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Résumé

Le claustrum est une structure télencéphalique sous-corticale présente chez tous les
mammiféres. Il est réciproquement interconnecté avec tout le cortex cérébral. Le claustrum
serait impliqué dans la synchronisation d’oscillations corticales et le maintien de I’attention. Les
projections corticales sensorielles au claustrum de la souris forment des bandes longitudinales
dédiées a chaque modalité sensorielle, qui peuvent également se chevaucher. Actuellement, il
n'y a aucune étude de la morphologie des axones des projections corticales au claustrum. Les
parametres quantitatifs morphométriques des axones uniques permettent de comprendre
comment I’information est distribuée a I’intérieur d’une structure. Pour visualiser les axones de
la projection visuelle au claustrum, des injections iontophorétiques du traceur neuronal
antérograde, la leucoagglutinine Phaseolus vulgaris (PHA-L) ont €té réalisées dans le cortex
visuel de souris adultes C57BL/6J. La révélation immunohistochimique du PHA-L a été réalisée
pour reconstruire les axones individuels des projections des cortex visuels au claustrum en
utilisant Neurolucida 360 (MBF Biosciences). Ces projections ont €té montrées dans la région
centrale le long de I’axe dorso-ventral du claustrum ipsi- et controlatéral. Il y a trois types de
morphologie des axones : certains parcourent toute la longueur du claustrum sans ramification,
d’autres sont longs et branchés, et d’autres sont courts. Les arborisations locales pourraient
suggérer des modules plus petits au sein de I'organisation longitudinale du claustrum. Certaines
collatérales de I'axone sortent du domaine visuel central pour se ramifier dans des domaines des
autres modalités sensorielles. La projection du cortex visuel au claustrum est ainsi constituée
d’axones dont la morphologie est peu diversifiée. Des axones individuels acheminent
I’information sur toute 1’étendue rostro-caudale du claustrum. La bifurcation des axones suggere
que P’information visuelle peut étre acheminée vers des territoires de d’autres modalités
sensorielles dans le claustrum. La distribution des varicosités suggere que les contacts

synaptiques s’€tablissent aléatoirement tout au long du trajet des axones.

Mots-clés : Claustrum, axones, connexions, multisensoriel, cortex visuel



Abstract

The claustrum is a subcortical telencephalic structure present in all mammals. [t is widely
and reciprocally interconnected with the entire cerebral cortex. It has been suggested to be
involved in the synchronization of cortical oscillations and in attention. The claustrum in mice
exhibits a clear dorsoventral organization of longitudinal bands dedicated to different sensory
cortical projections, that can also overlap. Presently, there are no studies of the cortical
projections to the claustrum at the single axon level. Single axon quantitative morphometric
parameters help understanding how information is distributed within a structure and how it
interacts with the entire brain. To reveal axons of the visual cortex projection to the claustrum,
iontophoretic injections of the anterograde neuronal tracer Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
(PHA-L) were performed in the visual cortex of adult C57BL/6J mice. Individual axons of the
projections from the visual cortices to the claustrum were reconstructed using Neurolucida 360
(MBF Biosciences). These projections were shown in central region of the dorsoventral axis in
the ipsi- and contralateral claustra. There were three morphological types of axon: some traveled
all the length of the claustrum without significant branching, some were long and branched, and
others were short. Local arborizations might suggest smaller modules within the longitudinal
organization of the claustrum. Some collaterals of the main axon exit the central visual domain
to branch into other sensory modalities. The visual projection to the claustrum is formed by
poorly diversified axon regarding to their morphology. Individual axons route the information
through all the rostro-caudal length of the claustrum. Axonal bifurcations suggest that visual
information can be directed to other territories associated to other sensory modalities. The

varicosity distribution suggest that synapses are established randomly.

Keywords : Claustrum, axons, connections, visual cortex, multisensory
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Introduction

Le claustrum est une mince couche de matiére grise située entre le cortex insulaire et le
putamen, présent bilatéralement dans le cerveau de tous les mammiferes (Edelstein & Denaro,
2004). La morphologie du claustrum varie entre les espeéces, mais il est reconnu comme un
groupe de neurones dense, localisé dans une région moins myélinisée que les structures voisines
(Wang et al., 2017). Puisqu’il est tres petit et situé profondément entre la capsule externe et
extréme de la matiere blanche, il est trés difficile 8 manipuler, et enregistrer son activité est aussi
ardu (Haines, 2004). De plus, il est tres difficile d’effectuer des I€sions expérimentales ainsi que
des injections de traceurs neuronaux ou autres composés dans le claustrum sans interférer ou
déborder dans des structures adjacentes (Crick & Koch, 2005; Torgerson & Van Horn, 2014).
Les marqueurs spécifiques au claustrum sont également peu nombreux (Mathur, 2014). Ainsi,
ses fonctions demeurent encore largement méconnues. Malgré ces nombreuses difficultés, il a
été suggéré qu’il jouerait un réle dans I’amplification d’oscillations corticales (Smythies et al.,

2012), dans I’attention (Goll et al., 2015) et la conscience (Crick & Koch, 2005).

Ces fonctions sont en lien avec la forte connectivité du claustrum; c’est la structure la
plus interconnectée par unité de volume du cerveau (Torgerson et al., 2015). Des €tudes récentes
ont montré que le claustrum maintien des connexions réciproques et directes avec presque toutes
les régions corticales (Milardi et al., 2013; Torgerson et al., 2015; Atlan et al., 2017; Wang et
al., 2017; Zingg et al., 2018). 11 est aussi connecté avec plusieurs régions sous-corticales, dont
le putamen, le globus pallidus et I’amygdale latérale (Pearson ef al., 1982; Park et al., 2012;
Milardi et al., 2013; Torgerson et al., 2015; Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017; Zingg et al.,
2018). Méme si les projections corticales au claustrum sont généralement bilatérales, les

connexions ipsilatérales sont habituellement plus fortes (Wang et al., 2017).

Les projections des cortex sensoriels au claustrum suggerent qu’il est divisé en
différentes couches longitudinales dans ’axe dorso-ventral, qui seraient toutes spécifiquement
associées a une modalité sensorielle. Plus précisément, les cortex auditif et visuel projettent vers
le milieu du claustrum, alors que les projections olfactives et somatosensorielles/motrices se

termineraient dans le claustrum ventral et dorsal respectivement. Les projections des cortex



préfrontaux semblent distribuées sur toute 1’étendue dorso-ventrale du claustrum (Atlan et al.,
2017). Cependant, cette organisation des différentes connexions sensorielles n’a pas été étudiée
a I’échelle d’axones uniques. Un des objectifs de I’étude est donc de mettre en lumi€re comment

ce patron de projection émerge a partir de la structure d’axones individuels.

En effet, la connaissance détaillée des circuits neuronaux est essentielle a la
compréhension des fonctions du claustrum (Crick & Koch, 2005). Depuis quelques années,
plusieurs projets ont vu le jour afin de produire un connectome a |’échelle mésopique du cerveau
de la souris tels le Mouse Brain Architecture Project (Bohland er al., 2009), le Mouse
Connectome Project et le Allen Mouse Brain Connectivity Atlas (https://mouse.brain-
map.org/;(Oh et al., 2014)). Ces travaux produisent des matrices de connectivité¢ du cerveau,
cependant les projections d’un ensemble de neurones révélées par des injections de traceurs
neuronaux ne montrent pas les projections et la structure d’axones individuels. Plusieurs €tudes
montrent en effet qu’il y a une diversité de structures axonales des neurones qui proviennent
d’une méme région (Aransay et al., 2015; Economo et al., 2016; Guo et al., 2017; Kuramoto et
al., 2017; Han et al., 2018; Li et al., 2018; Lin et al., 2018). De plus, la structure des axones
semble refléter I’organisation intrinseéque des structures innervées (Bevan et al., 1997; Parent,

2016b).

Malgré le fait que depuis peu la connectivité du claustrum a I’échelle mésopique est
assez bien connue, il est important de pousser les recherches microscopiques qui sont
présentement peu développées; il faut augmenter les recherches fondamentales sur les études
d’axones uniques. Ces €tudes permettent de comprendre la relation entre les collatérales de

neurones dans un circuit et comment elles se comportent (https://www.janelia.org/project-

team/mouselight). La visualisation d’axones uniques permet de mieux comprendre
I’organisation fine des connexions par des parametres morphométriques quantitatifs, comme le
nombre, la grosseur et la forme des arborisations individuelles et de leurs varicosités. Cela
permet aussi d’en apprendre plus sur certaines informations spatiales comme |’espacement entre
les arborisations, la distribution laminaire, le branchement collatéral et la divergence spatiale.
Ces donn€es sont nécessaires pour comprendre la maniere dont les structures interagissent

ensemble, a partir des caractéristiques microstructurales. Cela permet aussi d’inférer a plus



grande échelle pour émettre un comparatif entre les structures et les différentes especes
(Rockland, 2002; 2020). La distribution des varicosités sur les axones uniques doit aussi étre
étudiée, permettant de connaitre la connectivité synaptique probable de ces axones. A cette fin,
I’étude d’axones uniques est requise; nous voulons les visualiser dans leur entiéreté
(arborisation, collatérales, terminaisons, varicosit€s) pour comprendre comment |’information

est distribuée dans le claustrum.

Pour réaliser ces reconstructions, la leucoagglutinine de Phaseolus vulgaris, un
marqueur antérograde spécifique, a été injectée dans le cortex visuel de la souris pour marquer
les projections axonales corticales au claustrum. Des reconstructions en trois dimensions ont €té
effectuées avec Neurolucida 360 (MBF Biosciences), pour montrer comment les axones
cheminent dans le claustrum et pour raffiner les connaissances sur la segmentation de cette
structure. Les varicosités ont également été cartographiées pour évaluer la distribution probable
des synapses de la projection visuelle corticale au claustrum. Cela apportera des connaissances

sur la structure du claustrum, ce qui contribuera également & mieux comprendre ses fonctions.



Chapitre 1 : Revue de littérature — Le claustrum



1.1 Historique

1.1.1 La découverte

Le claustrum a €té découvert par le médecin frangais Félix Vicq d’Azyr en 1786. 1l a été
reconnu comme des « petits points entre le cortex insulaire et la matiére blanche ». A cette
époque, la désignation de cette structure par le mot claustrum n’était pas en usage; il €tait
seulement question « d’une trace de substance corticale entre le striatum et I’insula » (Johnson
& Fenske, 2014). Il aurait en premier lieu nommé cette structure «nucleus taeniaeformis» en
raison de sa forme, terme qui a €t€ repris dans les années 1830 par Friedrich Arnold dans un
livre de référence sur les structures anatomiques (Arnold, 1838). C’est en 1819 que 1’allemand
Karl Burdach a publi€ un livre décrivant une structure «Vormauern» en synonyme de
«Claustrum», ou «Avant-mur» en frangais (Burdach, 2012). Le mot «claustrumy rétére depuis
ce temps au claustrum dorsal, aussi appelé claustrum insulaire (Brodmann, 2006) et au

claustrum ventral, aussi appelé le noyau endopiriforme (Loo, 1931).

Son nom lui a ét€ attribué considérant qu’il est situé tres profondément dans le cerveau
et pris entre de grosses structures. Le mot claustrum est le mot latin pour «cloitre» qui désigne
un espace clos dans un monastere de Talin, représentant un pilier d’énergie : « Le cceur du
monastére dominicain se composait jadis de trois ailes, dont I’ensemble formait la cléture
(Claustrum), et dont seule subsiste aujourd’hui I’aile Est. Les visiteurs ne manqueront pas le
mystérieux « Pilier de I’Energie », dans le cellier, que certains considérent comme une source
de santé physique et spirituelle (Tallin, 2019) ». L appellation « Pilier d’énergie » a sans doute
un lien avec ses fonctions, alors que la traduction de claustrum signifie «caché», «cloture»,
«renfermé»; on peut penser au préfixe claustro, chez les claustrophobes, qui ont peur des

endroits clos et renfermés (Larousse, 2019).

La découverte des colorations de Golgi, Nissl, Weigert et Marchi, a grandement aidé a
délimiter les frontieres du claustrum, a comprendre sa dérivation cellulaire et a permis les
premieres découvertes de connectivité du claustrum. La coloration de Golgi permet d’observer
les neurones avec leurs dendrites et leur axone (Golgi, 1873). Cette coloration a montré que le
claustrum ne faisait pas partie du cortex, puisque les cellules étaient trés différentes (Ramon y

Cajal, 1900). Cependant, la coloration de Nissl, qui marque les corps cellulaires neuronaux
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(Nissl, 1894) a mené Brodmann a affirmer que le claustrum était en réalité la couche 6¢ du
cortex insulaire (Brodmann, 2006). Cette affirmation a donc engendré un débat entre Cajal et
Brodmann, & savoir si le claustrum était de dérivation corticale ou subcorticale. Cette question
sera abordée dans les sections suivantes sur I’anatomie du claustrum. La coloration de Weigert,
quant a elle, qui marque la myéline, a permis de bien délimiter le claustrum des capsules extréme

et externe de la mati¢re blanche (Weigert, 1885).

L’avénement de ces colorations a permis de proposer différentes subdivisions du
claustrum. Initialement, il a été séparé en claustrum dorsal, supérieur a la fissure rhinale, juste
en profondeur du cortex insulaire et en claustrum ventral, juste sous la fissure, adjacent au cortex
olfactif (Johnson & Fenske, 2014). Le terme claustrum ventral a été remplacé par le noyau
endopiriforme (Loo, 1931). Il a longtemps été considéré comme une partie du claustrum, mais
des études plus récentes de sa connectivité ont permis de différencier les deux régions (Behan
& Haberly, 1999). Le noyau endopiriforme est maintenant connu comme une structure distincte
a celle du claustrum, ce qui sera décrit dans la section 1.2.2 sur les délimitations du claustrum

des structures adjacentes.

1.1.2 Le claustrum d’aujourd’hui

Le claustrum demeure trés difficile a étudier malgré les technologies maintenant
disponibles; en effet, il est situé trés profondément, donc difficile a atteindre pour des injections
ou pour enregistrer son activité (Haines, 2004). De plus, pour étudier les fonctions d’une
structure, I’inactivation de celle-ci permet de faire le lien avec la réponse physiologique perdue.
Les problémes cliniques pouvant engendrer I’inactivation du claustrum sont tres rares. En effet,
le claustrum étant bilatéral, effectuer des Iésions dans les deux claustra sans I’engagement des
structures adjacentes est pratiquement impossible. Le claustrum est aussi localisé dans une
région vascularisée a la fois par I’artére cérébrale moyenne supérieure et inférieure. La perte de

la vascularisation du claustrum est donc pratiquement impossible (Crick & Koch, 2005).

La structure, la connectivité et les fonctions du claustrum sont longtemps demeurées peu
connues pour plusieurs raisons. En plus de la raret¢ des Iésions répertoriées, les marqueurs
spécifiques au claustrum, qui pourraient permettre de [’inactiver chimiquement ou

pharmacologiquement, sont également peu nombreux (Mathur, 2014). Les injections de traceurs



au claustrum doivent également €tre trés précises en raison de sa petite taille (Crick & Koch,
2005), ce qui est tres difficile a obtenir sans la diffusion du traceur hors des limites de cette

structure (Torgerson & Van Horn, 2014).

