et l’électrode 4 

(Figure 7A). Si une de ces électrodes était mal placée, c’est l’électrode voisine qui était utilisée.  

Une analyse spectrale entre 1-30Hz avec une fenêtre et un step de 1 seconde a été calculée. De 

cette analyse spectrale, la puissance du pic, la fréquence du pic, et l’aire sous la courbe ont été 

extraites pour chaque seconde (Figure 5).  Le pic (fréquence et puissance) a été détecté à 

l’intérieur de la bande de fréquence 1-16Hz. La puissance de la bande a été calculée pour la bande 

1-16Hz pour tous les enregistrements, et divisée en delta (1-5Hz) et thêta (5-12Hz) pour le 

sommeil paradoxal. 
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2.5.1.2 Identification des stades de sommeil  

 Le LFP dans l’HP et l’EMG ont été utilisés pour classer le sommeil en période de 1 seconde comme 

étant de l’éveil, du sommeil lent, du sommeil REM, ou du sommeil transitoire. Ce classement a 

été fait manuellement, à l’aveugle par rapport aux périodes de stimulations. Le signal pendant 

l’éveil a été reconnu par l’activité EMG élevée et une activité dans l’HP de basse amplitude, le 

sommeil lent par une activité de l’hippocampe d’amplitude plus élevé et le sommeil REM par le 

rythme thêta dans l’HP. Les périodes contenant plusieurs types de rythmes, ou une transition 

entre deux périodes ont été marqués comme une période de transition et exclues.   

2.5.1.3 Analyses du LFP 

Les périodes de stimulations ont été automatiquement reconnues et coupées en périodes de 30 

secondes (10 secondes de préstimulation, 10 secondes de stimulations, et 10 secondes post-

stimulations). Les périodes de stimulation ont été classées selon le stade de sommeil assigné 

manuellement. Lors de stimulations consécutives pendant le sommeil REM, certaines périodes 

ont été considérées comme la période post-stimulation d’une stimulation, mais aussi 

préstimulation pour la suivante. Les périodes marquées comme étant des périodes de transition 

entre différents stades de sommeil ont été retirées. Les périodes contenant plus de 5 secondes 

exclues pour le sommeil paradoxal, ou 20 secondes pour le sommeil lent ont été retirées. Pour 

chaque paramètre, la moyenne de toutes les stimulations à travers le temps a été faite. De 

l’évolution à travers le temps, une valeur unique par souris a été extraite en moyennant les 

valeurs des cinq dernières secondes de la période. Les différences de localisations des électrodes 

par rapport aux couches de l’HP n’induisent pas de biais dans la fréquence des rythmes 

enregistrés, parce que la fréquence est stable à travers toutes les couches et régions de l’HP. 

Ainsi, une différence entre la fréquence pendant la stimulation et pendant la baseline, en Hz, a 

été calculée. La puissance et l’aire sous la courbe sont très dépendant de la couche dans lequel 

l’électrode est placée, et les valeurs varient donc beaucoup selon les positions d’électrode. Ainsi, 

c’est une valeur normalisée, soit la valeur pendant la stimulation divisée par la valeur pendant la 

baseline, qui a été calculée.  
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2.5.1.4 Statistique 

Un test de rang de Mann–Whitney U a été fait pour comparer les animaux ChETA avec les eYFP, 

avec le logiciel OriginLab. Une correction de comparaisons multiples de Holm-Bonferroni a été 

appliquée pour les 4 différentes fréquences de stimulation.  

2.5.1.5 Groupes préliminaires 

Les groupes préliminaires de souris injectées dans l’HP avec un virus rétrograde ont été analysés 

plus sommairement. Les enregistrements ont été sous-échantillonnés à 1000Hz et filtrés entre 

0,5-300Hz. Une analyse spectrale entre 1-15Hz, avec une fenêtre et un step de 1 seconde, utilisant 

un taper de [1 1] a été calculé. Les périodes de stimulations ont été observées pour confirmer 

l’état de sommeil de la souris, puis ont été manuellement classées en sommeil lent ou paradoxal. 

La moyenne de l’analyse spectrale des 10 secondes de préstimulations et des 10 secondes de 

stimulation a été calculée, puis la puissance et la fréquence du pic ont été extraites. La moyenne 

de l’analyse spectrale de toutes les stimulations pour chaque fréquence de stimulation de chaque 

souris a été calculée. Aucun test statistique n’a été fait à cause du nombre d’animaux plus réduits 

et du manque de souris eYFP.  

2.5.2 Exploration 

2.5.2.1 Acquisitions des données 

Les enregistrements de locomotions, faits uniquement sur les souris injectées localement dans le 

raphé, ont aussi été sous-échantillonnés à 1000Hz, puis filtrés entre 1-3000Hz.  

2.5.2.2 Analyse du LFP 

Une analyse spectrale entre 1-30Hz, avec une fenêtre et un step de 1 seconde, utilisant un taper 

de [1 1] a été calculée. De cette analyse spectrale, la puissance du pic, la fréquence du pic, et l’aire 

sous la courbe de la bande de thêta ont été extraites. Seules les périodes avec un pic défini dans 

la bande de thêta ont été conservées. La fréquence instantanée du pic dans la bande de thêta a 

été calculée de façon plus précise en utilisant la transformée de Hilbert, comme décrite dans les 

méthodes de Kropff (Kropff et al., 2021). La position de la souris, détectée automatiquement par 

le logiciel d’enregistrement imetronics, a été filtrée pour retirer la bande de fréquence de 0-1Hz, 
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pour lisser la détection de position. Celle-ci a été utilisée pour calculer la vitesse de la souris, 

comme décrit dans les méthodes de Kropff  (Kropff et al., 2021). Les enregistrements ont été 

révisés pour exclure les périodes de signal contenant du des artefacts liés par exemple aux chocs 

du headstage sur les parois de l’open field, ainsi que les périodes où la détection automatique de 

position a enregistré une position incorrecte. Les périodes de locomotions avec une vitesse plus 

élevée que 5cm/s ont été considérées comme du mouvement, et les périodes avec une vitesse 

de locomotion inférieure à 2,5cm/s ont été considérées comme de l’immobilité. Les stimulations 

ont été automatiquement détectées, puis les périodes de préstimulation et de stimulations ont 

été séparées. Pour la distribution des vitesses, la quantité de temps passés à toutes les vitesses a 

été calculée, normalisée selon le temps total dans l’environnement, puis groupées en classes de 

2,5cm/s. Pour les périodes d’immobilité, la différence de fréquence instantanée stimulation-

baseline, ainsi que la proportion de la puissance du pic et de la bande ont été calculées, puis 

moyennées.  

2.5.2.3 Statistique 

Un test de rang de Mann–Whitney U a été fait pour comparer la fréquence, la puissance du pic et 

la puissance de la bande emtre souris ChETA et eYFP. Pour les périodes de locomotion, des 

graphiques de la fréquence instantanée, la fréquence du pic, la puissance du pic et l’aire sous la 

courbe de thêta en fonction de la vitesse ont été tracés, en utilisant des boites de 2,5cm/sec. Pour 

la baseline et la stimulation de chaque souris, une droite de régression linéaire a été calculée, en 

pondérant l’équation selon le nombre de valeurs par boite, avec OriginLab. Les valeurs de pente 

et d’ordonnées à l’origine ont été extraites, puis la différence entre la stimulation et la baseline 

de chaque souris a été calculée. Les différences stimulation-baseline ont été comparées entre les 

ChETA et les eYFP avec un test de rang de Mann–Whitney U. 

2.6 Histologie   

Les souris ont été anesthésiées avec un mélange de Xylazine-Ketamine-Acepromazine 

(80mg/kg Xylazine (CDMV), 12,5mg/kg Ketamine (CDMV) et 2.5mg/kg Acepromazine (CDMV), 

dans de la Chlorure de Sodium 0,9% (ICU Medical Canada)), puis leur tissu fixé par une perfusion 

intracardiaque de paraformaldéhyde (Sigma) 4% dans du PBS. Les cerveaux ont été extraits, post-
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fixés dans du paraformaldéhyde (Sigma) 4% dans du PBS pour 24h, et cryoprotégés dans une 

solution de sucrose (Sigma) 15% dans du PBS pour 24h. Les cerveaux ont été congelés dans 

l’O.C.T. (Thermofisher), dans de l’alcool 2-méthylbutane (Fisher Scientific) refroidi avec de la glace 

sèche. Pour les animaux implantés, des tranches coronales d’HP et de raphé de 16µm ont été 

tranchées au cryostat (Thermofisher), et montées immédiatement sur lame pour conserver 

l’ordre des sections. Les coupes ont été incubées dans une solution de blocage PGT 

(0,45% Gélatine (Sigma) et 0,25% Triton X-100(sigma), dans du PBS) pendant 3x15 minutes, puis 

incubées pendant 48h à 4°C avec les anticorps primaires suivants : anti-espèce anti-Tph2 

(1:2000, Novus Biologicals) et espèce anti-GFP (1:5000, Novus Biologicals) dilués dans du PGT. Les 

coupes ont ensuite été rincées dans du PGT pendant 45 minutes, puis incubées pendant 2h à 

température ambiante avec les anticorps secondaires suivants :  Espèce Anti-Lapin A488 (1:2000, 

Life Technologies) et Espèce Anti-Chèvre A555 (1:2000, Life Technologies) dilués dans du PGT. Les 

lames ont été rincées au PBS, puis montées avec le milieu de montage Fluoromount, contenant 

le marqueur DAPI (Thermofisher). Pour les animaux utilisés pour les exemples d’expression virale 

mais n’ayant pas été implantés, ainsi que les comptages de neurones pour la spécificité et 

l’efficacité du vecteur viral, des tranches coronales de 25 microns ont été faites, et 

l’immunohistochimie s’est faite sur les coupes flottantes. Le protocole d’immunohistochimie était 

identique, à l’exception des anticorps utilisés. Les coupes de raphé ont été incubées avec les 

anticorps espèce anti-Tph2 (1:1000, Frontier Institute) et espèce anti-GFP 

(1:5000, Novus Biologicals), et les coupes d’HP ont été incubés avec les anticorps espèce anti-

SERT (1:1000, Frontier Institute) et espèce anti-GFP (1:2000, Invitrogene). Les mêmes anticorps 

secondaires ont été utilisés pour toutes les coupes, soit espèce Anti-Poulet A488 (1:2000, Life 

Technologies) et espèce Anti-Cochon d’Inde A555 (1:2000, Life Technologies) dans du PGT. Les 

photos ont été prises avec un microscope à fluorescence inversé Leica DMi8, avec une caméra 

Leica DFC9000 et le logiciel de prise d’image LAS X (Leica). Les placements d’électrodes, le 

placement de fibre optique et l’expression virale ont été vérifiés pour toutes les souris.    
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3. Résultats 

3.1 Activations des neurones sérotoninergiques du RM 

La combinaison d’un modèle de souris SERT-Cre, soit exprimant l’enzyme CRE-recombinase dans 

les neurones sérotoninergiques (5-HT), ainsi que d’un virus CRE-dépendant injecté dans le RM  

(Figure 6A) permet l’expression spécifique de l’opsine ChETA dans les neurones 5-HT du RM. La 

protéine SERT est le transporteur de la sérotonine, servant à cibler les neurones 5-HT. Une 

immunohistochimie du raphé d’un animal injecté illustre la localisation de l’opsine ChETA grâce à 

son couplage au marqueur fluorescent eYFP (vert, Figure 5B). Elle est très majoritairement 

exprimée par les neurones exprimant aussi la Tph2, une enzyme de synthèse de la 5-HT. La figure 

5 illustre que même si la majorité de l’expression se situe dans le noyau du RM, le sous-noyau le 

plus ventral du raphé dorsal, soit le noyau interfasciculaire du raphé dorsal, exprime aussi 

l’opsine. Un agrandissement dans le RM montre des corps cellulaires co-exprimant le marqueur 

sérotoninergique (Tph2, rouge) et le virus (eYFP, vert) (Figure 6C). Comme attendu, dans les 

régions de projections d’intérêt, soit l’HPd (Figure 6D), l’HPv (Figure 6E) et le septum médian 

(Figure 6F), une portion des fibres sérotoninergiques (SERT-positives, rouge) expriment aussi le 

eYFP, couplé au virus (vert). Des souris ont été injectés avec le virus contenant l’opsine ChETA et 

le marqueur eYFP associé, pour caractériser la spécificité et l’efficacité du virus utilisé. Les 

neurones exprimant eYFP et/ou la Tph2, un marqueur sérotoninergique, ont été comptés dans 

les trois sous-noyaux du raphé les plus proches du site d’injection, soit le RM, le noyau 

interfasciculaire du raphé dorsal ainsi que le noyau B9. La quantification du nombre total de 

neurones Tph2+ exprimant le eYFP nous a permis de calculer l’efficacité du virus, alors que le 

nombre de neurones eYFP+ exprimant Tph2 nous a permis de calculer la spécificité. L’expression 

de l’opsine ChETA couplée à la eYFP après infection par le virus est largement spécifique aux 

neurones sérotoninergiques : au moins 94% des neurones exprimant eYFP expriment aussi la 

THP2, marqueur des neurones sérotoninergiques (Figure 6G, droite). L’efficacité est plus variable 

selon les noyaux, atteignant 29,4% des neurones du RM, contre 11% des neurones du B9 et 27,5% 

des neurones du noyau interfasciculaire du raphé dorsal (Figure 6G, n=4). 
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Figure 6. –  Expression conditionnelle d’une opsine à la GFP par les neurones 5-HT du RM après 
injection. (A) Schéma de l’injection virale dans le RM d’une souris SERT-Cre. (B) Exemple d’une 
section coronale au niveau du raphé, montrant l’expressions du virus (eYFP), comparé aux 
neurones 5-HT du raphé (Tph2), dans les noyaux du raphé dorsal et médian. Barre d’échelle = 
100 µm, le carré blanc montre le champ de vision du panneau C. (C) Exemple de corps 
cellulaires co-exprimant le virus (GFP) et le marqueur sérotoninergique Tph2 dans le RM, 
révélés par immunohistochimie. Barres d’échelle = 20 µm. (D-F) Exemple de sections 
coronales montrant les fibres 5-HT (SERT) et exprimant le virus (GFP) dans l’HPd (HPd, D), dans 
l’HPv (E), et dans le septum médian (SM, F), révélées par immunohistochimie. Barres 
d’échelles = 100 µm. (G) Efficacité (%GFP+/ Tph2+) et spécificité (%GFP+ Tph2+/GFP+) du virus 
après l’injection dans le RM pour les trois sous-noyaux du raphé les plus rapprochés du site 
d’injection, soit le noyau B9, le RM et le noyau interfasciculaire du raphé dorsal (DRI). 
Moyenne + SEM, n=4. 

La vérification des sites d’implantations (Figure 7A) des électrodes et fibres optiques a été réalisée 

systématiquement pour tous les animaux. Le mauvais placement de la fibre optique, des 

électrodes d’enregistrement et une absence d’expression virale ont été utilisés comme critère 

d’exclusion. N = 2 animaux ont été exclus sur la base du positionnement de la fibre optique, et 

N=1 sur la base d’une expression virale insuffisante. La Figure 6A illustre la localisation des fibres 

optiques pour les animaux qui ont été conservés dans nos analyses (Figure 7B-C). La position des 

électrodes est bien restreinte à l’HPd (Figure 6D-E) et à l’HPv (Figure 7F-G). 
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Figure 7. –  Confirmation des sites d’implantations. Schéma des sites d’implantations des électrodes 
dans l’HPd  et dans l’HPv, ainsi que de la fibre optique dans le RM. Schéma de l’implant (B) 
Exemple de trace de fibre optique en section transversale, marqué par immunohistochimie 
pour la Tph2 dans les neurones sérotoninergiques (Tph2, rouge) et pour l’expression virale 
(eYFP, vert). Barre d’échelle = 100 µm. (C) Sites d’implantations de toutes les fibres optiques 
pour les souris exprimant l’opsine ChETA (bleu pâle, n=6) et la eYFP (vert, n=5) injectées dans 
le RM. Les souris femelles sont encadrées en rose, et les mâles en bleu foncé. (D) Exemple de 
trace d’électrode dans l’HPd, marqué au DAPI. Barre d’échelle = 100 µm. (E) Schéma de la 
localisation de toutes les électrodes utilisées dans l’HPd pour les souris ChETA (bleu pâle, n=6) 
et eYFP (verts, n=5) injectées dans le RM. (F) et (G), même chose pour les électrodes dans 
l’HPv. Les niveaux de coupes coronales de cerveau sont adaptées de Paxinos and Franklin 
(2019). (H) Ligne du temps et protocole détaillé de stimulations par optogénétique. 

3.1.1 Activation des neurones 5-HT du RM sur les rythmes de l’HP pendant 

le sommeil 

Nous avons premièrement activé par optogénétique les neurones 5-HT du RM pendant le 

sommeil paradoxal, à 6Hz, 8Hz, 10Hz et 20Hz (Figure 7H). Il est connu que dans l’HPd, le rythme 

thêta est d’une puissance plus élevée et est plus constant (Royer et al., 2010). La diversité des 

fonctions et des rythmes de deux pôles de l’HP nous a poussés à faire nos enregistrements dans 

les deux régions, pour pouvoir les comparer par la suite. Les résultats de l’HPv seront présentés 

en HPv (Figure 8), suivi des résultats dans l’HPd (Figure 9). Dans l’HPv, l’exemple de tracé, obtenu 

chez animal ChETA lors de la stimulation à 8Hz, illustre notre protocole de stimulation, selon 

lequel le laser est activé environ 10 secondes après le début d’un épisode de SP, reconnaissable 

par un rythme thêta proéminent. Sur cet exemple d’enregistrement on peut voir une diminution 

de fréquence du rythme thêta de l’HPv, ainsi qu’une augmentation apparente de l’amplitude en 

réponse à une stimulation lumineuse (Figure 8A). Le spectrogramme associé, qui analyse de la 

puissance du LFP entre 1-30 Hz selon la fréquence et à travers le temps, suggère le même effet, 

soit la diminution de la fréquence du rythme thêta et une augmentation de puissance, une 

mesure représentative de l’amplitude (Figure 8A). Un exemple d’analyse spectrale pour une 

souris ChETA confirme ces deux effets, alors que l’analyse de l’animal contrôle ne présente pas 

de changements majeurs en réponse à la même stimulation lumineuse (Figure 8B). Pour ces deux 

spectres de puissance, la totalité des stimulations pour une fréquence et un animal ont été 
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moyennés. Afin de mieux analyser la dynamique de l’effet de l’activation des neurones 5-HT sur 

les propriétés du rythme thêta, nous avons procédé à une analyse des variations du pic de 

fréquence (Figure 8C et D), du pic de puissance (Figure 8E et F) et de l’aire sous la courbe (Figure 