Les avancées technologiques en neurosciences ont permis de mettre a jour la
connectivité du claustrum et I’élaboration de plusieurs hypotheses fonctionnelles. Par exemple,
Parrivée de la technique silver degeneration stains (Nauta & Gygax, 1954; Fink & Heimer,
1967); les colorants, les ligands et les traceurs neuronaux (Schwab et al., 1978); le PHA-L
(Wouterlood et al, 1987); les molécules fluorescentes (Kuypers et al, 1977); les
microélectrodes (Graybiel & Devor, 1974); et la microscopie €lectronique (Gray, 1959), sont
toutes des techniques qui ont permis de mieux étudier le cerveau et par le fait méme, le
claustrum. En effet, la plupart des études sur la connectivité du claustrum ainsi que sa
physiologie sont apparues dans les dix dernieres années, apres qu’il y a eu un pic d’intérét dans
les années 80 (fig. 1). Ces études récentes ont permis d’élaborer plusieurs hypotheses
fonctionnelles sur le claustrum, ouvrant ainsi plusieurs nouvelles pistes pour la recherche sur le
claustrum. Ces études seront présentées dans les prochaines sections sur |’anatomie, la

connectivité et les fonctions du claustrum.

Résultats par année
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Figure 1. Nombre d’études publiées et répertoriées dans PubMed sur le

claustrum par année. On voit la différence d’engouement dans la recherche sur
le claustrum dans les différentes époques. Le graphique de pubmed montre tres
bien le pic dans les dernieres années. Il y avait également un pic dans les années
80, suite aux publications de LeVay et Sherk sur le claustrum du chat
(graphique tiré de pubmed).



1.2 Anatomie

1.2.1 Situation et morphologie

Le claustrum est une trés petite structure télencéphalique sous corticale présente chez
tous les mammiferes. Il est situé tres profondément dans le cerveau, entre le putamen et le cortex
insulaire. Plus précisément, chez les primates, dont I’humain, (fig. 2) il est enchéssé entre la
capsule externe médialement et la capsule extréme latéralement. Chez les rongeurs (fig. 3), la
capsule extréme n’est pas existante, mais le claustrum se situe tout de méme entre la capsule
externe et le cortex insulaire (Edelstein & Denaro, 2004). Le claustrum rostral est positionné

profondément sous les cortex orbitaux ventral et latéral chez le rat (Paxinos & Watson, 2005).

- 1. Capsule externe
2. Putamen

| 3. Capsule extréme

L 4. Claustrum

5. Cortex insulaire

Figure 2. Coupe coronale d’un cerveau humain colorée a I’aide de la technique
Woelke qui marque la myéline, avec insert sur le claustrum et les structures
aux alentours. Modifiée de The Human Brain Atlas du Michigan State
University (http://brains.anatomy.msu.edwbrains/human/index.html).



Figure 3, Coupe coronale d’un cerveau de souris avec coloration au NeuN (bleu)
(A) Echelle = Imm. On remarque le zoom de A sur le claustrum (B), délimité
par les pointillés blancs, ou les axones des projections visuelles sont marqués

par PHA-L (vert). Echelle = 200um.

Le claustrum s’étend sur toute la longueur rostro-caudale du striatum chez toutes les
especes étudiées a ce jour (Krettek & Price, 1977; Mathur, 2014; Patzke et al., 2014; Wang et
al., 2017; Dillingham et al., 2019). Rostralement, il débute & la corne antérieure du striatum et
s’arréte caudalement a la transition entre les cortex insulaire et rhinal (Dillingham et al., 2019).
Le claustrum est une mince lame de mati€re grise sous corticale avec une morphologie tres
irréguliére, €troite et courbée antérieurement (Sherk & LeVay, 1981; Mathur, 2014; Atlan et al.,
2017; Wang et al., 2017; Zingg et al., 2018; Dillingham et al., 2019). Chez les organismes dont
le cortex est gyrencéphalique, le claustrum est trés irrégulier, voir méme d’allure «fripé», a cause
des différentes circonvolutions du cerveau (fig. 4). Le claustrum du chat apparait quant a lui
comme un noyau dense en forme de virgule (LeVay & Sherk, 1981). Chez les rongeurs, le
claustrum est plutdt en forme de «banane» aplatie (voir figure 5 dans: Wang et al., 2017). Dans
cette figure, on observe le grossissement et la courbure du claustrum rostral. Malgré qu’il
parcoure une grande distance dans le cerveau, il est clair que le claustrum est une tres petite
structure; le ratio volumétrique du claustrum de la souris est 1/200 alors qu’il est de 1/42 pour

le chat (LeVay, 1986), ce qui démontre la petitesse de la structure.
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Figure 4. Schéma de la mince lame de maticre grise de I’humain. On voit
I”étendue rostro-caudale du claustrum, mais aussi une projection coronale dans
le haut qui montre 1’allure irréguliere du claustrum (Crick & Koch, 2005).

Figure 5. Reconstruction tridimensionnelle schématique du claustrum de la
souris, dans tous les axes (Wang et al., 2017).

1.2.2 Délimitations du claustrum et des structures adjacentes

Le claustrum est considéré comme une structure télencéphalique sous-corticale, dérivée
de la couche 6 du cortex insulaire (Watson & Puelles, 2017; Bruguier et al., 2020). Le

développement de la structure est en réalité une dérivation du pallium latéral, tout comme
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’amygdale, et elle n’est donc pas considérée comme une structure corticale, puisque le

néocortex dérive quant a lui, du pallium dorsal (Puelles et al., 2000).

Le claustrum est maintenant distingué des structures voisines, puisqu’il forme un groupe
trées dense de neurones, qui se situe dans une région moins myélinis€e que les structures
adjacentes (Wang et al., 2017). 1l est possible de tracer ses frontiéres grace a ces criteres. De
plus, le claustrum est plus riche en sous-unité gamma 2 de la protéine G (Gng2), en parvalbumin
(PV), en cytochrome oxydase (CO) (Dillingham et al., 2019), en Netrin G2 (Ntng2), en Guanine
nucleotide-binding protein subunit beta-4 (Gnb4) et en latexin (Wang et al., 2017) que les
structures adjacentes. Plus particulierement, la Gng2 est riche dans les cellules PV+ du
claustrum. Gng2/PV défini les bordures du claustrum du rat tres facilement (fig. 6) (Mathur et

al., 2009).

A

Figure 6. Immunohistochimie marquant la Gng2. Les pointillés blancs
délimitent les bordures du claustrum (A). Neuropile dense en PV+ qui marque
également le claustrum (B) (Mathur et al., 2009).

Le claustrum est situé juste au-dessus du noyau endopiriforme, qui autrefois était
considéré comme le claustrum ventral (Loo, 1931; Narkiewicz, 1964). Malgré la difficulté de
délimitations claires entre le claustrum et le noyau endopiriforme a cause de leur proximité et
leurs ressemblances cellulaires, des études montrent que ces structures sont distinctes et n’ont
pas une dérivation embryologique commune (Bayer & Altman, 1991). Premiérement, le noyau

endopiriforme contient plus de fibres myélinisées que le claustrum (Wang et al., 2017).
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Deuxiemement, le marquage a la PV est beaucoup plus intense dans le claustrum que dans le
noyau endopiriforme (Wang et al., 2017, Dillingham et al., 2019). Troisiemement, comme pour
les autres structures voisines du claustrum, le noyau endopiriforme a une expression de Ntng?2,
Gnb4, Gng2 et latexin plus faible que dans le claustrum (Wang et al., 2017), ce qui permet

encore une fois de bien discriminer le claustrum du noyau endopiriforme et de I’insula.

Malgré que le claustrum dérive de la couche 6 de I’insula, I’expression de Ia protéine
crystallin mu (Crym) est faible dans le claustrum (Dillingham et al., 2019) comparativement au
cortex insulaire ol elle est trés dense, ce qui permet de bien distinguer ces régions. Egalement,
la densité de Gng2 dans les couches profondes du cortex insulaire est faible, alors qu’elle est
tres riche dans le claustrum (Dillingham et al., 2019), ce qui permet encore une fois de bien

distinguer ces deux régions. Le claustrum est donc entouré de cortex, mais n’en fait pas partie.

Le claustrum a été divisé morphologiquement en deux parties, ventrale et dorsale. Le
claustrum dorsal est adjacent au cortex insulaire, juste au-dessus de la fissure rhinale. Le
claustrum ventral est situé juste en dessous de cette méme fissure, adjacent au cortex olfactif.
La distinction entre les deux se fait bien grace aux mémes genes mentionnés précédemment,
soit PV qui est présent en plus grande quantité dans le claustrum ventral, alors que Gng2 et

Crym sont présents dans les deux régions du claustrum (fig. 7) (Dillingham et al., 2019).

Ce qui est important a retenir de ces sections anatomiques, ¢’est que le claustrum est une
mince lame de mati¢re grise de morphologie irréguliere, qui chemine dans 1’axe rostro-caudal
tout au long du striatum. Egalement, le claustrum dérive de la couche 6 de I’insula, mais ne
ferait pas partie du cortex. 1l est aussi distinct du noyau endopiriforme, en plus d’étre lui-méme

séparé en deux régions différentes, ventrale et dorsale, par plusieurs génes d’intéréts.
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Figure 7. lllustration du claustrum du rat avec expression de Parvalbumin, dans
son compartiment rostral (A et B) et son compartiment caudal (C et D). On
observe bien la séparation entre le claustrum dorsal (dCLA), ventral (vCLA)

et le noyau endopiriforme (DEn) et la différence de grosseur entre A/B et C/D
(Dillingham et al., 2019).

1.2.3 Cytologie

Le claustrum serait caractéris¢ par la présence de deux types de neurones principaux,
soient les neurones de projection et les interneurones. Les neurones de projection ont beaucoup
d’épines dendritiques, alors que les interneurones sont généralement non €pineux (LeVay &
Sherk, 1981; Qadir et al., 2018). Les neurones de projections, considérés comme les cellules
principales du claustrum (ClaC) seraient en général glutamatergiques et excitatrices (Watakabe
et al.,2014). Les interneurones, quant a eux, seraient GABAergiques et inhibiteurs et pourraient

exprimer la parvalbumin (PV+) (Watakabe ef al., 2014).

Ces types de neurones se trouvent chez plusieurs especes €tudiées, dont la souris (Kim
etal.,2016), le chat (LeVay & Sherk, 1981), le singe (Brand, 1981) et I’humain (Braak & Braak,
1982). La morphologie des neurones entre les espéces est comparable. Cependant, il y aurait

une différence dans le dénombrement de types de neurones de projection et dans le nombre de
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types d’interneurones (Brand, 1981; LeVay & Sherk, 1981; Braak & Braak, 1982; LeVay, 1980,
Crick & Koch, 2005).

Il 'y a aussi dans le claustrum des interneurones qui expriment la somatostatine et le
neuropeptide Y (Guirado et al., 2003, Baizer et al., 2014; Jackson et al., 2020). Egalement, le
récepteur le plus exprimé dans le claustrum est le kappa opioid, un récepteur a la protéine G
(Mansour ef al., 1994a; Jackson et al., 2020). De plus, il y a une grande quantité de récepteurs
5-HT2 et il y a donc une innervation sérotoninergique importante (Baizer, 2001; Sitte et al.,

2017a; Jackson et al., 2020).

Ce qui est important a retenir, c’est que le claustrum contient deux types de cellules,
soient les interneurones inhibiteurs GABAergiques et les cellules ClaC glutamatergiques
excitatrices, qui permettent une connectivité longitudinale et des échanges importants avec le

cortex, ce qui sera décrit dans la section qui suit.

1.2.4 Connectivité

Le claustrum a une connectivité interne importante qui permet de transmettre des influx
sur toute sa longueur rostro-caudale par une connectivité dendro-dendritique de ses cellules
définies dans la section précédente. Le claustrum est également connu pour étre la structure la
plus interconnectée du cerveau par unité de volume (Torgerson ef al., 2015). Sa connectivité
avec tout le cortex cérébral en particulier est tres riche, bilatérale et réciproque (Crick & Koch,
2005; Torgerson et al., 2015; Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017; Zingg et al., 2018). Le
claustrum est également en é€troite relation avec plusieurs régions sous-corticales (Park et al.,

2012; Wang et al., 2017; Zingg et al., 2018).

1.2.4.1 Connectivité intra-claustrale

Les cellules principales du claustrum (ClaC) sont distribuées de manieére homogene sur
toute la longueur de la structure (LeVay, 1986; Reynhout & Baizer, 1999; Patzke et al., 2014).
Bien que plusieurs études initiales suggéraient que ces neurones établissent un réseau interne de
communication qui s’étend sur I’ensemble du claustrum (Brand, 1981; LeVay & Sherk, 1981,
Braak & Braak, 1982; Druga et al., 1993; Real et al., 2003; Hinova-Palova et al., 2007; Rahman

& Baizer, 2007; Kim et al., 2016), une étude récente suggere que les connexions directes entre
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les cellules principales existent, mais sont trés peu fréquentes (#1, fig.8) (Kim ef al., 2016). Les
interneurones qui expriment la parvalbumin contribuent aussi a la connectivité interne du
claustrum. Ces interneurones sont interconnectés entre eux par des synapses chimiques et
¢électriques (#2, fig. 8), assurant ainsi une connectivité interne longitudinale, en plus d’établir
des connexions réciproques avec les cellules ClaC du claustrum (#3, #5 fig. 8), ce qui engendre
leur inhibition. Cette inhibition des cellules ClaC entraine une dépression de Pactivité de la

projection claustro-corticales par les ClaC (#4, fig. 8) (Kim et al., 2016).

Finalement, les projections corticales vers le claustrum activent principalement les
interneurones PV+ inhibiteurs (#6, fig. 8) qui eux, sont connectés aux cellules excitatrices
principales du claustrum (ClaC) (#3, fig. 8) (Kim et al., 2016). L’activation du claustrum
engendre [’activation des interneurones PV+, ce qui cause I'inhibition des cellules ClaC
excitatrices, ce qui engendre une diminution de [P’activité glutamatergique excitatrice des
cellules ClaC vers les cellules pyramidales corticales par des connexions feedback du claustrum

au cortex (#4, fig. 8) (Jackson ef al., 2020).

En bref, cette connectivité longitudinale grace aux connexions dendro-dendritiques des
cellules PV+ en plus de I’interaction avec les ClaC au sein du claustrum permettraient une
connectivité intrinseque longitudinale (Behan & Haberly, 1999; Smith & Alloway, 2010;
Watson et al., 2017) qui pourrait faciliter la synchronisation de I’activité au sein du claustrum,
lui permettant ensuite d’amplifier les oscillations corticales, grace a la projection des cellules
ClaC au cortex. Cette hypothese fonctionnelle importante, qui se base sur la connectivité interne
du claustrum ainsi que sa boucle de projection avec le cortex sera décrite dans la prochaine

section |.3 (Jackson et al., 2020).
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Figure 8. Connectivité intra-claustrale par les deux types principaux de neurones
du claustrum, soient les neurones qui expriment la parvalbumin (PV+, en
rouge) et les neurones principaux (ClaC, en vert) (Kim et al., 2016).