8G et H) au cours du temps, pour le LFP entre 1-16 Hz. Pour chaque souris et chaque stimulation 

à une fréquence donnée, 20 à 30 répétitions ont été effectuées et moyennées. Les courbes 

illustrent la moyenne de n = 6 souris ChETA et n = 5 souris eYFP ± SEM. L’activation des neurones 

5-HT du RM pendant le sommeil REM diminue la fréquence du pic du rythme de l’HPv, de façon 

quasi immédiate après le début de la stimulation (Figure 8C). L’effet est similaire aux quatre 

fréquences de stimulation. La quantification et les statistiques (Figure 8D-F-H-J-L) ont été faites 

sur une moyenne des cinq dernières secondes, pour quantifier le plateau de l’effet et pas la 

descente. La diminution de la fréquence du pic était en moyenne de -0,81 ±  0,15 Hz (Figure 8D). 

L’analyse de la puissance du pic ne détecte pas de changement significatif (Figure 8E-F), mais la 

puissance de la bande (1-16Hz) est augmentée pour trois des quatre fréquences de stimulation 

(Figure 8G-H). Étant donné les deux pics apparents sur l’analyse spectrale (Figure 8B), nous avons 

divisé la bande en deux, soit la bande delta (1-5Hz) et la bande thêta (5-12Hz). L’augmentation de 

puissance de la bande reste significative pour les trois fréquences de stimulation pour la bande 

de delta, avec une augmentation moyenne de 37,6% ± 8,6% (Figure 8I-J), mais pas pour la bande 

de thêta. Ainsi, l’activation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil REM cause une 

diminution de la fréquence des rythmes de l’HPv, ainsi qu’une augmentation de la puissance de 

la bande, surtout due à l’augmentation de puissance des rythmes delta (1-5Hz).  
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Figure 8. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil REM diminue la fréquence 
du pic et augmente la puissance de la bande des rythmes de l’HPv. Tracé du rythme LFP de 
l’HPv pendant le sommeil REM, filtré (0,5-300Hz) et spectrogramme associé montrant le signal 
avant et pendant la stimulation optogénétique à 10Hz, représentée par un rectangle bleu. 
Barres d’échelles = 100 µV, 0,5 seconde. (B) Exemple d’une analyse spectrale pendant la 
stimulation à 8Hz pour un animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baselines 
respectives (noir). Moyenne + SEM. (C) Variation de la fréquence du pic par rapport à la 
baseline dans le temps, la stimulation est représentée par le rectangle bleu. Moyenne + SEM. 
(D) Moyenne de la variation de fréquence relative à la baseline des cinq dernières secondes 
de stimulation, comparaison des ChETA par rapport aux eYFP avec un test de Mann-Whitney 
U, correction de comparaisons multiples Holm-Bonferroni. * : p<0,05. Moyenne + SEM. (E) et 
(F), comme (C) et (D) pour la puissance du pic par rapport à la baseline. (G) et (H), comme (C) 
et (D) pour la puissance de la bande (1-16Hz) par rapport à la baseline. (I) et (J), comme (C) et 
(D) pour la puissance de la bande delta (1-5Hz) par rapport à la baseline. (K) et (L), comme (C) 
et (D) pour la puissance de la bande thêta (5-12Hz) par rapport à la baseline. Pour toute la 
figure, le code de couleur est le suivant : pour les ChETA, 6Hz en bleu foncé, 8Hz en bleu pâle, 
10Hz en mauve et 20Hz en orange. Pour les eYFP, 6Hz en gris très pâle, 8Hz en gris moyen, 
10Hz en gris et 20Hz en noir. 

 

La figure 9 illustre les mêmes stimulations, soit des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil 

paradoxal, mais dans l’HPd. Le tracé, le spectrogramme et l’analyse spectrale semblent aussi 

illustrer une diminution de fréquence du rythme thêta pendant la stimulation (Figure 9A-B). 

Comme dans l’HPv, la diminution de fréquence est rapide après le début de la stimulation, et est 

similaire aux quatre fréquences de stimulation (Figure 9C). La quantification de la fréquence des 

oscillations montre aussi une diminution de fréquence d’une amplitude assez similaire à l’HPv, 

soit de -0,72Hz ± 0,14 Hz en moyenne (Figure 9D). L’analyse de la puissance du pic et de la 

puissance de la bande ne détecte pas de changements significatifs de puissance (Figure 9E-F-G-

H). La division en deux bandes de fréquences a aussi été effectuée, et comme dans l’HPv, une 

augmentation de la puissance de la bande delta, mais pas thêta est perçue (Figure 9I-J-K-L). Ainsi, 

lors de l’activation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil paradoxal, on peut enregistrer 

une diminution de fréquence significative pour le rythme thêta de l’HPd, ainsi qu’une 

augmentation de la puissance de la bande delta. 
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Figure 9. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil REM diminue la fréquence 
et augmente la puissance de la bande delta des rythmes de l’HPd.Tracé du rythme LFP de 
l’HPd pendant le sommeil REM, filtré (0,5-300Hz) et spectrogramme associé montrant le 
signal avant et pendant la stimulation optogénétique à 10Hz, représentée par un rectangle 
bleu. Barres d’échelles = 100 µV, 0,5 seconde. (B) Exemple d’une analyse spectrale pendant 
la stimulation à 8Hz pour un animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baselines 
respectives (noir). Moyenne + SEM. (C) Variation de la fréquence du pic par rapport à la 
baseline dans le temps, la stimulation est représentée par le rectangle bleu. Moyenne + SEM. 
(D) Moyenne de la variation de fréquence relative à la baseline des cinq dernières secondes 
de stimulation, comparaison des ChETA par rapport aux eYFP avec un test de Mann-Whitney 
U, correction de comparaisons multiples Holm-Bonferroni. * : p<0,05. Moyenne + SEM. (E) et 
(F), comme (C) et (D) pour la puissance du pic par rapport à la baseline. (G) et (H), comme (C) 
et (D) pour la puissance de la bande (1-16Hz) par rapport à la baseline. (I) et (J), comme (C) et 
(D) pour la puissance de la bande delta (1-5Hz) par rapport à la baseline. (K) et (L), comme (C) 
et (D) pour la puissance de la bande thêta (5-12Hz) par rapport à la baseline. Pour toute la 
figure, le code de couleur est le suivant : pour les ChETA, 6Hz en bleu foncé, 8Hz en bleu pâle, 
10Hz en mauve et 20Hz en orange. Pour les eYFP, 6Hz en gris très pâle, 8Hz en gris moyen, 
10Hz en gris et 20Hz en noir. 

Nous avons ensuite activé les neurones 5-HT du RM pendant le sommeil à ondes lentes. Les 

rythmes de l’HP sont très différents pendant le sommeil paradoxal et le sommeil lent, où ce sont 

des rythmes dans la bande delta qui sont prédominants. Le tracé, le spectrogramme et l’analyse 

spectrale du rythme dans l’HPv pendant le sommeil lent chez un animal ChETA suggèrent une 

diminution de la fréquence du pic ainsi qu’une augmentation de puissance du pic en réponse à 

une stimulation de 8Hz (Figure 10A-B). La quantification de la variation de fréquence au cours du 

temps montre une diminution plus graduelle de la fréquence, qui est similaire pour les quatre 

fréquences de stimulation (diminution moyenne de -0,69Hz ± 0,08 Hz, Figure 10C-D). La puissance 

du pic a été augmentée par la stimulation, d’une façon graduelle, atteignant une augmentation 

moyenne de 27,1% ± 5,6%, significative pour trois des quatre fréquences de stimulation (Figure 

10E-F). Finalement, une augmentation légère de la puissance de la bande, suivant l’augmentation 

de la puissance du pic, a été observée (Figure 10G). Cette augmentation a atteint une moyenne 

de 14,7% ± 3,3%, significative pour deux des quatre fréquences de stimulation (Figure 10H). Ainsi, 

l’activation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil lent a causé une diminution de 

fréquence et une augmentation de puissance du pic et de la bande du rythme delta de l’HPv. 
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Figure 10. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil SWS diminue la fréquence 
et augmente la puissance du pic et de la bande du rythme de l’HPv. Tracé du rythme LFP de 
l’HPv pendant le sommeil lent, filtré (0,5-300Hz) et spectrogramme associé montrant le signal 
avant et pendant la stimulation optogénétique à 10Hz, représentée par un rectangle bleu. 
Barres d’échelles = 100 µV, 1 seconde. (B) Exemple d’une analyse spectrale pendant la 
stimulation à 8Hz pour un animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baselines 
respectives (noir). Moyenne + SEM. (C) Variation de la fréquence du pic par rapport à la 
baseline dans le temps, la stimulation est représentée par le rectangle bleu. Moyenne + SEM. 
(D) Moyenne de la variation de fréquence relative à la baseline des cinq dernières secondes 
de stimulation, comparaison des ChETA par rapport aux eYFP avec un test de Mann-Whitney 
U, correction de comparaisons multiples Holm-Bonferroni. * : p<0,05. Moyenne + SEM. (E) et 
(F), comme (C) et (D) pour la puissance du pic par rapport à la baseline. (G) et (H), comme (C) 
et (D) pour la puissance de la bande (1-16Hz) par rapport à la baseline.  Pour toute la figure, 
le code de couleur est le suivant : pour les ChETA, 6Hz en bleu foncé, 8Hz en bleu pâle, 10Hz 
en mauve et 20Hz en orange. Pour les eYFP, 6Hz en gris très pâle, 8Hz en gris moyen, 10Hz en 
gris et 20Hz en noir. 
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Dans l’HPd, l’activation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil lent semble causer une 

diminution de puissance, surtout dans les fréquences plus hautes, ainsi que la diminution de 

fréquence du rythme (Figure 11A-B). La quantification montre une diminution graduelle de 

fréquence des rythmes de l’HPd. Cette diminution, significative pour seulement une fréquence 

de stimulation, a aussi atteint une moyenne de -0,69Hz ± 0,19 Hz (Figure 11C-D). Aucune 

différence significative n’a été observée dans la puissance du pic (Figure 11E-F). Les souris ChETA 

comme les eYFP ont une diminution de puissance du pic et de la bande, immédiatement après la 

stimulation. La puissance de la bande est restée diminuée seulement pour les ChETA. La 

quantification illustre une diminution significative pour trois des quatre fréquences de 

stimulation, atteignant une diminution maximale de 20,2% ± 3,7% (Figure 11G-H).  

Pour résumer, la stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil paradoxal a causé 

une diminution de la fréquence dominantes des oscillations et une augmentation de la puissance 

de la bande dans l’HPv, et une diminution de fréquence et une augmentation de la bande delta 

(1-5Hz) dans l’HPd. Lors de la stimulation pendant le sommeil paradoxal, nous avons observé une 

baisse de fréquence, et une augmentation de puissance du pic et de la bande dans l’HPv, ainsi 

qu’une diminution de fréquence, et une diminution de puissance de la bande de l’HPd. 
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Figure 11. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil SWS diminue la fréquence 
et diminue la puissance de la bande du rythme de l’HPd. Tracé du rythme LFP de l’HPd pendant 
le sommeil lent, filtré (0,5-300Hz) et spectrogramme associé montrant le signal avant et 
pendant la stimulation optogénétique à 10Hz, représentée par un rectangle bleu. Barres 
d’échelles = 100 µV, 1 seconde. (B) Exemple d’une analyse spectrale pendant la stimulation à 
8Hz pour un animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baselines respectives (noir). 
Moyenne + SEM. (C) Variation de la fréquence du pic par rapport à la baseline dans le temps, 
la stimulation est représentée par le rectangle bleu. Moyenne + SEM. (D) Moyenne de la 
variation de fréquence relative à la baseline des cinq dernières secondes de stimulation, 
comparaison des ChETA par rapport aux eYFP avec un test de Mann-Whitney U, correction de 
comparaisons multiples Holm-Bonferroni. * : p<0,05. Moyenne + SEM. (E) et (F), comme (C) 
et (D) pour la puissance du pic par rapport à la baseline. (G) et (H), comme (C) et (D) pour la 
puissance de la bande (1-16Hz) par rapport à la baseline.  Pour toute la figure, le code de 
couleur est le suivant : pour les ChETA, 6Hz en bleu foncé, 8Hz en bleu pâle, 10Hz en mauve 
et 20Hz en orange. Pour les eYFP, 6Hz en gris très pâle, 8Hz en gris moyen, 10Hz en gris et 
20Hz en noir. 
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3.1.2 Exploration 

Après les enregistrements de sommeil, nous avons exposé les souris à trois ou six sessions en 

Open Field en changeant le contexte à chaque exposition (murs, planchers et odeur). Les rythmes 

thêta son présent pendant plusieurs types de comportements à l’éveil, dont l’exploration d’un 

environnement nouveau et la locomotion. Certaines études observent un effet pendant différent 

sur les rythmes thêta pendant l’éveil et pendant le sommeil (Kantor et al., 2005). Nous avons ainsi 

voulu enregistrer l’effet de la stimulation des neurones 5-HT du RM pendant l’éveil, en plus du 

sommeil. Pendant la durée complète de l’exploration, des stimulations de 10 secondes à 20Hz 

ont été faites, espacées de 30 secondes. Nous avons sélectionné des stimulations de 20Hz car en 

plus d’y avoir un effet, selon les patrons connus de décharge de la sérotonine soit autour de 5Hz, 

nous allions entrainer l’activité des neurones de façon significative. Nous avons premièrement 

vérifié si la stimulation changeait la locomotion. La proportion du temps passé immobile ou en 

exploration ne semble pas changer avec la stimulation chez les ChETA (baseline en noir, 

stimulation en bleu) ou chez les eYFP (baseline en gris, stimulation en vert) (Figure 12A). Nous 

avons ensuite sélectionné les périodes d’immobilité, pour évaluer si la stimulation des neurones 

5-HT du RM changeait les propriétés des rythmes thêta.  Dans l’HPv, la fréquence, la puissance 

du pic et de la bande ne semblent pas être affectées par la stimulation (Figure 12B-C-D).  Dans 

l’HPd, on peut voir sur le l’analyse spectrale une diminution de fréquence (Figure 12E-F). La 

quantification montre une diminution légère, mais significative de la fréquence du pic du rythme 

thêta, d’une amplitude de -0,09Hz ± 0,02 Hz (Figure 12G). Ainsi, lors de l’immobilité dans un 

environnement nouveau, la stimulation des neurones 5-HT du RM diminue la fréquence du 

rythme thêta de l’HPd.  
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Figure 12. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM ne semble pas changer la vitesse de locomotion 
des souris, mais diminue la fréquence des rythmes thêta dans l’HPd pendant l’immobilité dans 
un environnement nouveau. Proportion du temps dans un environnement nouveau passé 
immobile (<2,5cm/s), et à différentes vitesses en cm/s. Moyenne + SEM, pour les ChETA 
(baseline en noir, stimulation en bleu, n=6) et pour les eYFP (baseline en gris, stimulation en 
vert, n=5). (B) Tracé du rythme LFP de l’HPv pendant l’immobilité, filtré (0,5-300Hz) et 
spectrogramme, avant et pendant une stimulation représentée par un rectangle bleu. Barres 
d’échelles = 100 µV, 1 seconde. (C) Exemple d’une analyse spectrale dans l’HPv pendant la 
stimulation pour un animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baseline respectives 
(noir) pendant l’immobilité. Moyenne + SEM. (D) Quantification de la fréquence, la puissance 
du pic et la puissance de la bande dans l’HPv pour la stimulation à 20Hz normalisé par rapport 
à la baseline, pendant l’immobilité. Moyenne + SEM. Test de Mann-Whitney U, correction de 
comparaisons multiples Holm-Bonferroni. * : p<0,05. (E), (F) et (G) comme (B), (C) et (D), mais 
pour l’HPd. 

 

Les tracés, les spectrogrammes et les analyses spectrales ne montrent pas d’effet clair dans l’HPv 

pendant la locomotion (Figure 13A-B). Il est connu qu’existe une relation entre la vitesse de 

locomotion et les propriétés du rythme thêta de l’HP, soit la fréquence et la puissance. Nous 

avons donc voulu tester si la stimulation des neurones 5-HT du RM affectait cette relation. La 

fréquence des rythmes thêta augmente bien en fonction de la vitesse lors de la baseline et la 

stimulation, pour les eYFP et le ChETA (Figure 13C). Pour quantifier cette relation, nous avons, 

pour la baseline et la stimulation chez chaque animal, tracé une droite de régression linéaire. La 

pente et l’ordonnée à l’origine ont été comparées. Cette quantification ne montre pas d’effets 

significatifs pour la fréquence dans l’HPv (Figure 13D). Nous n’observons pas de relation linéaire 

entre la vitesse de locomotion et la puissance du rythme thêta dans l’HPv (Figure 13E). La 

puissance ne semble pas changée par la stimulation des neurones 5-HT du RM (Figure 13F). Dans 

l’HPd, on semble observer une légère diminution de fréquence dans l’analyse spectrale (Figure 

13G-H). La relation linéaire entre la fréquence et la vitesse est présente, mais n’est pas changée 

significativement par la stimulation des neurones 5-HT du RM (Figure 13I-J). La puissance ne 

semble pas être affecté par la vitesse ou la stimulation des neurones 5-HT du RM (Figure 13K-L). 