1.2.4.2 Connectivité cortico-claustrale

La description des connexions cortico-claustrales ci-dessous concerne les rongeurs,
notre espece d’intérét dans le présent projet, mais la connectivité du claustrum est assez
conservatrice chez les mammiferes (Crick & Koch, 2005; Buchanan & Johnson, 2011) . Comme
mentionné précédemment, la plupart des aires corticales sont réciproquement connectées avec
le claustrum. Le cortex projette bilatéralement aux claustra, mais plus fortement vers le
claustrum ipsilatéral que vers le claustrum controlatéral (Norita, 1977; Cortimiglia et al., 1991;
Wang et al., 2017). De plus, les projections corticales au claustrum semblent topographiques.
En effet, les cortex plus caudaux projettent au claustrum caudal, alors que les cortex plus

frontaux projetteraient au claustrum rostral (Edelstein & Denaro, 2004).

Les projections corticales au claustrum (fig. 10 et 11) les plus fortes proviennent
principalement des aires frontales, dont les cortex orbitofrontal, prélimbique, infralimbique,
cingulaire et le cortex moteur secondaire (MOs), alors que les projections des cortex sensoriels
sont plus faibles (Smith & Alloway, 2010; Wang et al., 2017; White et al., 2017; Zingg et al.,
2018; Jackson et al., 2020). Les projections des cortex prélimbiques et infralimbiques sont

situées dans toute I’étendue rostro-caudale des deux claustra, mais sont plus denses
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ipsilatéralement. Le cortex moteur primaire (MOp) ne projette pas au claustrum (ce qu’on voit
dans les figures 10 et 11 de Wang et al est di au débordement du site d’injection). Cependant,
le MOs montre une projection plus forte vers le claustrum controlatéral qu’ipsilatéral, ce qui est
contradictoire avec la plupart des projections du cortex vers le claustrum qui sont plus denses
ipsilatéralement (Wang et al., 2017). Les cortex cingulaires, quant a eux, projettent tres
fortement sur tout ’axe dorso-ventral des claustra bilatéraux. Les cortex rétrospléniaux
projettent dans le tiers antérieur du claustrum ipsilatéral, et sa projection controlatérale est tres

dispersée (Wang et al., 2017).

Les cortex visuels VISpm, VISam, VISrl, VISal, VISpl, VISpor et VISli projettent
bilatéralement, mais plus densément ipsilatéralement. Le marquage est plus dense dans la
portion postérodorsale du claustrum ipsilatéral en provenance de VISp, VISpm, VISal, dans la
portion dorsale en provenance de VISam et VISrl, et dans toute I’étendue rostro-caudale en
provenance de VISpl, VISIi et VISpor. Le cortex visuel primaire projette au claustrum ipsilatéral

exclusivement, alors que la projection du cortex visuel secondaire est plus dense et bilatérale

(Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017).

Chez la souris, les projections sensorielles du cortex au claustrum seraient assez faibles
et distribuées en compartiments longitudinaux distincts pour chaque modalité sensorielle (fig.
9). La partie dorsale serait somatosensorielle et motrice, la partie intermédiaire, visuelle et
auditive, et la partie ventrale, olfactive. Les projections des cortex préfrontaux chevaucheraient
tous ces compartiments longitudinaux. D’ailleurs, ces différents compartiments pourraient se

chevaucher entre eux (Atlan ef al., 2017).
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Figure 9. Représentation schématique de la distribution des différentes
projections corticales sensorielles dans I’axe dorso-ventral du claustrum (Atlan
etal., 2017)

Les projections corticales au claustrum du chat et des rongeurs proviennent
principalement des cellules de la couche 2/3 et 5 (frontal, temporal, pariétal), et aussi de
neurones pyramidaux de la couche 6 de certains cortex (cortex sensoriels primaires) (Olson &
Graybiel, 1980; Sherk & LeVay, 1981; Katz, 1987; Grieve & Sillito, 1995; Smith & Alloway,
2010; 2014; Brown et al., 2017). En effet, les projections visuelles au claustrum proviendraient
de neurones pyramidaux de la couche 6 (Carey et al., 1980; Sherk & LeVay, 1981). Quelques
projections proviendraient des couches 3 et 4, ou trés peu de la couche 5 (LeVay & Sherk, 1981).
Cela confirme le travail qui a été fait également chez le toupaye (Carey et al., 1980; Day-Brown
etal.,2017). Cependant, tres peu de ces cellules de la couche 6 du cortex des chats (4-10%) sont

dédices a projeter vers le claustrum (Katz, 1987; Grieve & Sillito, 1995).

Malgré le fait que la connectivité semble assez conservatrice d’une espéce a I’autre, il
est évident qu’elle peut différer sous certains angles, surtout pour les projections sensorielles,
étant donné que I’importance et la signification biologique de chaque modalité sensorielle
varient chez les différents mammiféres. Comme 1l s’agit d’une étude des projections du cortex
visuel vers le claustrum de la souris dans le présent projet, il est important de donner une breve
description de ces projections connues chez d’autres especes. Les projections visuelles au
claustrum du rat (Smith & Alloway, 2010; White et al., 2017), du furet (Patzke ef al., 2014), du
toupaye (Carey et al., 1980), du chat (LeVay & Sherk, 1981), du cochon d’inde, du lapin
(Jakubowska-Sadowska ef al., 1998) et du primate (Remedios et al., 2010) ont été étudiées. Il

faut noter que ces projections peuvent différer entre ces especes (Jackson et al, 2020).
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Premiérement, les projections visuelles au claustrum du chat semblent fortes (LeVay & Sherk,
1981), alors que chez les rongeurs et les primates, ces projections sont faibles (Smith & Alloway,
2014). Deuxiémement, des différences d’organisation dorso-ventrale et rostro-caudale des
projections visuelles sont retrouvées entre la souris, le chat et le singe. En effet, les projections
visuelles au claustrum de la souris seraient situées dans le milieu du claustrum (Atlan et al.,
2017), alors qu’elles sont retrouvées dans la partie dorso-caudale du chat (Sanides & Buchholtz,
1979; LeVay & Sherk, 1981) et dans la portion ventrale du claustrum du singe (Remedios et al.,
2010). Ces données suggérent que |’organisation des projections cortico-claustrales dans le
claustrum est spécifique a chaque espece, ce qui pourrait étre relié aux différences dans

I’importance de la vision entre les rongeurs et les primates par exemple (Jackson ef al., 2020).
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Figure 10. Représentation schématique des projections de 42 aires corticales vers
le claustrum de la souris. En mauve, on observe la densité de projection du
cortex indiqué vers le claustrum ipsilatéral (droit) et controlatéral (gauche)
(Wang et al., 2017).
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Finalement, il est important de se rappeler que les projections les plus fortes au claustrum
de la souris sont les projections frontales et que les projections sensorielles, comme les visuelles,
sont plus faibles. Les projections sont en générales bilatérales, mais le cortex visuel primaire
projette ipsilatéralement seulement. Egalement, les projections sensorielles au claustrum de la
souris sont séparées longitudinalement dans un axe dorso-ventral. De plus, il y a des différences

significatives des projections entre les especes.

1.2.4.3 Connectivité claustro-corticale

La connectivité entre le claustrum et le cortex a été¢ examinée chez les humains, les
singes, les chats, les rats et les souris (Druga, 2014). Les neurones du claustrum projettent a
presque toutes les aires corticales (Narkiewicz, 1964; Norita, 1977; Pearson et al., 1982;
Minciacchi et al., 1985; Sloniewski et al., 1986; Morys et al., 1993; Reser et al., 2014; Kitanishi
& Matsuo, 2017). Des études tractographiques chez les humains ont d’ailleurs démontré des
projections claustrales aux régions corticales suivantes: frontal supérieur, précentral,

postcentral, orbitofrontal, préfrontal, temporal et occipital (Fernandez-Miranda et al., 2008).

C’est également le cas chez la souris; la connectivité entre le cortex et le claustrum étant
réciproque, le claustrum reprojette a pratiquement toutes les aires corticales également, incluant
des projections fortes aux cortex frontaux, insulaires, cingulaires, ainsi que des projections plus
faibles aux cortex sensoriels (Wang et al., 2017). La connectivité claustro-corticale de la souris
est organisée topographiquement le long des axes médio-latéral et dorso-ventral du claustrum.
Les projections semblent venir de neurones sur toute la longueur du claustrum (Zingg et al.,
2018). Les projections vers le cortex sont majoritairement ipsilatérales (Zingg et al., 2018), bien
que certains cortex regoivent des projections controlatérales, beaucoup plus dispersées

qu’ipsilatéralement. Le claustrum ne projette pas au claustrum controlatéral (Wang et al., 2017).

La figure 11 ci-dessous représente la grande connectivité cortico-claustrale et claustro-
corticales de la souris en résumé. Les projections ipsilatérales (A) et les projections
controlatérales (B) du claustrum et du cortex cérébral chez la souris sont schématisées. Cette
figure montre également la grande diversité de connectivité du claustrum avec la majorité des

aires corticales.
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Figure 11. Représentation schématique des projections ipsilatérales (A) et
controlatérales (B) du claustrum et du cortex cérébral chez la souris. Les lignes
en rouge sont les projections cortico-claustrales alors que les lignes bleues
représentent les projections claustro-corticales. [’€paisseur des lignes
représente I’intensit€é des projections; on remarque donc que les projections
ipsilatérales sont plus fortes que les projections controlatérales, et la grande
réciprocité de projections entre les aires corticales et le claustrum (autant ou
presque de lignes rouges que bleues). Les points jaunes marquent les cortex ou
il n’y a pas d’injection ou qu’elle n’est pas significative (Wang et al., 2017).
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1.2.4.4 Connectivité avec les structures subcorticales

Les inputs subcorticaux au claustrum sont difficiles a étudier, étant donné qu’il s’agit de
structures profondes et donc ces injections de traceurs sont encore plus rares (Qadir & Mathur,
2019). On sait maintenant cependant que le claustrum entretient des projections réciproques
avec le putamen (Borra et al., 2020), le globus pallidus et I’amygdale latérale (Park et al., 2012).
Il regoit également des projections de plusieurs centres thalamiques et hypothalamiques, qui
sont aussi réciproques (Zingg et al., 2018). Ces projections semblent unilatérales (Mathur et al.,
2009), sauf pour I’amygdale, qui est bilatérale, suggérant un role du claustrum dans le systeme
limbique, une fonction qui sera abordée dans la section 1.3 suivante (Majak et al., 2002; Atlan

etal.,2018; Zingg et al., 2018; Smith et al., 2019; Jackson et al., 2020).

Une étude récente de Wang et al (2018) indique de nombreuses connexions de structures
subcorticales vers le claustrum. En effet, le striatum, le pallidum, le thalamus, I’hypothalamus,
le mésencéphale, le pont, et le cervelet projettent avec différentes forces vers le claustrum. Les
projections les plus fortes proviennent de 1’amygdale latérale, le noyau piriforme dorsal, le
noyau reuniens, le noyau paraventriculaire, le noyau olfactif antérieur et les noyaux médio-
dorsal et antéro-médial. D’autres projections sont plus modérées, provenant du noyau du tractus
olfactif latéral, de I’aire piriforme-amygdalaire, de I’amygdale postérieure, du noyau central
médial et du noyau parataenial. Le noyau tegmental ventral, le noyau raphe dorsal et les
projections du cervelet sont plutdt faibles. Les projections sont majoritairement (60%)
ipsilatérale alors que d’autres sont bilatérales (40%), avec les projections ipsilatérales plus fortes

que les controlatérales (Wang, 2018).
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1.3 Fonctions

Le claustrum a longtemps ét€ incompris, surtout au niveau fonctionnel. Cependant, a la
suite de la suggestion de Crick et Koch (2005) que le claustrum puisse étre impliqué dans la
conscience, les €tudes sur les fonctions du claustrum ont pris un nouvel essor. Maintenant, on
sait que les fonctions du claustrum sont en lien avec la connectivité réciproque avec la majorité
des aires corticales, ainsi que sa connectivité interne longitudinale. En effet, le claustrum serait
impliqué dans I’amplification d’oscillations corticales et leur synchronisation en plus du
maintien de [’attention. Des hypotheses stipulent également un role dans [’intégration
multimodale, la conscience, ainsi que dans certains processus cognitifs, qui ont été¢ €mis

justement grace a ’article de Crick and Koch (2005), mais qui font encore I’objet de discussions.

1.3.1 Amplification et synchronisation corticale

Le claustrum jouerait un réle dans la synchronisation des oscillations du cortex. Dans le
cortex, les réseaux d’interneurones GABAergiques PV+ agissent dans la synchronisation de
[’activité des neurones de projection corticaux et dans la genese de rythmes corticaux, dont ceux
dans la bande passante gamma (30-80Hz) (Galarreta & Hestrin, 2001; Bartos et al., 2007; Cardin
et al., 2009; Sohal et al., 2009). Les circuits internes du claustrum pourraient jouer un role
similaire en réponse a des afférences corticales. La modulation des réseaux GABAergiques PV+
du claustrum pourrait altérer les propriétés de ces réseaux locaux, qui peuvent synchroniser ou
désynchroniser I’activité des neurones de projections claustro-corticaux, ce qui influencerait la
coordination des activités de différentes régions corticales (Bartos ef al., 2007; Connors et al.,
2010; Smythies et al., 2012, Baizer et al., 2014; Goll et al., 2015, Brown et al., 2017; Jackson
etal.,2018).

Un principe commun reconnu dans le cerveau des mammiferes est I’existence
d’oscillations périodiques entre des groupes de cellules actives pour diriger la perception, la
cognition et le comportement (Engel et al., 1991; Buzsaki et al., 2013; Buzsaki & Schomburg,
2015; Vidyasagar & Levichkina, 2019). Le claustrum peut €tre activé quand un processus
implique plus d’une aire corticale. Lorsque deux aires corticales communiquent ensemble, elles
émettent des connexions cortico-corticales synchronisées a des fréquences gamma pour

s’échanger les informations nécessaires. Les circuits internes du claustrum (cellules ClaC)
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recoivent des projections corticales, détectent ces oscillations gamma corticales et se
synchronisent a ces fréquences (fig. 12). Cela permet ensuite de reprojeter aux diftérents cortex
pour augmenter 1’oscillation entre les deux régions (Smythies et al, 2012). Les ondes
synchronisées de chacune des aires corticales sont traitées par de fortes synchronisations
intraclaustrales pour les augmenter. Nous pouvons appeler ce phénomene « liaison cognitive »

(Smythies, 2014).
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Figure 12. Diagramme des relations d’oscillations entre le cortex et le claustrum.
Les oscillations entre deux aires corticales sont synchronisées entre elles par

des projections cortico-corticales. Cette synchronisation est augmentée et
développée par des connexions intraclaustrales (Smythies et al., 2012).

Le claustrum joue €galement un rdle dans I’arrét des oscillations corticales par une
inhibition feedback du claustrum au cortex (Atlan et al., 2018; Jackson et al., 2018; White et
al., 2018; Vidyasagar & Levichkina, 2019). Une étude récente montre que la fin d’une tache
corticale coincide avec I’inhibition des neurones GABAergiques du claustrum qui projettent au
cortex(Vidyasagar & Levichkina, 2019). Cette inhibition GABAergique pourrait €tre caus€e par
I’activation de récepteurs kappa opioides (Hjelmstad et al., 2013; Li et al., 2013), trés abondants
dans le claustrum (Mansour et al., 1994b). Les mécanismes d’activation de ces récepteurs kappa
opioides qui engendrent I’inhibition du relichement de GABA sont cependant encore peu
connus. Cette inhibition interromprait la génération d’oscillations claustro-corticales (par le
manque de GABA pour activer les neurones GABAergiques du claustrum) et mettrait fin a la
synchronisation corticale (Vidyasagar & Levichkina, 2019).

La connectivité interne du claustrum décrite dans la section 1.2.4 permet également de

faire un lien entre le claustrum et I’inhibition corticale, grace a I’activation des interneurones
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inhibiteurs PV+, qui inhibent les cellules ClaC glutamatergiques excitatrices du cortex, ce qui
diminue également activité corticale par une connectivité feedback (Kim et al., 2016). Les
neurones du claustrum jouent un réle crucial dans la synchronisation d’interneurones inhibiteurs
sur de grandes surfaces corticales. En effet, la stimulation optogénétique des neurones
glutamatergiques excitateurs du claustrum active les interneurones inhibiteurs du cortex et
supprime la synchronisation des neurones corticaux (Jackson et al., 2018; Narikiyo et al., 2020).

Le claustrum jouerait donc également un rdle dans I’inhibition du cortex.

1.3.2 Attention

Les connexions les plus proéminentes du claustrum sont avec les cortex frontaux, qui
| sont impliqués dans |’attention dirigée par une tiche planifiée (fig. 13a) (Goll et al., 2015;
Brown et al., 2017; White & Mathur, 2018). En effet, comme mentionné dans la section 1.3.1,
le claustrum aide a amplifier le synchronisme entre les aires corticales. Il permet donc une
séquence d’activation des aires corticales nécessaires dans la modulation de I’attention dans une
scene et est aussi impliqué dans I’arrét des activités corticales. En effet, les projections des aires
sensorielles assurent une modulation de ’attention en fonction de la saillance des stimuli dans
une scene visuelle par exemple. Le claustrum contrdle le gain des réponses sensorielles (fig.
13e) par la modulation des oscillations corticales (et son réle dans I’arrét des activités corticales)
afin de réduire les inputs sensoriels compétiteurs, permettant de focusser 1’attention sur 1’objet

important (fig. 13d) (Goll et al., 2015).

Les projections motrices, principalement issues du cortex moteur secondaire (Wang et
al., 2017) ainsi que les projections sous-corticales (fig. 13b) des centres neuromodulateurs au
claustrum influencent également 1’attention. En effet, les projections des aires motrices
permettent d’enclencher un signal important dans les différentes modalités sensorielles, et donc,
« I’activation des sens ». Les projections du claustrum aux centres moteurs et oculomoteurs
permettraient de promouvoir des réponses motrices importantes pour attirer 1’attention sur un
objet en dirigeant I’orientation des yeux et/ou du corps. Les projections subcorticales de centres
neuromodulateurs (raphe dorsal), de contexte (hippocampe et cortex entorhinal) et d’émotion

(amygdale) modulent I’attention dépendant de I’état (fig. 13¢) (Goll et al., 2015).
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Etant donné le faible niveau d’activité basale des cellules du claustrum qui répondent
transitoirement aux stimuli présentés soudainement, le claustrum pourrait €tre un détecteur de
saillance pour la communication cortico-corticale (Remedios et al., 2010). Le claustrum projette
vers le cortex cingulaire antérieur ipsilatéral principalement (Smith & Alloway, 2010), une aire
impliquée dans le processus attentionnel. Le cortex cingulaire antérieur est capable de détecter
des stimuli insignifiants dans une taiche comme une recherche visuelle et de les exclure. 1] permet
donc de diriger Pattention sur les stimuli importants, en supprimant ceux qui ne le sont pas
(Muir, 1996; Botvinick, 2007; Carter & van Veen, 2007). Grace a cette connexion avec le cortex
cingulaire antérieur, le claustrum peut faire partie d’une boucle cortex-claustrum-cingulaire qui
permet de mesurer la saillance des stimuli entrants, permettant I’association des stimuli
sensoriels importants ou non. En plus de la détection des taches importantes et du processus
d’attention, une étude récente a démontré un role du claustrum dans la résilience aux
distractions, grace au support de la performance lors d’une tache en présence d’un distracteur

(Atlan et al., 2018).
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Figure 13. Représentation schématique du role des connexions cortico-claustrales
des cortex préfrontaux, moteurs, somatosensoriels, et sensoriels dans
I’attention (Goll et al., 2015).
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Le claustrum est impliqué dans des fonctions limbiques comme [’attention, mais
également dans les émotions et la mémoire (Jackson et al., 2020). 11 établit des connexions
bidirectionnelles avec les cortex frontaux, mais également les cortex limbiques, temporaux, et
somatosensoriels. En effet, le claustrum ventral regoit des connexions avec les aires limbiques
comme le gyrus cingulaire antérieur, |’amygdale, I’hippocampe et autres qui assurent une
coordination des €motions (Pathak, 2014). Puisque le claustrum serait impliqué dans la
synchronisation des aires corticales, en plus d’étre un intégrateur sensoriel, il pourrait aussi étre
impliqué dans I’intégration des opérations €émotionnelles, sensorielles et motrices. Il est aussi
impliqué dans la mémoire contextuelle et la peur, par ses connexions avec le cortex entorhinal
(Kitanishi & Matsuo, 2017). Le claustrum peut également travailler en tandem avec ce noyau et
le septum médial dans la modulation des rythmes theta de I’hippocampe (Kirk et al., 1996;
Varga et al., 2008), ce qui établit un lien avec la performance dans des taiches de mémoire (Jones

& Wilson, 2005; Qadir & Mathur, 2019).

1.3.3 Conscience

Une des hypotheses fonctionnelles qui a beaucoup attiré I’attention a la suite de I’article
de Crick et Koch (2005), est celle que le claustrum jouerait un réle dans la conscience. 11 jouerait
tout d’abord un réle dans la conscience expérience, c’est-a-dire la conscience du monde
extérieur. Grace a sa connectivité réciproque avec la majorité des aires corticales, il a été proposé
que le claustrum jouerait un rdle d’intégration multisensorielle (Crick & Koch, 2005) qui
permettrait de lier les informations des différents cortex sensoriels pour former une perception
consciente des objets et du monde extérieur (Naghavi et al., 2007). Le cerveau aurait donc un
intégrateur central permettant d’unifier les sens en un signal cognitif cohésif. Des objets ou des
événements comprennent plusieurs attributs, comme la couleur, la forme, la distance, I’odeur,
le son, la vélocité, etc. Cette hypothese fonctionnelle est cependant fondée sur une seule étude
d’intégration sensorielle qui stipule qu’en absence des deux claustra, ces attributs ne peuvent
pas €tre compris de manicre intégrée et le sujet ne peut pas percevoir les objets ou les
¢vénements; ils sont conscients de ces événements séparément, et non comme un tout (Crick &

Koch, 2005).
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Le claustrum jouerait également un réle dans la conscience vigilance, ¢’est-a-dire la
conscience qui implique I’évanouissement et le sommeil. En effet, plusieurs études démontrent
une implication du claustrum dans la perte de conscience, le coma ou ’absence de réponse a
certains stimuli. Premi¢rement, le claustrum a été stimulé chez une patiente de 54 ans et la
conscience a €t¢ interrompue. Il y avait alors un arrét complet de comportement volontaire, une
absence de réponse et une amnésie. Lorsque la stimulation s’est arrétée, la patiente a repris
conscience (Koubeissi ef al., 2014). Deuxiemement, une étude de Grafman et al (2015) montre
une perte de conscience chez des anciens combattants avec des I€sions du claustrum. Les
patients avec des Iésions au claustrum étaient 4,48 fois plus a risque d’avoir des pertes de
conscience, et 5,57 fois plus de chance qu’elles soient prolongées (Chau er al, 2015).
Troisiemement, la connectivité fonctionnelle du claustrum est perturbée par I’anesthésie, ce qui
suggere que le claustrum est impliqué lorsqu’un sujet est conscient (Smith et al., 2019; Jackson
et al., 2020). Quatriemement, des expériences montrent des pertes de sensation du corps ou de
la conscience de I’environnement externe chez des sujets lorsqu’ils sont sous I’influence de la
plante psychoactive Salvia divinorum qui contient la salvinorin A, un agoniste k-opioid, ce qui
est en accord avec la forte présence de récepteurs salvinorin A dans le claustrum (Stiefel et al.,
2014; Chau et al., 2015). Cinquiemement, le claustrum est connecté avec un réseau susceptible
de causer des pertes de conscience, par le biais des connexions du tronc cérébral (Crick & Koch,

2005; Koubeissi et al., 2014; Chau et al., 2015).

1.3.4 Autres fonctions

En plus des fonctions du claustrum dans la synchronisation et I’amplification corticale,
I’attention, les émotions, I’intégration sensori-motrice et la conscience décrites plus haut
(Jackson et al., 2020), le claustrum est une interface entre les systemes moteurs et limbiques. La
littérature abonde dans des descriptions de I’implication du claustrum dans des fonctions tres
variées comme des fonctions exécutives et cognitives, le sommeil, le systeme de récompense a
la drogue, I'impulsivité, la sexualité¢ et dans la régulation cardiovasculaire lors d’exercice

intense. Il jouerait aussi un rdle dans certaines pathologies.
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1.3.4.1 Fonctions exécutives et cognitives supérieures (cortex frontaux)

Des études récentes ont montré I’importance des projections claustro-corticales dans les
fonctions cognitives (Smith & Alloway, 2010; Brown et al., 2017; Jackson et al., 2018; White
et al., 2018). Le claustrum pourrait supporter des processus cognitifs en coordonnant plusieurs
régions corticales dont le cortex cingulaire antérieur, préfrontal et pariétal (Krimmel et al., 2019)
qui sont associées au controle cognitif. Par exemple, le cortex cingulaire antérieur achemine
vers le claustrum un signal proportionnel a la charge cognitive (White & Mathur, 2018). Le
claustrum est activé au début d’une tiche cognitive complexe; il jouerait donc un rdle dans le
changement d’une tdche compliquée a I’autre plutot que dans le maintien de la performance lors
d’une tiche (Krimmel et al., 2019; White et al., 2020). L’inhibition du claustrum entraine
¢galement une réduction de la prise de décision dans les tAches exigeantes (White et al., 2020).
Le claustrum joue donc un réle important dans la performance dans I’exécution de taches
complexes grace a ses importantes connexions avec les cortex associés au contrdle cognitif, plus
particulicrement le cortex cingulaire antérieur (Smith & Alloway, 2010; White et al., 2018;

Krimmel et al., 2019; White et al., 2020).

Une étude récente montre que le claustrum est également en mesure d’inhiber le cortex
préfrontal de fagon importante et soutenue. Cette inhibition claustro-corticale disynaptique est
engendrée par les interneurones qui contiennent le neuropeptide Y, et par certains interneurones
PV+, qui inhibent les cellules du claustrum qui ont une projection vers le cortex (Kim et al.,
2016). Méme si plusieurs structures entrainent ’inhibition du cortex préfrontal, I’efficacité des
projections claustro-corticales pour la suppression de ’activité corticale semble étre plus forte
que les autres afférences (Gabbott et al., 2006; Floresco & Tse, 2007; Cruikshank et al., 2012;
Dilgen et al., 2013; Delevich et al., 2015; McGarry & Carter, 2016). Cette organisation unique
permet au claustrum de supprimer rapidement et avec force les cortex frontaux et suggére un

role du claustrum dans la régulation de processus cognitif de ces cortex (Jackson et al., 2018).

1.3.4.2 Le sommeil
Le claustrum serait aussi impliqué dans le sommelil par sa connectivité avec le noyau
supramammillaire (Qadir & Mathur, 2019). Une étude récente sur le reptile indique d’ailleurs

que le claustrum joue un rdle dans la formation des oscillations de basse fréquence dans le
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sommeil, pour moduler 1’état du télencéphale (Norimoto et al., 2020). Une étude sur le chat
décrit aussi ’endormissement lors de la stimulation du claustrum (Gabor & Peele, 1964). Une
étude plus récente sur les rongeurs indique €galement que le claustrum est actif durant le
sommeil (Renouard ef al., 2015). Le claustrum serait également impliqué dans le maintien de
I’état d’éveil grace a de fortes connexions interhémisphériques avec le thalamus médio-dorsal

et le cortex préfrontal médial (Kurada et al., 2019).

1.3.4.3 Systeme de la récompense et impulsivité

Des études récentes suggerent que le claustrum est impliqué dans une boucle de
connectivité qui influence I’impulsivité et le systeme de récompense, comme dans I’addiction,
grace a ses connexions avec le cortex préfrontal. En effet, Liu et al (2019) montrent que
I’activation et I’inhibition chimiogénétique des connexions entre le claustrum et le cortex
préfrontal augmente et réduit, respectivement, les comportements impulsifs. Dans cette étude,
des souris sont soumises a la consommation de méthamphétamine; |’activation du claustrum par
une stimulation induite engendre des réponses prématurées dans la prise de métamphétamine
(METH), en plus d’augmenter ces réponses prématurées si la dose de METH augmente (Liu et
al., 2019). L’expression de récepteur a la dopamine dans le claustrum a été rapporté, en plus de
réponses fonctionnelles a la dopamine (Cortimiglia et al., 1982; Fuxe et al., 1987; Weiner &
Brann, 1989; Suzuki et al., 1998; Mijnster ef al., 1999; Sitte et al., 2017b; Khlghatyan et al.,
2019); cette nnervation dopaminergique pourrait supporter le systeme de la récompense
(Smythies et al., 2012; Zingg et al., 2018). De plus, une étude récente montre que les récepteurs
a la dopamine du claustrum seraient activés par la cocaine. Les neurones dopaminergiques du
claustrum qui expriment les récepteurs a la dopamine D1 projettent par la suite au cortex frontal,
impliqué dans le systeme de la récompense, de la motivation et de I’incitation a la drogue. De
plus, ils ont découvert que ’inhibition de ces neurones du claustrum permet de diminuer

I”incitation a la consommation de cocaine (Terem et al., 2020).

1.3.4.4 Pathologies
Le claustrum pourrait étre impliqué dans I’autisme par son réle dans plusieurs fonctions
cognitives qui sont modifiées chez les sujets autistes, par exemple la peur (Dubroff & Newberg,

2008), la mémoire (Morys et al., 1996), I’apprentissage (Chachich & Powell, 2004), la
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récompense/addiction (Mory$ et al., 1996; Naqvi & Bechara, 2010), les comportements
é¢motionnels (Bennett & Baird, 2006), la psychose (Sperner ef al., 1996), etc. L’ immaturité du
claustrum, ainsi que la déficience fonctionnelle de ses neurones pourraient étre responsables
des déficits d’adaptabilité et de conscience chez les personnes autistes; le volume du claustrum

est plus petit que la normale chez ces patients (22%) (Corcoran, 2014).