Ainsi, la stimulation des neurones 5-HT du RM ne semble pas affecter le rythme thêta pendant la 

locomotion. 
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Figure 13. –  La stimulation des neurones 5-HT du RM ne semple pas changer la fréquence ou la 
puissance des rythmes de l’HP pendant la locomotion. (A) Tracé du rythme LFP de l’HPv 
pendant la locomotion, filtré (0,5-300Hz) et spectrogramme montrant le signal dans l’HPv 
avant et pendant la stimulation, représentée par un rectangle bleu. Barres d’échelles = 100 
µV, 1 seconde. (B) Exemple d’une analyse spectrale dans l’HPv pendant la stimulation pour un 
animal ChETA (bleu), un animal eYFP (vert), et leurs baseline respectives (noir) pendant la 
locomotion (>5cm/s). Moyenne + SEM. (C) Fréquence du rythme thêta selon la vitesse de 
locomotion pour les eYFP (baseline en gris, stimulation en vert, n=5) et pour les ChETA 
(baseline en noir, stimulation en bleu, n=6). Moyenne + SEM. (D) Quantification de la pente 
et de l’ordonnée à l’origine de la fréquence selon la vitesse, normalisé selon la baseline, pour 
les animaux ChETA (bleu) et les animaux eYFP (vert), Moyenne + SEM. (E) Puissance du rythme 
thêta selon la vitesse de locomotion pour les animaux eYFP (baseline en gris, stimulation en 
vert, n=5) et pour les animaux ChETA (baseline en noir, stimulation en bleu, n=6). Moyenne + 
SEM. (F) Quantification de la pente et de l’ordonnée à l’origine de la relation puissance-
vitesse, normalisé selon la baseline, pour les ChETA (bleu) et les eYFP (vert), Moyenne + SEM. 
(G), (H), (I), (J), (K) et (L), comme (A), (B), (C), (D), (E) et (F), mais pour l’HPd.  

3.2 Activations des neurones sérotoninergiques projetant à l’HP ou des 

neurones sérotoninergiques projetant à l’HPv 

Le RM est un noyau avec des projections vastes à travers le cerveau. Pour préciser nos résultats, 

nous avons ciblé certaines projections du RM à l’aide de virus exprimés de façon rétrograde. 

L’utilisation combinée de souris SERT-cre et de virus qui permettent l’expression de façon Cre-

dépendante de l’opsine ChETA a été utilisé pour cibler les neurones 5-HT. Nous avons fait deux 

différentes injections pour isoler certaines projections du RM. Nous avons utilisé un virus 

rétrograde, injecté dans l’HPv pour cibler spécifiquement les neurones 5-HT projetant à l’HPv, 

puis dans l’HP complet, pour cibler tous les neurones 5-HT projetant à l’HP (Figure 14A). Les 

injections ciblant l’HPv ont été validés par le travail de maitrise de Félix Perreault, qui a fait une 

caractérisation complète de la location des neurones projetant à l’HPv, et de la spécificité du 

virus. La caractérisation anatomique des neurones projettant à l’HP n’a pas été faite, mais la 

spécificité du virus est identique, le virus injecté étant le même.  Comme attendu, la majorité des 

neurones exprimant l’opsine ChETA, couplée à la eYFP après injection virale sont situés dans le 

RM (Figure 14A). La vérification anatomique des animaux implantés montre que certaines fibres 

optiques, particulièrement les souris injectées dans l’HPv, sont très rostrales dans le raphé (Figure 

14B). Les animaux ont été conservés comme données préliminaires, même si elles seront à 

compléter et consolider avec plus de souris et des placements de fibre optimisés. Les électrodes 
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utilisées sont toutes dans de l’HPd (Figure 14C) et de l’HPv (Figure 14D). La variabilité de 

placement des électrodes est aussi plus grande ici, étant donné que ces résultats ont étés 

enregistrés au tout début de ma maîtrise. Malgré cela, les résultats enregistrés sont intéressants 

et semblent cohérent avec les autres groupes, et donc ont été inclus. 

 

Figure 14. –  Expression du virus lors de l’injection spécifique au neurones 5-HT du RM projetant à l’HP 
ou à l’HPv, et vérification des implantations. Schéma des injections, et exemples d’expressions 
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de virus (eYFP), comparé aux neurones 5-HT du raphé (Tph2), révélés par immunohistochimie. 
(B) Sites d’implantations de toutes les fibres optiques pour les souris exprimant l’opsine dans 
les neurones 5-HT du RM projetant à l’HP (orange, n=4) et projetant à l’HPv (rouge, n=2). Les 
souris femelles sont encadrées en rose, et les mâles en bleu foncé. (C) Sites d’implantations 
des électrodes dans l’HPd, et (D) dans l’HPv. Les schémas sont adaptées de Paxinos and 
Franklin (2019). 

3.2.1 Sommeil 

Nous avons premièrement activé les neurones pendant le sommeil paradoxal. Dans les animaux 

exprimant l’opsine ChETA dans les neurones 5-HT projetant à l’HPv, les tracés et le 

spectrogramme suggère une diminution de fréquence des rythmes de l’HPv. (Figure 15B-C, n=2). 

La quantification semble montrer une diminution de la fréquence pendant la stimulation, 

atteignant -0,77Hz ± 0,13Hz pendant la stimulation à 10Hz et 20Hz (Figure 15D). La simulation 

semble aussi montrer une augmentation de puissance, particulièrement à 20Hz, atteignant 37,2% 

± 10,7% (Figure 15D). Les résultats sont assez similaires dans l’HPd, soit une baisse de la fréquence 

du pic atteignant -0,79Hz ± 0,24Hz lors de la stimulation à 20Hz, ainsi qu’une augmentation de 

puissance, cette fois-ci plus légère que dans l’HPv (Figure 15E-F-G). Pour les souris exprimant 

l’opsine dans les neurones 5-HT projetant à l’HP complet, on observe aussi une diminution de 

fréquence plus réduite, mais maintenue à travers les fréquences de stimulation dans l’HPv (Figure 

15I-J-K). La puissance de rythmes de l’HPv ne semble pas être modifiée (Figure 15K). Dans l’HPd, 

on peut aussi observer une diminution de la fréquence, mais pas de changement de la puissance 

(Figure 15L-M-N). 
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Figure 15. –  Figure 13. L’activation des neurones 5-HT du RM projetant à l’HP, et des neurones 5-HT 
du RM projetant à l’HPv semble diminuer la fréquence du rythme thêta dans l’HPv et dans 
l’HPd pendant le sommeil paradoxal. Schéma de l’injection visant les neurones 5-HT du RM 
projetant à l’HPv. (B) Tracé du rythme LFP de l’HPv pendant le sommeil paradoxal, filtré (0,5-
300Hz) et spectrogramme associé, avant et pendant la stimulation, représentée par un 
rectangle bleu. Barres d’échelles = 100 µV, 1 seconde. (C) Exemple d’une analyse spectrale 
dans l’HPv pendant la stimulation pour un animal ChETA (rouge) et sa baseline (noir). 
Moyenne + SEM. (D) Quantification de la fréquence et de la puissance du rythme de l’HPv, 
normalisé par rapport à la baseline, pour les quatre fréquences de stimulation. Moyenne + 
SEM, n=2. (E), (F) et (G), comme (B), (C) et (D) pour les enregistrements dans l’HPd. (H), (I), (J), 
(K), (L), (M) et (N), comme (A), (B), (C), (D), (E), (F) et (G), mais pour l’injection visant les 
neurones 5-HT du RM projetant à l’HP complet (orange, n=4).  

Nous avons ensuite activé les neurones pendant le sommeil lent. Dans les souris exprimant 

l’opsine dans les neurones 5-HT projetant à l’HPv, l’activation ne semble pas affecter le rythme 

dans l’HPv pendant le sommeil lent (Figure 16A-B-C-D). Dans L’HPd, le tracé, le spectrogramme 

et l’analyse spectrale semblent montrer un résultat similaire aux souris injectées dans le RM, soit 

une diminution de l’aire sous la courbe, sans affecter la puissance du pic (Figure 16E-F). La 

quantification de la puissance de la bande n’a pas été faite. La stimulation semble aussi diminuer 

la fréquence du rythme dans l’HPd pendant le sommeil lent, mais n’affecte pas la puissance du 

pic (Figure 16G). Chez les souris exprimant l’opsine dans tous les neurones 5-HT projetant à l’HP, 

l’activation des neurones ne cause pas de changements importants dans l’HPv, à part une 

diminution légère de puissance (Figure 16I-J). Dans l’HPd, on peut aussi observer une diminution 

de la puissance de la bande dans le tracé, le spectrogramme et l’analyse spectrale (Figure 16L-M). 