Le claustrum pourrait étre impliqué dans la schizophrénie. Des anormalités dans les
oscillations gamma des interneurones du claustrum sont impliquées dans les symptomes positifs
de la schizophrénie (Bruen et al., 2008, Cascella ef al., 2011; Corcoran, 2014). Egalement, un
homme avec des I[ésions bilatérales au claustrum a souffert d’hallucinations visuelles et
auditives (Ishii et al, 2011). De plus, il contient une grande quantit¢é de récepteurs
sérotoninergique 5-HT2 (Baizer, 2001; Sitte et al, 2017a; Jackson et al., 2020), qui sont
impliqués dans I’apparition d’hallucinations (Stiefel et al., 2014). Le claustrum serait également
impliqué dans les crises d’épilepsie; sa stimulation entraine des convulsions (Mohapel et al.,
2001; Corcoran, 2014). Des Iésions bilatérales du claustrum entrainent des convulsions
épileptiques, une perte de vision, de I'audition et de la parole, qui peuvent se dégrader en

problemes psychiatriques (Sperner et al., 1996).

Le claustrum est aussi affecté par la neurodégénérescence liée a la vieillesse et la maladie
d’Alzheimer. Un dépdt de plaques amygdaloides et une perte de neurones ont €t€ observés dans
le claustrum de chiens vieillissants (Morys et al., 1994) et des humains (Ogomori ef al., 1989)
atteints de la maladie d’Alzheimer. En plus, si le claustrum est impliqué dans I’intégration
sensorielle et dans la mémoire et qu’il est affecté¢ dans la maladie d’Alzheimer, il pourrait alors
taire partie du déficit fonctionnel associ€ a la perte de mémoire spatiale (Didic et al., 2011). Des
¢tudes de neuroimagerie fonctionnelle chez des personnes agées saines et atteintes d’Alzheimer
ont souligné que le claustrum est impliqué dans la récupération de la mémoire épisodique
(Schwindt & Black, 2009). Il y a aussi une pathologie amyloide dans le claustrum des patients
atteints de Parkinson (Braak et al., 2001; Braak et al., 2007; Kalaitzakis et al., 2009), ce qui

entraine les symptomes associés a la démence.

32



1.3.4.5 Régulation cardiovasculaire lors d’exercice intense

Comme mentionné précédemment, le claustrum joue un réle dans I’éveil (Amow et al.,
2002) et lattention (Crick & Koch, 2005; Goll et al., 2015), des fonctions importantes dans le
contréle de I’exercice de forte intensité (Kim et al., 2020), en plus de la régulation autonome
cardiovasculaire (Hatam et al., 2013). En effet, I’amygdale et le claustrum ont une expression
forte de c-fos lors d’activité physique intense. Egalement, la stimulation chimique et électrique
du claustrum entraine une diminution de la pression artérielle (Kim et al., 2020). On pense
¢galement que le claustrum aurait une influence dans la régulation des centres autonomes,
comme pour le comportement de fuite lors d’une urgence, en plus d’€tre connecté a I’amygdale
qui contrdle aussi cette fonction (Aston-Jones & Cohen, 2005; Bhuiyan et al., 2011; Burgess &
Peever, 2013; Takagishi et al., 2014; Yamanaka et al., 2017; Kim et al., 2020).

1.3.4.5 Sexualité

Comme expliqué précédemment, le claustrum est impliqué dans les processus
motivationnels, 1’émotion, I’impulsivité et les mécanismes de récompense. Puisque ces
fonctions sont également impliquées dans le comportement sexuel, chez I’humain, le claustrum
pourrait jouer un rdle dans les processus motivationnels de la sexualité (Rauch e al., 1999;
Bocher et al., 2001; Qurrat ul & Abidi, 2005). De plus, I’activation bilatérale du claustrum est
impliquée dans I’augmentation du flux sanguin dans [’érection des hommes lors de la

présentation d’un stimulus visuel excitant (Stoléru et al., 1999; Amow et al., 2002).

En bref, ce qui est important a savoir sur les fonctions du claustrum, ¢’est que ceux-ci
sont en général que des hypotheses. Celles-ci sont émises en raison de la forte connectivité
réciproque entre le claustrum et le cortex, ce qui lui permettrait de jouer un role dans une
multitude de fonctions limbiques, cognitives et exécutives. Les hypothéses fonctionnelles les
plus importantes concernent celles sur la synchronisation et I’amplification d’oscillations
corticales et [’attention, alors que I’hypothese fonctionnelle sur I’intégration sensorielle et la

conscience n’est qu’encore spéculative, en raison d’études contradictoires.
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1.4 Objectifs de I’étude

1.4.1 Axones uniques

La connaissance de la circuiterie du cerveau est essentielle a la compréhension de ses
fonctions (Crick & Koch, 2005; Sporns ef al., 2005). Le but des neurosciences modernes est de
cartographier les circuits neuronaux du cerveau complet, puisque la connectivité de longue
portée permet de comprendre comment I’information voyage entre les différentes régions
cérébrales (Bohland et al., 2009; Economo ef al., 2016). La connectivité entre les régions ou les
structures du cerveau et comment I’information est distribuée a I’intérieur de ces structures, et
par le fait méme, des différents neurones, repose sur la structure des axones (Economo ef al.,
2019). Les reconstructions axonales permettent également de définir et de différencier les types

de neurones (Economo et al., 2016; Economo et al., 2019).

L’augmentation de I’efficacité et de I’exactitude des méthodes de marquage, de tragage,
de stimulation et d’enregistrement de [’activité neuronale ont permis d’affirmer que la
connectivité du cerveau est tres spécifique, surtout a I’échelle d’axones uniques; les axones sont
donc un morceau important de la microcircuiterie (Rockland, 2016a; b). De plus, ces méthodes
de marquage, comme |’injection de traceurs, permettent de cartographier de multiples groupes
neuronaux fonctionnellement et structurellement distincts, et de visualiser ou reconstruire des
axones, ce qui représente une révolution de la recherche en connectivité et fonctionnalité du

cerveau.

[l existe une plateforme d’axones reconstruits (MouseLight, Janelia Research Campus,
2018) dans tout le cerveau de la souris. Cependant, cette banque ne comprend pas de
reconstructions d’axones du cortex visuel vers le claustrum; ces informations sont donc
vraiment manquantes dans la littérature. De plus, la banque d’axone ne donne pas d’indice sur
le diameétre axonal ni sur la potentielle carte synaptique; aucune information sur les varicosités.
De ce fait, méme la morphologie des quelques axones du cortex vers le claustrum qui sont
répertoriés est moins révélatrice que celle des axones présentés dans ce mémoire, puisqu’ils
illustrent la trajectoire et leur morphologie uniquement (Winnubst et al., 2019). Les
reconstructions tridimensionnelles du présent projet comportent des informations sur le

diamétre axonal, la longueur axonale, le nombre de collatérales, la distribution spatiale des
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varicosités et leur grosseur qui sont nécessaires a la compreéhension de I’anatomie du claustrum
et de sa connectivité. De plus, puisqu’aucun axone visuel au claustrum de la souris n’est
disponible dans cette banque, la présente étude est vraiment une premiere a I’échelle d’axone

unique de cortex sensoriels vers le claustrum de la souris qui est disponible dans la littérature.

1.4.2 Hypotheses de recherche

La reconstruction d’axone unique permettra de voir la trajectoire et I’emplacement de
ceux-ci dans le claustrum. En se basant sur le fait que le claustrum est séparé en différentes
modalités sensorielles dans I’axe dorso-ventral (Atlan et al., 2017), les axones provenant du
cortex visuel devraient se retrouver dans le milieu du claustrum. Cependant, 1l est difficile
d’émettre une hypothese concernant la longueur des axones en se basant sur cette étude. Les
secteurs longitudinaux des projections sensorielles pourraient étre formés par des axones trés
longs (bleu marin, fig. 14a) qui parcourent toute la longueur du claustrum, ou ils pourraient étre
produits par [’agencement de plusieurs petits axones (cyan, fig. 14a). C’est grace a I’étude de
Kim et al (2016) qui stipule que le claustrum contient des cellules qui communiquent entre elles,
qu’il est possible de penser que les axones sont probablement trés longs, permettant des
probables synapses avec les cellules claustrales, permettant d’augmenter ainsi la connectivité
interne longitudinale du claustrum (fig. 14b). Egalement, pour assurer une communication dans
I’axe dorso-ventral et permettre le chevauchement des modalités sensorielles, les axones

auraient des collatérales vers d’autres modalités (bleu marin fig. 14a et bleu, fig.14b).

35



: visuel
Cautal Rostral Rouge : S5
Mauve : Olfactf

) = =3

Cortico-
claustral
neuron
® ciac Cauflal Rostral
® rv
Claustrum

Figure 14. Schémas qui illustrent les hypotheses du présent projet, concernant le
claustrum séparé en différentes modalités sensorielles selon un axe dorso-
ventral, en se basant sur I’étude d’Atlan et al (A), ainsi que la connectivité
interne en se basant sur I’étude de Kim et al (B). Dans les schémas, on voit les
deux hypothéses concernant la trajectoire des axones, soit plusieurs petits
axones (cyan (A) et jaune (B)) ou un seul axone tres long (bleu marin) (Kim et
al.,2016; Atlan et al., 2017).

[l reste également a savoir si les projections d’un méme axone seront bilatérales ou
ipsilatérales. Si les projections sont bilatérales, est-ce deux axones différents qui projettent aux
deux claustra, ou s’agit-il plutdt d’une bifurcation interhémisphérique d’un méme neurone ? Les
projections du cortex visuel primaire sont essenticllement ipsilatérales. Cependant, les
projections du cortex visuel secondaire sont bilatérales (Wang et al., 2017). 1l faut également
se demander si la séparation dorso-ventrale en modalités sensorielles proposée par Atlan est la
méme dans le claustrum controlatéral; cette carte est décrite dans le claustrum ipsilatéral
seulement, et doit donc étre vérifiée dans le claustrum controlatéral. Puisqu’en général, la
connectivité du claustrum est bilatérale, quoique moins forte controlatéralement, I’hypothese de
la présente €tude est que les deux claustra peuvent étre séparés de la méme maniere; le claustrum

controlatéral aurait donc la méme séparation dorso-ventrale.
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Chapitre 2 : Méthodologie



2.1 Animaux

Les sourts utilisées dans le présent projet de recherche sont des femelles C57BL/6J (fig.
15) adultes, agées de 9 a 12 semaines. Ces souris sont les plus utilisées en laboratoire et sont
celles qui ont le plus été utilisées génétiquement et pour des modéles de maladies humaines en
recherche. Elles sont faciles a reproduire, sont robustes et ont beaucoup de souches disponibles

(Engber, 2011).

Les souris sont maintenues a une température contrdlée entre 20 et 25°C avec lumieres
adaptatives phasées (12 a 14 heures de luminosité) et a 45 a 60% d’humidité. Elles sont
maintenues en groupes de 2 & 6 souris dans des cages ventilées dont ’air est changé 10 a 20 fois
par heure, dans un milieu enrichi (jouets, nid, cachette et éléments pour gruger). Elles sont
nourries a volonté avec de la moulée pour rongeur #5075 (fournisseur Charles River) et avec de
I’eau stérile. L utilisation des animaux respecte les regles du Conseil Canadien de la protection
des animaux et les manipulations ont ét¢ approuvées par le Comité de Bons Soins aux Animaux

de PUQTR.

N\

Figure 15. Souris C57BL/6J (www jax.org).

38



2.2 Aspects techniques de I’injection

2.2.1 Phaseolus vulgaris leucoagglutinine

La leucoagglutinine du haricot rouge Phaseolus vulgaris (PHA-L), est une lectine
utilisée comme traceur neuroanatomique antérograde (Gerfen & Sawchenko, 2016). Cette
technique a ét¢ développée en 1983 par Gerfen et Sawchenko (Gerfen & Sawchenko, 1984). Le
marquage au Phaseolus vulgaris leucoagglutinine permet de remplir les neurones du site
d’injection dans leur entiereté, incluant leur corps cellulaire, leurs dendrites ainsi que leurs
projections axonales. Le PHA-L se lie a un complexe oligosaccharide qui contient du galactose,
du N-acetylglucosamine et du mannose, présent dans les neurones (Gerfen & Sawchenko,
2016). . Le PHA-L est capté par les corps cellulaires des neurones du site d’injection et
transporté antérogradement dans les axones. En effet, les axones sont tres longs, mais n’ont pas
la machinerie pour la biosynthése de protéines nécessaires a leur survie; celles-ci sont
synthétisées dans le corps cellulaire et transportées dans I’axone par des moteurs (kinésines) sur
des rails (cytosquelette, microtubules), ce qui est appel€ transport antérograde (fig. 16) (Roy et
al., 2005). Parfois, ce transport se fait trés rapidement, s’il s’agit de protéines vésiculaires, alors
qu’il peut aussi étre lent, s’il s’agit de protéines cytosquelettiques, de neurofilaments ou de
protéines cytosolique (Roy et al., 2005). Dans le cas du PHA-L, il s’agirait d’un transport
antérograde assez lent, étant donn€ qu’il n’est pas intégré dans des vésicules par endocytose.
Puisqu’il ne suit pas le chemin cellulaire des vésicules, il ne passe pas par le réticulum
endoplasmique (RE). Cela fait en sorte que la protéine de PHA-L n’est pas modifiée dans la
cellule par le RE, comme le seraient d’autres protéines, ce qui fait de lui un marqueur tres stable
(Gerfen & Sawchenko, 2016). Egalement, [’autre mécanisme de transport utilisé par certaines
protéines de l’axone destinées a retourner vers le corps cellulaire suivront un transport

rétrograde (Brown, 2003).
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Figure 16. Représentation schématique des différentes sortes de transports
axonaux, soient le transport rétrograde et le transport antérograde (Roy et al.,
2005).

Le PHA-L est un traceur trés avantageux s’il est injecté par iontophorese (section 2.2.2).
C’est le mélange entre la technique d’injection par iontophorese et le traceur en tant que tel qui
fait que le PHA-L est une protéine de choix dans le tragage des axones. Premierement, les sites
d’injection par iontophorese de PHA-L sont tres petits, de [’ordre de 50 & 200 um et sont tres
démarqués puisque les neurones sont completement remplis. Deuxiemement, la morphologie
fine des neurones est tres bien observable, comme les corps cellulaires, les axones, les dendrites
et méme les boutons synaptiques des dendrites, étant donné qu’il est dans le cytoplasme
neuronal plutdt que compartimentés dans des vésicules. Troisiemement, les neurones du site
d’injection seulement sont marqués, ce qui permet de bien délimiter les neurones tracés des
régions autour. Quatriemement, méme avec des injections tres petites, la morphologie des
axones marqués, des boutons terminaux, des petites collatérales et méme des boutons en passant
est tres bien montrée. Cinquiemement, le marquage est vraiment précis, spécifiquement
antérograde; presque aucun transport rétrograde indésirable sera retrouvé. Sixiemement, les
traceurs antérogrades sont plus rares que les rétrogrades; ayant besoin d’un traceur antérograde,
les choix sont limités. Septiemement, le PHA-L n’est pas capté ni transporté dans les fibres de
passage, ce qui permet de s’assurer que les axones marqués proviennent effectivement du site
d’injection. Huitiemement, il n’y a pas de dégradation de la leucoagglutinine ou de son transport
lorsque 1’on n’excede pas 17 jours de survie, ce qui permet de visualiser des axones tres longs.

Finalement, il peut étre utilisé en méme temps qu’un autre traceur neuronal €tant donné qu’il
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résiste a la peroxydase et qu’il est utilisé en immunofluorescence (Gerfen & Sawchenko, 2016).
En bref, le PHA-L est transporté antérogradement pour marquer les axones et leurs terminaisons,
avec peu de contamination d’axones passants et permet de marquer spécifiquement méme les
structures fines qui traversent de longues distances, sans dégradation, ce qui fait de lui une

technique tres avantageuse (Cucchiaro & Uhlrich, 1990).

2.2.2 lontophorése

L’iontophorese est le relachement de substances a partir de micropipettes par I’entremise
de courant électrique (Curtis, 1964). Une pipette de verre remplie de traceur est insérée dans le
cortex cérébral. Le principal mécanisme de transport est appelé « courant sortant ». Il s’agit de
la migration des ions sous I’influence d’un champ électrique dans un seul sens (Krnjevic, 1963).
La quantité d’ions relichée q en mole s™' suit I’équation suivante :

nl

q=ﬁ

[ est le courant en ampéres, z la charge ionique, F la constante de Faraday (96 480 C.mol') et n
la fraction de courant transportée par 1’ion, déterminé empiriquement entre 0.1 et 0.4. Cette

équation permet de mesurer la quantité de charges ¢jectée.

Comme I’explique bien la figure 17, il y a des cations et des anions dans la solution a
injecter, mais aussi dans la solution (ou tissu) dans lequel ce sera injecté. Par iontophorese avec
courant positif, les cations sortent de la pipette, et les cations présents dans le tissu sont repoussés
davantage pour laisser place a I’injection. Les anions du tissu entrent dans la pipette, et ceux qui
étaient dans la solution a injecter remontent. Ce sont donc les cations (charges positives) qui
sont poussés dans le cerveau de I’animal lors de I’iontophorese. L’ inverse se produit si le courant

appliqué est négatif (Purves, 1980).
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Figure 17. Schéma d’une pipette remplie d’un traceur ionisé (charges + et charges
-). Représentation des charges avant le courant électrique (A). Mouvement des
charges produit grace au courant électrique (B). Les charges encerclées sont
celles qui proviennent préalablement de [’état au repos en A, qui ont
maintenant migré (Purves, 1980).

Le principe d’iontophorese est facilité €également par plusieurs mécanismes naturels
externes au principe d’iontophorese de base. La quantité d’ions injectés augmente légerement,
de maniere presque négligeable, a cause de plusieurs mécanismes physiques. Premierement, la
diffusion permet que les ions ne coagulent pas dans I’embout de la pipette, ce qui permet une
meilleure dispersion des ions dans le tissu. Deuxiemement, la gravité influence également le
flux de I’injection en poussant naturellement sur le liquide a injecter. Troisiemement, 1’électro-
osmose est un phénomene qui influence 1’injection par iontophorese. Il s’agit d’un mouvement
de I’eau de I’anode vers la cathode, c’est-a-dire un mouvement de la charge impliquée entre le
verre et I’eau de la solution, qui va alors engendrer 1’éjection des cations et diminuer |’€jection
des anions qui n’est pas désirée (Kevin Li ef al., 2013). Ces trois mécanismes sont influencés
par la grosseur de I’ouverture de la pipette, car plus I’embout est gros, plus il laissera passer de
charges par diffusion (Purves, 1980). De ce fait, il est important de noter la grosseur de I’embout
de la pipette (tableau 1) pour controler les mécanismes externes a 1’iontophorese. Les pipettes
sont choisies de manicre constante aux alentours de 20um de diameétre; elles sont donc tres
petites pour diminuer les facteurs de diffusion naturelle. Le flux total de la solution au travers
du tissu est donc I’équivalent du flux iontophorétique plus le flux de diffusion des procédés que

I’on vient d’expliquer.
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2.3 Chirurgie

Pour permettre I’injection du Phaseolus vulgaris leucoagglutinine (Vector Laboratories)
(2,5% dans le tampon phosphate avec sel (PBS)) par iontophorese, les souris sont préalablement
préparées et induites avec 5% d’isoflurane sous oxygene; la suite des procédures est effectuce a
1% d’isoflurane. La premiere étape consiste au rasage de la téte et a I’injection sous-cutanée de
buprénorphine (0,10 mg/kg, Vetergesic) (analgésique) ainsi que 0,5cc de solution saline (0,9%)
stérile tiede. La téte est lavée avec trois répétitions de savon, alcool (70%) et iode pour
désinfecter la peau. De plus, de I’onguent ophtalmique (Onguent ophtalmique de sulfates de
néomycine et polymyxine B, et bacitracine, USP stérile (BNP, Vétoquinol)) est appliqué sur les
yeux, permettant d’éviter la sécheresse oculaire. L’animal est alors déplacé sur un appareil de
stéréotaxie et fixé a 1’aide de barre d’oreilles (Ultra Precise just for Mouse Stereotaxic
[nstrument #catalogue 72-6155); c’est 1a que I’anesthésie est diminuée. La souris est placée sur
un tapis chauffant a I’eau tout au long de la procédure pour réguler sa température corporelle;
sa respiration est aussi surveillée. Une incision au niveau de la ligne médiane de la peau de la
téte est effectuée avec un scalpel de calibre 22. Le crane est fréquemment hydraté avec quelques
gouttes de saline tiede. Ensuite, les positions des sutures bregma et lambda sont mesurées (fig.
18), afin de calculer les coordonnées du site d’injection visé. Il faut prendre ces deux mesures
étant donné que I’atlas stéréotaxique de la souris donne les coordonnées pour la position du

crane lorsqu’il est droit (donc lorsque les deux fissures sont & la méme hauteur).
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Figure 18. Incision du scalp et dévoilement du crine et des sutures bregma et
lambda qui servent de reperes anatomiques importants (A -
https://www.researchgate.net/ficure/Exposed-mouse-skull figs 248396706
et B - www.studyblue.com).

Les coordonnées stéréotaxiques des différentes injections sont basées sur The Mouse
Brain Atlas (Paxinos & Franklin, 2008) et elles sont fournies dans le tableau 1. Un léger fraisage
du crane a I’endroit précis des coordonnées d’injection est effectué¢ (Complete Bone Micro-Dirill
System, #catalogue 72-4950, Ball Mill, Carbide #1 .031°’ Dia), afin d’exposer la dure-mere et
la surface du cortex cérébral. Une pipette de verre autour de 20pum de diametre (voir tableau 1)
remplie du traceur antérograde Phaseolus vulgaris leucoagglutinine (remplissage par capillarité
ou avec une seringue Hamilton) a été insérée a différentes profondeurs, indiquées aussi dans le
tableau 1. L’injection par iontophorése peut alors débuter en imposant un courant de 2uA, 7
secondes on/off durant 15 minutes (source de courant Midgard) (fig.19-20). La pipette a alors
¢té remontée de quelques microns (voir tableau 1) pour une deuxieme injection de 15 minutes,
au méme endroit. Apres I’injection, la pipette est retir€e et le scalp est refermé par environ cinq
points de suture au fil de Vicryl 6-0 (Ethicon). Pour éviter la douleur, 0,05¢cc (12,5 mg/kg) de
carproféne (Rimadyl, Zoetis) (anti-inflammatoire) et 0,5cc de saline tiede sont injectés de
maniere sous-cutanée. La souris est alors retirée de I’appareil stéréotaxique pour se réveiller
sous une lampe chauffante. Des injections de Rimadyl sont aussi effectuées vingt-quatre et

quarante-huit heures a la suite de la chirurgie pour empécher I’inflammation.
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Figure 19. Injection par iontophorese lors d’une chirurgie stéréotaxique.

Tableau [. Parametres d’injections.

) Coordonnées stéréotaxiques  Tip pipette Paramétres Temps d’injection
Souris (Aire; ML; AP; DV) (um) d’iontophorése (min)
AC4 V2M; -0,225; -0,35; 800 et 650 20 2uA, 7 sec. on/off 2x 15
AD3 V1;-0,225; -0,35; 900 et 750 23 2pA, 7 sec. on/off 2x 15
ADI V1;-0,173; -0,3; 800 et 650 21 2UA, 7 sec. on/off 2x15

Figure 20. Sites d’injections dans les cortex visuels des spécimens.
Photomicrographies de NeulN (bleu) et PHA-L (vert) qui représente les sites
d’injection de Phaseolus vulgaris leucoagglutinine du spécimens AD3 (A) et
du spécimen AC4 (B). Les lignes blanches délimitent les zones V2M (cortex
visuel secondaire médial) pour AC4 (B) et la zone du cortex visuel primaire
pour AD3 (A). Echelle = 500um.
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2.4 Histologie

Apres une semaine de survie, la souris est profondément anesthésiée et sacrifiée par
perfusion transcardiaque avec environ [00 ml de tampon phosphate avec sel (PBS) 0,1M et 100
ml de paraformaldéhyde (PAF) 4%. La téte est coupée et le cerveau est récolté. Celui-ci est
ensuite post-fixé durant une heure et demie dans la PAF 4%. Le cerveau est alors placé dans
une solution de PBS + sucrose 30% durant environ vingt-quatre heures a 4°C (jusqu’a ce que le
cerveau coule, 1l est alors saturé) pour la cryoprotection. La cryoprotection permet de diminuer
la grosseur des cristaux de glace engendrés dans le tissu a la suite de la congélation. De ce fait,
grace a la cryoprotection, les cristaux de glace éventuellement formés sont tres petits et cela
n’engendre donc pas de dommages aux cellules, pour conserver les tissus du cerveau bien intacts
(Akagi et al, 2008). Ensuite, une incision est faite inférieurement dans [’hémisphére
controlatéral a I’injection afin de permettre de se repérer en microscopie entre le coté ipsilatéral
a I’injection et le coté controlatéral. Le cerveau est alors congelé dans de la glace seche et sera

conservé a -80°C jusqu’a son utilisation.

Le cerveau est coupé sur un microtome Leica (Model SM2400, #0601/06.2007) en
coupes coronales a 80 um. Les tranches sont disposées dans du PBS 0,1M afin d’effectuer le
protocole d’immunofluorescence. Trois lavages dans le PBS 0,1M sont effectués et les coupes
sont ensuite incubées dans du méthanol 50% pendant 20 min. a température de la piece afin de
perméabiliser les membranes. Les coupes sont rincées a nouveau trois fois dans le PBS 0,1M et
elles sont placées dans une solution de blocage avec du serum normal d’ane (Normal Donkey
Serum : NDS (Jackson ImmunoResearch Laboratories-017-000-121) (1%), du PBS 0,1M, de la
glycine (0,1M) et du Triton X-100 (Sigma-1002889380) (2%) durant la nuit a 37°C. Par la suite,
les coupes sont incubées soixante-douze heures dans la solution de blocage avec les anticorps
primaires Goat anti-PHA-L (1 :1000), rabbit anti-MBP (myelin basic protein) (1 :1000) et
guinea pig anti-NeuN (1 :6000) (tableau II) a 37°C. Trois ringages sont effectués entre
I’incubation des anticorps primaires et secondaires. Ensuite, les coupes sont incubées (37°C)
dans les anticorps secondaires anti-goat alexa 488 (1 :500), anti-rabbit alexa 555 (1 :500) et anti-
guinea pig alexa 647 (1 :500) (tableau Il) pendant deux heures avec la solution de blocage. Trois

derniers lavages au PBS 0,1M sont effectués, pour ensuite placer les coupes dans du tampon
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phosphate (PB) 0,01M. Les coupes sont alors montées sur lames gélatinées (2%) avec un
pinceau. Une attention particuliére est portée pour monter les coupes dans I’ordre a laquelle elles
ont été coupées, en plus de s’assurer que toutes les coupes sont présentes. Etant donné que les
tranches sont disposées dans des puits a tour de role lors de la coupe, il est plus facile de
connaitre I’ordre et il est trés facile de repérer s’il manque une coupe. Les lames sont ensuite
déshydratées a I’alcool et au xyléne (éthanol 70% S min., éthanol 95% 5 min., éthanol 100% 2

X 5 min., et xyléne 2 x 5 min.) avant de coller les lamelles avec de 1I’Eukitt comme milieu de

montage.
Tableau II.Tableau des anticorps
Source, hote Concentration Laboratoire Code
Anticorps primaires
. Vector
Anti-PHA-L Donkey, Goat 1:1000 AS-2224
laboratories
Anti-MBP Donkey, Rabbit 1:1000 Abcam Ab40390
Anti-NeuN Donkey, Guinea Pig 1:6000 Millipore Sigma ABN90
Anticorps secondaires
Anti-Goat Alexa Jackson
Donkey 1:500 AB 2336933
fluor 488 laboratories
Anti-Rabbit Alexa _
Donkey 1:500 Biolegend 406412
fluor 555
Anti-GuineaPig Jackson
Donkey 1:500 706-605-148
Alexa fluor 647 Jaboratories

47



2.5 Microscopie confocale

Les coupes coronales ont été analysées par microscopie confocale assistée par le logiciel
Neurolucida (MBF Biosciences). Des images en microscopie a fluorescence ont €té prises par
un microscope confocal DSU spinning disk (Olympus BX51W1). Pour chaque coupe, une
image a faible grossissement (10X) (UplanSApo 10X/0.4000/0.17/FN26,5 UIS2) révélant les
corps cellulaires neuronaux (NeuN+, Alexa 647) a permis de délimiter le claustrum et de se
repérer dans la coupe. Ensuite, une image révélant la myéline (MBP+, Alexa 555) a 10X a aussi
permis de délimiter les contours du claustrum, et de voir la concentration de myéline dans celui-

ci(fig. 21 et fig. 23a) (Wang et al., 2017).

Figure 21. Photographies de myéline (MBP+, magenta) et des corps neuronaux
(NeuN+, bleu) a 10X avec délimitations du claustrum en jaune. Echelle =200
pm.
Une image en contraste interférentiel (DIC optics) a 10X a aussi été prise pour certaines
coupes, afin de délimiter les artéfacts et les vaisseaux sanguins, permettant alors de bien aligner
les différentes coupes du cerveau, agissant comme repere spatial. Par la suite, les axones qui se

situaient dans les régions délimitées comme étant le claustrum ont été photographiés a fort

grossissement (100X) (UplanSApo 100X/1.40 Oil «/0.17/FN26,5 UIS2) (fig. 22 et fig. 23b)
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(PHA-L+, Alexa 488). L’acquisition des images d’axones a été effectuée en trois dimensions
(15um d’épaisseur; 0,2um entre les images; 75 images/photos montages; de 2 a 10
plans/claustrum) ce qui permet d’observer la trajectoire et la morphologie tridimensionnelle des

axones a travers toute 1’épaisseur de la coupe dans 1’axe Z (fig. 22).