La quantification montre une diminution de fréquence, mais pas de changement de la puissance 

du pic (Figure 16N). Il est à noter qu’aucune statistique n’a été faite sur les groupes de souris 

injectées dans l’HP à cause du nombre trop petit d’animaux, ainsi que du manque de souris 

contrôles spécifique. Les observations faites sur ces groupes sont plutôt exploratoires et seraient 

à confirmer sur des cohortes plus complètes et avec des tests statistiques appropriés.  
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Figure 16. –  L’activation des neurones 5-HT du RM projetant à l’HP, et des neurones 5-HT du RM 
projetant à l’HPv semble diminuer la fréquence du rythme thêta dans l’HPv et dans l’HPd 
pendant le sommeil lent. (A) Schéma de l’injection visant les neurones 5-HT du RM projetant 
à l’HPv. (B) Tracé du rythme LFP de l’HPv pendant le sommeil lent, filtré (0,5-300Hz) et 
spectrogramme montrant le signal dans l’HPv avant et pendant la stimulation, représentée 
par un rectangle bleu, pendant le sommeil lent. Barres d’échelle = 100 µV, 1 seconde. (C) 
Exemple d’une analyse spectrale dans l’HPv pendant la stimulation pour un animal ChETA 
(rouge) et sa baseline (noir). Moyenne + SEM. (D) Quantification de la fréquence et de la 
puissance du rythme de l’HPv, normalisé par rapport à la baseline, pour les quatre fréquences 
de stimulation. Moyenne + SEM, n=2. (E), (F) et (G), comme (B), (C) et (D) pour les 
enregistrements dans l’HPd. (H), (I), (J), (K), (L), (M) et (N), comme (A), (B), (C), (D), (E), (F) et 
(G), mais pour l’injection visant les neurones 5-HT du RM projetant à l’HP complet (orange, 
n=2).  
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4. Discussion 

Nous avons voulu clarifier l’effet des neurones 5-HT du RM sur les rythmes de l’HP pendant le 

sommeil ainsi que pendant la locomotion et l’exploration d’un environnement nouveau. Nous 

avons observé une diminution de la fréquence des rythmes de l’HP lors de l’activation des 

neurones 5-HT du RM lors du sommeil lent, du sommeil paradoxal, ainsi que lors de l’immobilité 

dans un environnement nouveau. Lors de l’activation des neurones 5-HT du RM pendant le 

sommeil lent, nous avons aussi observé une augmentation de la puissance du pic dans l’HPv, ainsi 

qu’une diminution de la puissance de la bande dans l’HPd. Nous ne semblons pas observer d’effet 

de l’activation des neurones 5-HT du RM pendant la locomotion. Pour tenter de comprendre si 

cet effet vient des projections directes à l’HP, nous avons isolé les projections des neurones 5-HT 

à l’HPv, ainsi que les projections des neurones 5-HT à l’HP du reste des projections 5-HT. Nos 

résultats préliminaires montrent que l’activation de ces deux voies de projection donne des 

résultats qui semblent similaires à l’activation des neurones 5-HT du RM.  

4.1 Expression de l’opsine ChETA lors de l’injection dans le RM 

Il faut noter qu’une relativement faible proportion des neurones 5-HT du RM, soit 29,4% 

expriment l’opsine ChETA (Figure 6G), alors que l’injection aurait théoriquement pu atteindre 

l’ensemble des neurones 5-HT du RM. Cette expression faible semble aussi être observée dans 

l’HP, où la proportion de fibres 5-HT exprimant l’opsine est assez faible. On sait pourtant que la 

majorité des fibres 5-HT de l’HP devrait provenir du RM (Muzerelle et al., 2016). Malgré le taux 

d’expression relativement faible de l’opsine, nous observons des effets significatifs de la 

stimulation optogénétique sur les rythmes de l’HP. Deux hypothèses émergent de ce résultat : 

nous avons activé suffisamment de neurones 5-HT du RM pour observer un effet, qui pourrait 

être augmenté par le ciblage d’un plus grand nombre de neurones 5-HT. Il est aussi possible que 

nous avons ciblé particulièrement une sous-population de neurones 5-HT qui joue un rôle clé 

dans la modulation des rythmes de l’HP, et qu’activer plus de neurones 5-HT ne potentialiserait 
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pas l’effet observé. Affiner les paramètres de notre injection virale pour cibler une plus large 

population de neurones 5-HT du RM permettrait de trancher entre ces deux hypothèses. 

Il est aussi important de mentionner que nous observons une expression non négligeable de 

l’opsine ChETA de 27,5%  ± 6,3% dans le noyau interfasciculaire du raphé dorsal (Figure 6G). Les 

divisions des sous-noyaux du raphé ont été faites en observant leur distribution anatomique. 

Depuis, des études morphologiques et développementales semblent montrer que les neurones 

du noyau interfasciculaire du raphé dorsal seraient en fait plus proches des neurones du RM que 

de n’importe quel autre type de neurones dans le raphé dorsal (Jacobs and Azmitia, 1992b; Hale 

and Lowry, 2011). Par ailleurs, le noyau interfasciculaire du raphé dorsal rassemble de nombreux 

neurones 5-HT qui projettent à l’HP (Figure 14, et données internes du laboratoire). Le noyau du 

B9 projette très largement à l’HPv, il contient un nombre de neurones très important et est très 

peu étudié dans la littérature, particulièrement à cause de sa position anatomique, plus latérale 

et éloigné des autres (Muller and Cunningham, 2020). Une quantification extensive de la 

localisation des neurones qui projettent à l’HPv a été fait par Félix Perreault, et ils sont 

principalement retrouvés dans le RM, le B9 et le DRI.  La participation de ces neurones à la 

modulation des rythmes de l’HP lors de la photostimulation de l’opsine ChETA est donc une 

possibilité à prendre en compte. Activer plus précisément l’une ou l’autre de ces sous-populations 

neuronales permettra d’affiner la caractérisation fonctionnelle de la voie raphé – HP. 

4.2 Positionnement de fibres optiques dans le RM 

Après validation anatomique des implantations réalisées sur les souris expérimentales, les fibres 

optiques peuvent sembler dispersées. Toutefois, une expérience du laboratoire publiée dans le 

mémoire de Félix Perreault a été faite pour illustrer l’étendue de l’effet activateur de la lumière 

avec les mêmes positions de fibres que celles observées ici. Les expériences ont été faites sur des 

souris exprimant le contrôle eYFP ou l’opsine ChETA dans les neurones 5-HT projetant à l’HPv. Les 

souris ont été photostimulées puis sacrifiées 70 minutes plus tard pour permettre l’expression de 

la protéine c-fos, un immediate early gene marqueur de l’activité récente des neurones. Un triple 

marquage immunohistochimique a ensuite été fait pour révéler la présence de c-fos, de la Tph2 

dans les neurones 5-HT et de la eYFP, seule ou couplée à l’opsine ChETA. Les souris ChETA, 
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comparées aux souris eYFP, avaient une expression de c-fos significativement augmentée dans le 

RM, mais aussi le raphé dorsal, le noyau interfasciculaire du raphé dorsal, et le noyau B9, et cela 

pour chaque fibre optique, situé entre 4,36 et 5,02 mm postérieurs de bregma. Ce résultat montre 

que nos conditions de photostimulation sont suffisantes pour activer largement les neurones 5-

HT du raphé, y compris ceux éloignés de la fibre optique.  

4.3 Effet du mutant SERT-Cre 

Le modèle de souris utilisé est un mutant transgénique SERT-Cre. Ainsi, le gène codant pour la 

CRE est inséré dans un chromosome artificiel bactérien (ou BAC), après le promoteur du gène 

SERT dès le début de premier exon. Ce gène est inséré aléatoirement dans le génome, dans notre 

cas dans la partie distale du chromosome 18. Ainsi, aucune atteinte n’est posé au deux copies 

endogènes de la SERT, en contraste aux mutant knock-in. Dans ceux-ci, le gène codant pour Cre 

est inseré dans une copie endogène du gène SERT, résultant en une disruption de celui-ci. Bien 

qu’un allèle ne soit pas complètement désactivé dans notre modèle, une baisse de disponibilité 

des facteurs de transcription pour le promoteur SERT ne peux pas être exclue. La quantité de SERT 

pourrait donc être réduite, résultant en une baisse de recapture de la 5-HT extracellulaire et une 

augmentation de sa concentration à la synapse. Les variations génétiques de SERT ont un impact 

sur certains comportements, comme une réduction des comportements anxieux lors de 

l’expression augmenté de SERT dans le raphé (Jennings et al., 2006), et donc un variation 

potentielle de SERT pourrait affecter certains de nos résultats. La quantité de sérotonine ou de 

SERT produite chez le mutant SERT-Cre n’a pas été évalué, mais il serait intéressant d’estimer 

celle-ci, par exemple par immunoautoradiographie, ou plus directement par microdialyse 

(Amilhon et al., 2010). Cependant, il serait possible que la quantité de SERT varie à travers les 

lignées des souris selon la génétique, comme il est cas pour d’autres protéines exprimées dans le 

raphé comme VGLUT3 (Sakae et al., 2019). Ainsi, malgré l’utilisation d’une ligné mutante, 

l’interprétation de mes données reste pertinente, puisque les conditions contrôles permettent 

de comparer les résultats dans deux groupes de souris ayant la même quantité de SERT. De plus, 

chaque résultat est comparé à la baseline dans la même souris. Ainsi, même si les niveaux de 5-

HT étaient altéré, nos résultats montrent tout de même une augmentation des niveau de 5-HT 

par rapport à la baseline.  