Figure 22. Représentation tridimensionnelle des photo-montages 3D acquis avec
le microscope spinning disk DSU en Alexa 488. On observe les axones en vert
(XY en haut a gauche, XZ au milieu a gauche et YZ au milieu en bas).
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2.6 Analyse

Ces photomontages en trois dimensions ont permis la reconstruction d’axones grice au
logiciel Neurolucida 360 (MBF Biosciences). Les axones ont €té tracés grace a un outil guidé
du logiciel (Fonction «User-guided») (fig. 23b axones 1 et 2) et les varicosités ont été marquées
manuellement (fig. 23b axone 3). Les varicosités sont des renflements d’axones qui peuvent
contenir des synapses. Ces synapses sont présentes lorsque les varicosités sont 1,5 fois plus
grosses que le diametre local (Florence & Casagrande, 1987; Gerfen et al., 1987; Jensen &
Killackey, 1987). C’est donc pour permettre de marquer de potentielles synapses que le critere
de grosseur a été inclus dans I’étude. Ce diamétre des varicosités et le ratio par rapport au

diametre local axonal était calculé automatiquement par le logiciel Neurolucida 360.

Par la suite, chaque coupe a été alignée avec la précédente et la suivante permettant
d’aligner les contours de claustrum (fig. 23c¢), et pour permettre d’aligner les branches d’axones
(fig. 23d). Les branches ont alors été rattachées ensemble (fig. 23e) pour reconstruire la totalité
des axones dans leur longueur. De ce fait, les axones reconstruits sont visibles dans la structure

du claustrum, permettant de voir leur distribution dans celui-ci (fig. 231).

[l est important de mentionner que certaines parties des axones ont été reconstruites a la
main, étant donné que leur diamétre était trop petit et que les branches étaient difficilement
visibles sur les photomontages. De ce fait, elles ont €té tracées en mode « live image » dans le
logiciel Neurolucida. Cette fonction ne permet pas de marquer les varicosités. De ce fait, certains
bouts d’axones sont exempts de varicosités, mais cela ne veut pas dire qu’il n’y en avait pas,

seulement qu’elles n’ont pas été marquées.

50



Figure 23. Etapes de reconstruction d’axones par le logiciel Neurolucida360

(MBF Biosciences). Photomicrographie (10X) de MBP+ (magenta) et NeuN+
(bleu) et délimitations du claustrum en jaune (A). Echelle = 200 pm. Photo-
montage (100X) des axones du claustrum PHA-L+ (vert), tracés par le logiciel
NL360. L’axone | est tracé, I’axone 2 est en cours de tragage et I’axone 3 est
tracé et transparent avec varicosités marquées. Les fonctions du logiciel sont
en gris (B). Echelle = 10 um. Alignement de la présente coupe (axones orange
+ contours jaunes) avec les coupes avant et apres (gris) (C). Alignement des
branches des coupes pour la reconstruction compléte de tous les axones.
Echelle = 250um (D). Fonction utilisée pour lier les branches d’axones
ensemble «Splice» (E). Résultat final de la reconstruction d’axones par
I’alignement de toutes les coupes et la liaison des branches (F). Echelle = 250
wm.
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L’analyse des données récolt€ées s’est déroulée en trois parties; ’analyse de la
morphologie de 1’axone en tant que tel, ’analyse des parametres intéressants concernant les
varicosités détectées, et finalement, des analyses statistiques ont été effectuées. La longueur
ainsi que le diametre des axones ont été mesurés. Le diamétre des axones a été calculé en
excluant les branches reconstruites a la main, qui ont un diamétre constant qui n’est pas calculé
automatiquement dans la reconstruction en « live image ». Le diametre moyen des axones a été
déterminé en calculant une moyenne pondérée des diametres des branches selon leur longueur.
Ensuite, la distribution des intervalles entre les varicosités, ainsi que leur diametre ont €t€
mesurés. Cette distribution des varicosités a également €té calculée en excluant les branches qui
ont été reconstruites a la main, €tant donné que cela entrainait un grand écart entre les
varicosités, parce qu’elles n’ont pas été marquées sur ces branches. Les données ont été récoltées
a partir du logiciel Neurolucida Explorer (MBF Bioscience). Les données sur le diamétre des
varicosités et leur distribution provenant des projections du cortex V1 et du cortex V2M, ainsi
que considérant la variable du coté de I’hémisphere (ipsilatéral et controlatéral) ont été
comparées statistiquement avec des tests non paramétriques. Ces analyses ont €té réalisées grace
au logiciel SPSS. Nous avons également démontré la proportion de 1’axone reconstruit a la main
en calculant le ratio de la longueur des branches qui avaient un diameétre constant (reconstruit a
la main) sur la longueur totale de I’axone. Ces données sont présentées dans le tableau ci-dessous

pour tous les axones reconstruits (n=22) (voir tableau 3, chapitre 3).
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Chapitre 3 : Projections of the visual cortex to the

claustrum in the mouse, a single axon study
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Abstract

The claustrum is a subcortical telencephalic structure present in all mammalian brains. It is
widely and reciprocally interconnected with almost the entire cerebral cortex. Stimuli from all
sensory modalities elicit responses in claustral neurons and some studies report multimodal
responses in the claustrum. In mice, sensory cortical projections to the claustrum exhibits a clear
dorsoventral organization of distinct lines of projection. There is also a significant overlap of
these sensory domains. Presently, there are no studies of the sensory cortical projections to the
claustrum at the single axon level showing how visual information is distributed within the
claustrum and how the projection patterns shown by bulk labelling studies, arise. [ontophoretic
injections of Phaseolus vulgaris leucoagglutinin were performed in the visual cortex of adult
CS57BL/6J mice. Individual axons of the projections from the primary and extrastriate visual
cortices to the claustrum were reconstructed using Neurolucida 360 software (MBF
Biosciences). Labelled axons were found in the central region along the dorsoventral axis of the
claustrum. Individual axons entered the claustrum from caudal levels and travelled for
significant distances within the claustrum. Some poorly arborized axonal branches followed a
straight trajectory for the whole length of the claustrum. Some branches showed more elaborate
localized arborizations. Some collaterals of the main axon branched out, traveled more ventrally
and returmed to a linear rostral directed trajectory, and are well-suited to. Axonal branches of
the visual projection to the claustrum leave the visual domain to branch out into domains of
other sensory modalities. The local arborizations might suggest smaller modules within the
longitudinal organization of the claustrum. Moreover, the labelled varicosities were distributed
randomly along all the length of the axons suggesting the possible distribution pattern of
synapses by a single visual neuron within the claustrum.

Keywords : claustrum, single-axon, visual cortex, axonal reconstruction, varicosities
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Introduction

The claustrum is a bilateral thin sheet of gray matter, located between the insular cortex and the
putamen present in all mammalian brains (Edelstein & Denaro, 2004; Kapakin, 201 1). Although
its shape varies between species, it appears as a dense group of neurons located in a region that
is less densely myelinated than the surroundings (Wang et al., 2017). Its functions have long
remained elusive because of its small size and its location between external and extreme capsule
of the cortical white matter, which make it difficult to manipulate, or to record its activity
(Haines, 2004). Indeed, shutting down both claustrum without interfering with surrounding
structures would be extremely delicate. To study the labelling of the claustrum, it would require
precise injections (Crick & Koch, 2005), which are difficult to achieve without spread tracer
(Torgerson & Van Horn, 2014). There are also few identified claustrum-specific

neuroanatomical markers (Mathur, 2014).

The claustrum is the most interconnected brain structure per unit volume (Torgerson et al.,
2015). It maintains numerous direct reciprocal connections with almost all the neocortical areas
(Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017). It is also connected with subcortical areas such as the
putamen, globus pallidus and lateral amygdala (Park ef al., 2012). Even though most cortical
projections to the claustrum are bilateral, ipsilateral projections are generally stronger (Wang et
al., 2017). We also now know that the functions of the claustrum are related to its internal
connectivity and its strong and reciprocal connectivity with the cortex. Indeed, the claustrum
would play a role in the amplification and synchronization of cortical oscillations (Smythies et
al., 2012) and in attention (Goll ef al., 2015). Other hypothesis stipulate that it could also play
a role in cognitive processes (Smith & Alloway, 2014; Brown er al., 2017), multimodal

integration and conscious percepts (Crick & Koch, 2005).

Anterograde labelling of the sensory cortical projections to the claustrum shows that they are
organized in sensory specific longitudinal layers throughout the length of the claustrum.
Specitically, projections from visual and auditory cortices terminate in the middle of the
claustrum, while olfactory and somatosensory/motor projections terminate in the ventral and
dorsal claustrum respectively. Prefrontal cortex appears to have projections distributed through

all the dorsoventral extent of the claustrum (Atlan et al., 2017). Moreover, the connections with
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the frontal cortices such as prefrontal cortex and the cingulate cortex are very strong (Milardi et
al., 2015; Torgerson et al., 2015; Wang et al., 2017). Single axon studies show target specific
branching patterns that show the spatial distribution of potential synaptic contacts within defined
structures (Rockland, 2002; Stepanyants & Chklovskii, 2005; Clasca, 2016; Mengual, 2016;
Parent, 2016b; Rockland, 2020). How the modality specific projection lines within the claustrum

arise by the contribution of single axons is presently unknown.

The specific anterograde tracer Phaseolus vulgaris leucoagglutinine (PHA-L) was injected in
the visual cortex of the mouse to label axons of cortical projections to the claustrum. Tree-
dimensional axon reconstructions were performed with Neurolucida 360 software (MBF
Bioscience). Axonal varicosities were charted to show how the inputs for single axons are
distributed into the claustrum and to better understand the internal organization of sensory

projections to this structure.

Material and methods

Animals

Five CS7BL/6J mice between 8 and 10 weeks received a tracer injection. Labelling density was
very high in two mice, making reconstructions of individual axons in densely labelled areas
difficult. Individual axons were reconstructed in three mice. They were raised in enriched
environment with a controlled ventilation (45 to 60% humidity) and controlled temperature
(between 20 and 25°C) on 12 hours a day of light. All procedures followed the guidelines of the
Canadian Council on Animal Care and approved by the ethics committees of the Université du

Québec a Trois-Rivieres.

Surgery

Prior to surgery, animals received subcutaneous injections of Buprenorphine (0.1 mg/Kg) and
sterile saline (0.5 ml). Anaesthesia was induced with 5% isoflurane in O» and maintained at 2%
throughout the surgical procedure. Lubricant eye gel (Tear-Gel®, ALCON) was applied to avoid
corneal dehydration. Animals were placed in a stereotaxic apparatus and a scalp incision was
performed to expose the skull. A burr hole was performed at the targeted coordinates and a glass

pipette (CA 20 um diameter, see table 1) filled with 2.5% Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
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was inserted into the brain. PHA-L was delivered iontophoretically using a 2 pA positive current
with a 7s ON/OFF duty cycle for 10 minutes at two cortical depths (for the injection parameters,
see table 1). After the injection, the pipette was removed and the skin was sutured. Carprofen
(12.5 mg/Kg; Rimadyl®) was administered subcutaneously to control inflammation. After one-
week survival, the mouse was perfused with PBS 0.1M and paraformaldehyde (PFA) 4%
intraventricularly. The brain was extracted from the skull and post-fixed in PFA 4% for an hour
and a half. It was then placed in a sucrose 30% solution in PBS 0.1M overnight for
cryoprotection. The brain was frozen in dry ice and conserved at -80 degrees until further

processing.

Table 1 — Injection parameters

Injection Case Coordinates from Bregma Current Tip On/Off Duration
site code (mm) (nA) (um) (sec) (min)
AP Depth ML
\2 ADI -3.00  -0.80/-0.65 -1.73 2 21 7 2x15
\2 AD3 -3.50  -0.75/-0.90  -2.25 2 23 7 2x15
VM AC4 -2.70  -0.65/-0.80  -1.20 2 20 7 2x15
Histology

The brains were cut into 80pum coronal sections with a sledge microtome (Leica, Model
SM2400, #0601/062.007). Sections were rinsed three times in 0.1M PBS and then placed in a
50% methanol solution for twenty minutes. They were rinsed again before they were incubated
in blocking solution (1% Normal donkey serum, 0.IM glycin and 2% Triton-X-100 in 0.1M
PBS) at 37°C overnight. Sections were then placed in primary antibody solution (Goat anti-
PHA-L (1:1000), rabbit anti-MBP (myelin basic protein) (1:1000) and guinea pig anti-NeuN
(1:6000) in blocking solution) (see table 2) for 72 hours at 37°C. They were rinsed three times
in PBS 0.1M and then incubated in secondary antibody solution for 2 hours at 37°C (anti-goat
Alexa 488 (1:500), anti-rabbit Alexa 555 (1:500) et anti-guinea pig Alexa 647 (1:500) in
blocking solution) (see table 2). The sections were rinsed again and placed on gelatine-subbed
slides. Great care was taken to keep every section and to maintain them in order. The sections

were then dehydrated in graded ethanol and cleared in xylenes and coverslipped.
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Table 2 — Antibodies

Primary antibodies Animal Laboratory Dilution Code
Myelin Basic protein Rabbit Abcam 1:1000 ab40390
Phaseolus Goat Vector laboratories  1:1000 AS-2224
NeuN Guinea pig ~ Millipore Sigma 1:6000 ABN90

Secondary antibodies Animal Laboratory Dilution Code

Goat Alexa Fluor 488 Donkey  Jackson laboratories  1:500  AB 2336933
Rabbit Alexa Fluor 555 Donkey Biolegend 1:500 406412
Guinea pig Alexa Fluor 647 Donkey Jackson laboratories  1:500  706-605-148

Microscopy

Low-power magnification of MBP (figure 2b) and NeuN (figure 2¢) staining (10X, UPlanSApo
10X/0.4000/0.17/FN26.5 UIS2) were taken for every section to delineate the claustrum. High-
power stacks (image thickness of 15um distanced with 0.2um which makes 75 images/stacks)
of PHA-L labelled axons (100X, UPlanSApo 100X/1.400il «/0.17/FN26.5 UIS2) were taken
in every section through the claustrum (figure 2d-e) with a DSU spinning disk confocal

microscope (Olympus BX51W1) controlled by Neurolucida (MBF Bioscience).