 80 

4.4 La stimulation des neurones 5-HT du RM cause une diminution de 

la fréquence du pic lors du sommeil lent, du sommeil paradoxal, et de 

l’immobilité dans un environnement nouveau 

L’effet le plus robuste observé dans l’ensemble de nos expériences est la diminution de la 

fréquence du pic causée par la stimulation des neurones 5-HT du RM, qui est observable lors du 

sommeil lent, du sommeil paradoxal, et de l’immobilité dans un environnement nouveau. Cet 

effet est particulièrement intéressant parce qu’il existe un lien entre le comportement et la 

fréquence du pic de thêta. Premièrement, il est connu que modifier la fréquence du pic des 

rythmes thêta pendant une tâche affecte l’apprentissage (M'Harzi et al., 1987; Whishaw and 

Tomie, 1997; Olvera-Cortés et al., 2004; Gutiérrez-Guzmán et al., 2012; Quirk et al., 2021). Par 

exemple, Quirk et al ont démontré une diminution de l’apprentissage d’une tâche lors de 

l’augmentation du pic de la fréquence de thêta à 10Hz. Deuxièmement, les anxiolytiques connus, 

tel que le diazépam, le triazolam ou le buspirone diminuent la fréquence du pic de thêta, au 

contraire d’autres médicaments comme les antidouleurs ou les antipsychotiques (Engin et al., 

2008; Yeung et al., 2012; McNaughton et al., 2013; Yeung et al., 2013). Finalement, l’activation 

de la projection sérotoninergique à l’HP, qui dans mes données semble diminuer la fréquence des 

rythmes thêta, modifie les comportements anxieux selon des données venant du laboratoire, 

publiées dans le mémoire de Félix Perrault, ainsi que dans des données venant d’ailleurs (Ohmura 

et al., 2019, 2020). Il est important de noter que dans la litérature, les anxiolytiques sont associé 

avec une diminution de la fréquence de thêta (Ohmura et al., 2020). À l’inverse, nous observons 

un effet anxiogènique, associé à une diminution de la fréquence de thêta. Ainsi, la fréquence du 

rythme thêta semble être corrélée à une expression anormale de l’anxiété dans toutes les 

données. 

Il est intéressant de noter que même si en sommeil paradoxal comme en sommeil lent la 

diminution du pic de la fréquence par la stimulation optogénétique est très similaire, la cinétique 

de ces diminutions est très différente. Alors qu’en sommeil paradoxal, la diminution maximale de 

fréquence est atteinte en deux secondes (Figure 8C, 9C), la diminution pendant le sommeil lent 

est beaucoup plus graduelle, prenant plus de cinq secondes à atteindre le plateau, et le même 
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temps pour revenir à la normale (Figure 10C, 11C). Cette cinétique complètement différente porte 

à croire que l’effet n’est pas produit par le même mécanisme. Il est possible que l’effet sur le 

sommeil lent soit produit, par exemple, en passant par les noyaux de régulation du sommeil du 

tronc. L’effet pendant le sommeil paradoxal, lui, pourrait être le résultat d’un mécanisme plus 

direct, par exemple passant par les projections à l’HP ou au septum médian. Il serait aussi possible 

que les effets passent par différents sous-types de récepteurs sérotoninergiques. Une variété de 

récepteurs sérotoninergique existe, incluant des récepteurs ionotropes rapides et des récepteurs 

métabotropes plus lents. La plupart des récepteurs sérotoninergiques sont aussi exprimés dans 

l’HP (Berumen et al., 2012). Il serait ainsi possible que les effets viennent, par exemple, des 

récepteurs ionotropes pour l’effet pendant le sommeil paradoxal, et des récepteurs 

métabotropes pour l’effet pendant le sommeil lent.  

Il est intéressant de noter que les effets sur les rythmes de l’HP en sommeil lent et paradoxal, 

particulièrement la diminution de la fréquence, sont similaires peu importe la fréquence de 

stimulation (Figure 8C, 9C, 10C et 11C). Les fréquences de stimulation ont été choisies pour rester 

dans la fréquence de décharge possible des neurones 5-HT, mais aussi parce que des données en 

patch clamp du laboratoire ont déterminé que l’opsine ChETA utilisée suivait fidèlement la 

fréquence de stimulation jusqu’à une stimulation de 20Hz. Nous voulions tester des fréquences 

autour du pic normal du rythme de thêta, soit 6Hz, 8Hz et 10Hz, ainsi qu’une fréquence hors de 

la bande de thêta, soit 20Hz. Il est possible que l’effet ne soit pas fréquence-dépendant, et qu’une 

stimulation de 6Hz soit suffisante pour arriver à l’effet maximal. Il est aussi possible que les 

neurones que nous activons ne suivent pas nécessairement les fréquences de stimulations plus 

élevées in vivo. Des expériences dans le laboratoire sont en cours pour caractériser le patron 

d’activité des neurones 5-HT in vivo, en réponse à la stimulation et spontanée. Il s’agit 

d’expériences d’optotagging, au cours desquelles l’activité de neurones du RM est enregistrée, 

et les neurones exprimant l’opsine ChETA sont repérés par leur réponse à une stimulation 

lumineuse. Ainsi nous pourrons d’une part mieux caractériser le patron de décharge des neurones 

5-HT en réponse à différentes fréquences de photostimulation, et d’autre part, enregistrer et 

comparer l’activité intrinsèque des neurones 5-HT du RM et de ceux qui projettent à l’HP, dans 

chaque état de vigilance. 
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Finalement, nous observons assez systématiquement dans les enregistrements pendant le 

sommeil paradoxal dans l’HPv, la présence d’un double pic à l’analyse spectrale, soit dans la 

bande delta et dans la bande thêta (Figure 8B, 10B). Les tracés illustrent bien l’alternance rapide 

entre des périodes de rythmes plus lentes et plus rapides (Figure 8A, 10A). La présence de deux 

pics de fréquence assez distincts dans l’HPv pendant le sommeil paradoxal n’a, à ma 

connaissance, pas été décrite dans la littérature. C’est entre autres parce que les études 

électrophysiologiques se concentrent très souvent sur l’HPd, plus accessible anatomiquement.  

La présence de ces deux bandes de fréquences pourrait sous-tendre différents comportements 

consolidés dans l’HPv, et il serait extrêmement intéressant d’évaluer l’effet comportemental du 

déplacement de la fréquence du rythme thêta vers le delta par notre stimulation.  

4.5 Effet spécifique au sexe de la modulation des neurones 5-HT du RM 

Des résultats du laboratoire, publiés dans le mémoire de Félix Perreault, montrent que l’activation 

des neurones 5-HT projetant à l’HPv est anxiogénique, mais sur les femelles uniquement et pas 

les mâles. De plus, on voit dans mes résultats une diminution de fréquence du rythme thêta assez 

variable. Il serait donc possible que la différence de comportement entre les sexes observé lors 

de l’activation des neurones 5-HT projetant à l’HPv soit sous-tendue par une altération des 

rythmes de l’HP différente. Avec un nombre plus élevé d’animaux, il serait très intéressant de 

comparer les résultats des groupes de souris mâles par rapport aux femelles, et de voir s’il y a 

aussi une différence de sexe dans la diminution de la fréquence des rythmes thêta.  

 

4.6 La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil lent 

cause une augmentation de puissance de la bande dans l’HPv, et une 

diminution de la puissance de la bande dans l’HPd 

La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil lent cause des effets opposés sur la 

puissance de la bande dans les deux pôles de l’HP. Un projet de caractérisation anatomique des 

projections 5-HT à l’HPv et l’HPd est en cours d’analyse dans le laboratoire par Fiona Henderson, 

et des résultats très préliminaires indiquent que certains neurones pourraient projeter seulement 
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à l’HPv ou à l’HPd. Ainsi, si ces résultats sont confirmés, on pourrait expliquer l’effet opposé dans 

les deux pôles de l’HP par la présence de voies de projections 5-HT-HP au moins partiellement 

ségrégés.  

Il est connu que le sommeil lent, et plus précisément la synchronisation temporelle des différents 

rythmes comme les rythmes delta et les sharp wave ripples est essentielle pour la consolidation 

de la mémoire (Maingret et al., 2016; Todorova and Zugaro, 2019). Il a été démontré que 

l’augmentation de la puissance des oscillations du cortex pendant le sommeil lent, en appliquant 

des stimulations magnétiques transcrâniennes chez une cohorte d’humains, a amélioré le rappel 

d’une tâche apprise la veille (Marshall et al., 2006).  

La sérotonine a aussi un effet important sur la mémoire. Les souris avec un diminution 

constitutive de 5-HT, les Pet1KO, ont une mémoire de reconnaissance très diminué, mais celle-ci 

est rétablie si un précurseur de 5-HT est injecté (Fernandez et al., 2017). L’inhibition des neurones 

5-HT du RM par optogénétique diminue le rappel d’un objet précédemment reconnu (Fernandez 

et al., 2017). À l’inverse, l’activation des projections 5-HT dans l’HP par optigénétique augmente 

la mémoire spatiale (Teixeira et al., 2018). 

Ainsi, l’effet des neurones 5-HT du RM sur la puissance des rythmes delta de l’HP, 

particulièrement l’augmentation de puissance dans l’HPd pendant le sommeil lent pourrait avoir 

un effet sur la mémoire.  

4.7 La stimulation des neurones 5-HT du RM pendant l’exploration d’un 

environnement nouveau ne semble pas affecter la vitesse, ou l’activité 

de l’HP 

Dans la littérature, l’effet de la sérotonine sur la locomotion est discuté, mais certaines études 

montrent que l’activation du noyau du raphé dorsal ainsi que du RM cause une diminution 

importante de la locomotion (Balázsfi et al., 2017; Correia et al., 2017; Ren et al., 2018). De plus, 

la désynchronisation du rythme thêta par une stimulation électrique dans le RM a aussi diminué 

l’activité motrice dans un labyrinthe ouvert (Bland et al., 2016). Des données internes du 

laboratoire, aussi publiées dans le mémoire de Félix Perreault, montrent que l’activation des 
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neurones 5-HT projetant à l’HPv diminue la locomotion dans un environnement nouveau (open 

field). Il est ainsi assez particulier que dans le cas de mes expériences, nous n’avons pas observé 

d’effet sur la vitesse. Une des possibilité est  que le nombre de souris contenues dans mes groupes 

soit trop bas pour tirer des conclusions sur le comportement. Les différences d’expressions virales 

pourraient aussi expliquer cette différence; les souris exprimant le virus dans les neurones 5-HT 

projetant à l’HPv ont une expression dans le B9 beaucoup plus élevé, et dans le RM plus élevée. 

Il serait donc possible que je n’atteigne pas assez de neurones 5-HT du RM pour voir l’effet sur la 

locomotion.   

La relation entre la puissance de thêta et la locomotion, bien que moins étudiée que celle entre 

la fréquence et la vitesse, est bien établie (Whishaw and Vanderwolf, 1973; Long et al., 2014). 

Nous ne semblons pas observer cette relation dans nos données. En revanche, dans la plupart de 

ces études, les auteurs utilisent des techniques d’enregistrement permettant de viser plus 

spécifiquement une région ou même une couche de l’HP, comme des array d’électrodes, ou des 

électrodes qui peuvent être descendues progressivement dans le cerveau jusqu’à une couche 

précise. Ils peuvent donc faire des enregistrements avec des localisations d’électrodes plus 

constantes, et donc des rythmes avec des puissances beaucoup plus stables et reproductibles. Il 

est possible que nous n’observions pas de relation entre la puissance de thêta et la locomotion à 

cause de la variabilité des positionnements d’électrodes dans l’HP. 

Les enregistrements pendant la locomotion représentent une difficulté technique particulière. 

Les animaux portent un headstage et sont connectés à deux fils différents, soit une fibre optique 

pour le laser ainsi qu’un câble attaché au headstage. Le mouvement des appareils lors de la 

locomotion pouvait parfois créer du bruit dans le signal. Bien que nous ayons tenté d’exclure tous 

les moments contaminés par du bruit, il est possible que l’imprécision additionnelle nous ait 

empêchés de voir un effet. Ce serait particulièrement probable étant donné que la diminution de 

fréquence observée lors de l’immobilité est légère, soit de 0,1Hz. Pour les prochains 

enregistrements, un nombre de souris plus élevé, ou une autre technique permettant de faire de 

la locomotion en fixant la tête de l’animal comme de la réalité virtuelle pourraient être envisagée 

pour produire des résultats plus clairs. 
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4.8 La stimulation des neurones 5-HT projetant à l’HPv ou projetant l’HP 

semble avoir des effets similaires à la stimulation des neurones 5-HT du 

RM 

Bien que ces groupes soient exploratoires, il est particulièrement intéressant que les groupes 

exprimant l’opsine seulement dans les neurones 5-HT projetant à l’HP, ou projetant à l’HPv 

semblent récapituler certains des résultats majeurs des souris injectées dans tous les neurones 

5-HT du RM, soit la diminution de fréquence pendant le sommeil paradoxal, et la diminution de 

l’aire sous la courbe pendant le sommeil lent. Ces groupes indiquent la possibilité d’isoler les 

effets selon la région de projection, et de préciser notre compréhension de l’effet des neurones 

5-HT du RM sur l’HP.  
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5. Perspectives 

5.1 Découverte des mécanismes 

L’activation des neurones 5-HT du RM a des effets multiples sur les rythmes de l’HP qui pourraient 

provenir de mécanismes ou de régions de projections différentes. L’amplitude de la diminution 

de fréquence varie beaucoup entre le sommeil et l’éveil, et la cinétique de la diminution est très 

différente entre le sommeil lent et le sommeil paradoxal. De plus, les effets sur la puissance dans 

l’HPd et dans l’HPv pendant le sommeil lent sont opposés. Ainsi, nous observons plusieurs effets 

qui semblent venir de mécanismes différents. Il sera pertinent d’évaluer de quelles régions de 

projections les effets proviennent. Une approche d’injection rétrograde pourra être utilisée en 

isolant certaines régions de projections ciblées, par exemple le septum médian, l’HPd ou le noyau 

supramamillaire.  

5.2 Inhibition 

L’activation des neurones 5-HT permet d’obtenir des effets très intéressants pendant le sommeil 

et l’exploration, qui serait bien complémentée par des études d’inhibition. Ces études nous 

permettraient d’évaluer si les effets sont inversés lors de l’inhibition, par exemple si l’inhibition 

des neurones 5-HT du RM cause une augmentation de fréquence. Ces études pourraient se faire 

en utilisant l’opsine inhibitrice Arch, une pompe à proton hyperpolarisant les neurones 

lorsqu’activé par une lumière verte. Nous pourrions répéter les expériences de sommeil et de 

locomotion, en inhibant les neurones 5-HT du RM, puis en isolant les régions de projections.  

5.3 Comportement 

Il a été démontré que les rythmes delta et thêta sont correlés à plusieurs comportements et 

processus cognitifs, tels que la mémoire et l’anxiété. La littérature, et les travaux de notre 

laboratoire démontrent l’effet de l’activation ou de l’inhibition des neurones 5-HT projetant à 

l’HPv sur l’anxiété ou l’effet de la 5-HT sur la mémoire. Il serait intéressant d’étudier le lien entre 

les altérations des propriétés du LFP et les comportements anxieux lors des manipulations des 

neurones 5-HT. Pour tester ce lien lors de l’anxiété, une variété de tests peuvent être utilisés, 
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donc le test d’allées successives, le test en croix surélevée ou le test d’enfouissement de billes. 

Les tests d’allées successives et en croix surélevée mesurent l’exploration de diverses zones d’un 

labyrinthe, dont certaines considérées comme aversives et d’autres plus sécuritaires. L’activation 

optogénétique des neurones serait considérée comme anxiolytique si l’animal explore plus les 

zones aversives, et comme anxiogène s’il explore plus les zones sécuritaires. Le test 

d’enfouissement de billes se base sur un comportement considéré comme anxieux, soit que les 

animaux dans un environnement nouveau auront tendance à enfouir les billes dans leurs litières. 

Une activation anxiolytique diminuerait le nombre de billes enfouies, et une activation 

optogénétique anxiogène augmenterait le nombre de billes enfouies. Pour la mémoire, plusieurs 

protocoles existent aussi, donc des tests de reconnaissance de nouveaux objets, un labyrinthe à 

bras radiaux, ou un labyrinthe d’eau de Morris. Le test de reconnaissance d’objet habitue les 

animaux à un objet, puis plus tard, les expose à l’objet déjà connu et un nouvel objet. La 

proportion du temps passé à observer le nouvel objet par rapport au connu serait indicative de 

leur rappel.  Le labyrinthe à bras radiaux peut permettre plusieurs tests, dont le rappel de certains 

bras récompensés et d’autres punis. La proportion d’erreurs est indicative du rappel de la tâche. 

Le labyrinthe d’eau de Morris est un test où la souris doit se rappeler du positionnement d’une 

plateforme dans une piscine remplie d’eau opaque. La latence à retrouver la plateforme indique 

le rappel de la tâche. Lors de tous ces tests, des données électrophysiologiques pourraient être 

recueillies pour corréler les changements de rythme thêta et les altérations de comportement.  
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6. Conclusion 

En conclusion, les travaux de cette maitrise auront permis d’approfondir la compréhension de la 

modulation des rythmes de l’HP par les neurones sérotoninergiques du raphé. Les résultats 

démontrent que l’activation des neurones 5-HT du RM diminue la fréquence des rythmes de l’HP 

pendant le sommeil lent, le sommeil paradoxal, et l’immobilité dans un environnement nouveau. 

L’activation des neurones 5-HT du RM pendant le sommeil lent augmente la puissance du pic dans 

l’HPd, et diminue la puissance de la bande pendant le sommeil dans l’HPv. L’activation des 

neurones 5-HT du RM pendant le sommeil REM cause aussi une augmentation de puissance de la 

bande des rythmes de l’HPv, et une augmentation de puissance de la bande des rythmes delta de 

l’HPd. L’activation des neurones 5-HT projetant à l’HP semble avoir des effets similaires à 

l’activation de tous les neurones 5-HT du RM. De futures expériences permettront de dissocier 

ces effets et d’établir les mécanismes permettant ces modulations. De plus, elles permettront 

aussi d’évaluer les effets comportementaux, plus particulièrement sur la mémoire et sur l’anxiété, 

des changements des rythmes de l’HP. 
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