Analysis

The image stacks of PHA-L labeled axons segments were opened in Neurolucida 360 (MBF
Bioscience) to trace every axon in 3D with the wuser-guided tool and to manually label the
varicosities. Varicosities are recognized as axon swelling that are potential sites bearing synaptic
contacts. Those synapses are present when the size of the varicosities is over 1.5 times the local
axonal diameter (Florence & Casagrande, 1987; Gerfen et al., 1987; Jensen & Killackey, 1987).
To label potential synapses, we included the criteria of the size of the varicosity to this study
and the ratio between the varicosity diameter and the local caliber of the axon was calculated
automatically in Neurolucida 360 software. Sections were then registered to reconstruct the 3D
claustrum and the axon segments were spliced together to reconstruct the whole axons along the
full length of the claustrum. Axons were then analyzed with Neurolucida Explorer (MBF
Bioscience) to obtain axonal diameter and length and varicosity number, size and linear

distribution along the length of the axon. To compare the maximal diameter of the varicosities
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between the different projection groups (VI1, V2M ipsilateral and V2M contralateral), a
Kruskall-Wallis test was used. A Spearman correlation was used for the linear regression of the
Poisson distribution between the mean and the standard deviation of the intervals between the

varicosities. Every statistical analysis was made using SPSS software.

Results

One mouse (AC4) was injected into the medial secondary visual cortex (figure 1a) and two mice
(AD1 and AD3) were injected in the primary visual cortex (figure 1b and Ic). This led to a
comparative study of the projections of the primary visual cortex to the claustrum and the
projections of extrastriate visual cortices to the claustrum. The injection sites of V1 overflowed
into the white matter, but the dense projection to the lateral geniculate nucleus, (seen in figure

1b) confirms that the labeling comes from V1 (reference).

Figure 1 - Injection sites in the 3 specimens. Photomicrographs of NeuN (blue) (help to delineate the
cortices) and PHA-L (green) which represent the injection sites of Phaseolus vulgaris leucoagglutinin
of specimen AC4 (A), AD1 (B) and AD3 (C). The white lines delimit V2M (medial extrastriate visual
area) of AC4 (A) and V1 (primary visual cortex) of AD1 (B) and AD3 (C). Scale bar = 500um.

NeuN and MBP immunostaining permitted clear delineation of the claustrum boundaries (figure
2a-b-c). As previously shown, it appeared as a densely packed group of neurons in a myelin-
poor ovoid region between the external capsule and insular cortices (Wang et al., 2017). Higher
power photomicrographs show here that the PHA-L labelled cortical projection axons in the
claustrum were not myelinated (figure 2d). PHA-L injections in visual cortices produced
distinctly labelled axons throughout the claustrum. Although the injections were relatively large,
the density of the labelled axons in the claustrum was quite low allowing for unambiguous
reconstructions of individual arbors (figure 2¢). Labelled axons were generally thin and poorly

branched in individual sections. Localized swellings of axon diameter indicated the presence of
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individual varicosities that were charted along the axon’s trajectories (figure 2¢). All the axons
from the visual cortex entered the claustrum by its caudal most extremity and extended for

various lengths rostrally.

(a)

Figure 2 — Claustrum delineation, myelinisation and labelled axons. A) Photomicrographs (10X) of a coronal section
(0,4mm from bregma) of the mouse brain in NeuN staining. Scale bar = Imm. B and C) Magnification of the white square
in A. Photomicrographs (10X) of MBP staining (magenta) (B) and NeuN (blue) (C) with the delineated claustrum in white
dot contours. Scale bar = 200um for both pictures. D) Photomicrograph (40X) of MBP (magenta) and PHA-L (green)
double staining that illustrates non-myelinated axons. Scale bar = 25um. E) Photomicrographs (100X) of PHA-L
immunostaining showing 3 axons. White arrows point varicosities on the axons. Scale bar = 10um.

Our observations are based on the reconstruction of 22 axons (table 3). The axonal branches
were reconstructed from their entry point in the claustrum and followed for their whole

trajectory within the claustrum until they either terminated or exited the claustrum. Some axons
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were traced after exiting the claustrum into the striatum and some were also traced towards the

injection site to search for earlier bifurcation.

The total length of the reconstructed axons is ranged between 421,6 lum and 12 265,97 um after
applying a shrinkage correction of 5,33. The nominal section thickness of 80um was on average

15pm after sections were dehydrated and mounted.

Table 3 — Description of every reconstructed axon

nimal Contex emsphere TLIED | ersse | Lengh o ety b
1 AC4 V2M Contra 428347 0,704 65,74 3
2 AC4 V2M Contra 12 265,97 0,959 12,25 22
3 AC4 V2M Ipsi 1219,59 0,840 9,05 ]
4 AC4 V2M Ipsi 803,21 0,868 0 5
5 AC4 V2M Ipsi 421,61 0,855 0 |
o AC4 V2M Ipsi 564,04 0,802 0 |
7 AC4 V2M Ipsi 1785,33 0,723 24,12 3
8 AC4 V2M [psi 1638,40 0,778 4,87 3
9 AC4 V2M Ipsi 2946,38 0,712 37,26 5
10 AC4 V2M Ipsi 3093,77 0,724 9,05 4
11 AC4 V2M Ipsi 3164,11 0,674 18,94 2
12 AC4 V2M Ipsi 4138,18 0,676 14,95 6
13 AC4 V2M Ipsi 5684,72 0,789 22,11 9
I ADI V1 Ipsi 765,46 0,706 4,26 |
15 ADI Vi Ipsi 1232,86 0,635 19,72 4
16 ADI Vi [psi 1168,47 0,665 40,38 1
17 ADI Vi Ipsi 5809,23 0,773 40,14 7
18 AD3 Vi Ipsi 715,97 0,614 23,28 1
19 AD3 Vi [psi 1637,39 0,629 3,67 2
20 AD3 Vi Ipsi 4806,07 0,658 13,82 8
21 AD3 Vi [psi 10512,58 0,805 14,69 i1
22 AD3 Vi [psi 9766,56 0,900 35,75 12

The reconstructed axons of our sample are very thin. The estimated average diameter of the
axons, (figure 3) ranges from 0,614 um to 0,959 um and the length weighted average of the
whole sample of'axons is 0,792 um. These averages were calculated for each axon by obtaining

the diameter of every segment/branches of the axons and multiplicate it by the length of this
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branch. The sum of those results for every branch was made and divided by the total length of
the axon. Some axons were invisible on the taken stacks because of the too small branches and
those parts were reconstructed live on the microscope instead of NL360. We calculated the
proportion of the missing data. The proportion of the axon that was reconstructed manually,
which means that has no diameter and no varicosity data on those branches, was calculated by
a ratio between the length of the axon that had a very little constant diameter (that meant it was

reconstructed by hand) and the total length of the claustrum.
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Figure 3 — Violin graph of the weighted average axonal diameters.
Black horizontal line shows the average of the axonal diameters of
every axon, which is 0,792 pm (0,749 non weighted), (ranged

The reconstructed axons within the claustrum of each specimen are shown in figure 4. Most
axons travelled for distances of 2-3 mm from the caudal to the rostral pole through the full length
of the claustrum (green shell). Some axons were shorter remaining in the caudal pole of the
claustrum for distances of only 500-1000um (table 3). As expected (Wang et al., 2017), the
injections in the primary visual cortex produced labelled axons in the ipsilateral claustrum only
in both cases AD1 and AD3 and injections in the medial extrastriate visual cortex produced
labelled axons bilaterally. In the case ADI (figure 4a), four axons were reconstructed: three
short axons that remained in the caudal pole of the claustrum, and a long poorly branched axon
that had one branch that extended for the full length of the claustrum. The other branches either
course alongside the main longer branch or coursed more ventrally in the claustrum also parallel

to the other branches. In the case AD3, also injected in the primary visual cortex, labelled 5
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axons in the ipsilateral claustrum (figure 4b). Of these, three travel for almost the full length of
the claustrum and two are short and remain in the caudal tier. Together, the three longer axons
form a denser line of projection with more profuse axonal branching. From this line of
projection, isolated unbranched collaterals course ventrally and pursue their trajectory parallel
to the main line of projection. One of the longer axons exited the claustrum rostrally and pursued
its course in the striatum. The reconstruction of this particular branch is incomplete as the very
fine branches within the striatum were difficult to follow consistently through adjacent sections.
In the case AC4 (figure 4c-d), eleven axons were reconstructed in the claustrum ipsilateral to
the V2M injection (figure 4c). Seven axons were quite short and poorly branched, two were
long and linear with no significant branching and two were long and emitted a few collateral
branches. The combined axons did not form a distinct line of projection in the claustrum but
they rather followed almost parallel linear courses at different dorso-ventral levels within the
claustrum. The short axons remained in the caudal most claustrum forming a compact “bunch”.
In this case, two axons were reconstructed in the claustrum contralateral to the PHA-L injection
(figure 4d). One axon travelled for more than half the length of the claustrum and branched
profusely forming a compact line of projection in the middle axis of the structure. The other
axon was very linear and emitted only a few short side branches. It coursed ventral and parallel
to the projection of the other axon for the full length of the claustrum. The axon also exited the
claustrum for its rostral end to pursue its course in the striatum. Here also the reconstructions

within the striatum were incomplete.

The branching pattern of the reconstructed axons suggests three main patterns; long and
branched axons, long and linear axons, and short axons (figure 5). It is interesting to note with
this categorization that every short branch are projections of the cortex to the ipsilateral
claustrum only. Every contralateral branch coming from V2M are very long, but n=2 is too
small to make generalizations. Moreover, in the long and linear category, there is no axon
coming from V1. Only V2M axons are long and linear; V1 are long and branched, or short.
There are a lot of red axons in the short category, mostly because of the density in the beginning

of the AC4 ipsilateral claustrum (figure 5b).
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In order to see if visual cortical projection axons to the claustrum are dedicated to this structure
or whether they have collateral branches to other targets, eight axons were reconstructed from

their entry in the caudal end of the claustrum within the external capsule towards the cortical

injection site (figure 6).
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(@)  Case AD1, V1, ipsilateral D

(b)  Case AD3, V1, ipsilateral

Figure 4 — Tree-dimensional axon reconstructions in claustra shells. Reconstructed axons of the projections from the primary
visual cortex to the ipsilateral claustrum of specimens AD1 (A) and AD3 (B). Reconstructed axons of the projections from
the medial secondary visual cortex to the ipsilateral claustrum of specimen AC4 (C), and to the contralateral claustrum of
specimen AC4 (D). The black arrows show the dorso-ventral axis (D and V) and the rostro-caudal axis (R and C). Scale bar
=500 um.
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(a) Long and branched
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Legend:

AC4 ipsilateral (V2M)
AC4 contralateral (V2M)
AD1 ipsilateral (V1)
AD3 ipsilateral (V1)
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(c) Long and linear

NSRRI -

(b) Short

Figure 5 — Reconstructed axons, shown separately in different categories to better see the branches and the morphoiogy.
Blue axons are secondary visual cortex projections to the contralateral claustrum (AC4); Red axons are secondary visual
cortex projections to the ipsilateral claustrum (AC4); Black axons are primary visual cortex projections to the ipsilateral
claustrum (AD3) and green axons are primary visual cortex projections to the ipsilateral claustrum (AD1). A) Ramified
reconstructed axons that travels all the length of the claustrum. B) Small and short axon, with no or almost no ramifications,
that stops their way at the beginning of the claustrum. C) Linear axons that travel all the length of the claustrum, with no
collaterals. See the legend for the cortex which the axons are from (V2M or V1), the specimen (AC4, AD1, AD3) and if
the axons are in the ipsilateral or contralateral claustrum. Scale bar = 500pm.
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Figure 6 — Tridimensional reconstruction of the axons from the
caudal end of the claustrum to the injection site, and from the rostral
end of the claustrum to other structures. Reconstructions of labelled
axons from ipsilateral primary visual cortex of case ADI (A) and
case AD3 (B) and from contralateral V2M in case AC4 (C). The
boundaries of the claustrum indicated by the curved lines. The other
straight dotted lines indicate the regions through which the axons

are passing. Scale bars = 500pm.

Six axons were reconstructed upstream toward the injection site in the two cases that received

PHA-L injections in VI (figure 6a-b). In the case ADI, one axon had a right-angle bifurcation

giving rise to a collateral branch going into the lateral extrastriate visual cortex (figure 6a). This



branch was not reconstructed in further details. No bifurcations were observed in the axons of
case AD3 (figure 6b). Two axons were followed toward the injections delivered in V2M (figure
6¢). Of these axons targeting the contralateral claustrum showed a right-angle bifurcation in the
white matter underlying the auditory cortex producing a branch that ascended radially toward
the superficial layers 2/3 of this cortex. The reconstructions were pursued further toward the
injection sites and no further bifurcations were observed in this case (figure 6¢). In general, the
axons travelled mostly in the external capsule white matter (WM). The axon also cross cortices
like the insular cortex (IC), the endopiriform nucleus (DEn) and the temporal and entorhinal
cortex (TeA-Ect) before travelling further into the white matter. Case ADI (figure 6a) also cross
the somatosensory cortex before going into the secondary lateral visual cortex. The
reconstructions were terminated as they approached the bright fluorescent halo formed by the
cortical injections and were intermingled with the dense lattice of labelled axons surrounding

the injection site that did not permit unambiguous reconstructions.

We also followed two axons outside of the claustrum as they exited the rostral pole of the
claustrum. One from the injection in V1 that targeted the ipsilateral claustrum and one in V2M
and targeting the contralateral claustrum (black axons of cases AD3 (figure 6b) and AC4
contralateral (figure 6¢)). Both axons pursued their trajectory into the caudate putamen (Cpu) of
the striatum. The latter could be followed further as it entered the frontal infralimbic (IL) and
ventral orbital (VO) cortices (figure 6¢). Those axons were also difficult to follow, because
visual cortex projects itself to the striatum, so multiple axons were marked in those regions; it

was difficult to differentiate the axons.

Local axonal swellings were charted along the axonal trajectories using the varicosity detection
functionalities of MBF Neurolucida 360. Varicosities were scored when their diameter exceeded
the local diameter of the axon by a factor of 1.5. Some axonal segments were difficult to
reconstruct with the semi-automatic user guided reconstruction and were charted in a manual
mode. This mode of reconstruction does not allow varicosity detection and charting, therefore
there were some axonal segments on which no varicosities were charted. The linear density of
varicosities 1s expressed by dividing the total number of varicosities on each axon by the total

length of the axonal segments for which varicosities were charted. In order to test the hypothesis
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that the varicosities are distributed randomly along the axon without particular aggregation, the
distance to previous function was used. A random distribution without significant aggregation
of varicosities should result in a Poisson distribution of these distances, as shown in figure 7b,

according to the frequency of the intervals between the varicosities of every axon.
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Figure 7 — A) Frequency distribution of the intervals between the
varicosities. We can notice that in majority, the distance between
the varicosity is very small (around [0um), but sometimes they are
separated by a long distance (until 226 um). B) Distribution of the
standard deviation in function of the mean intervals between the
varicosities (um) of every reconstructed axon (n=22). The thick
black line represents the linear regression of the intervals between
varicosities. The red dotted line indicates the linear regression of a
perfect Poisson distribution. The black dotted lines represent the
confidence intervals (95%).

To test the hypothesis that the distribution of varicosities along axons is random, the standard
deviation and the mean interval between the varicosities were plotted for each axon (figure 7).

There was a significant correlation between standard deviation and mean spacing (Spearman
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correlation coefficient = 0,747, p<0,0001). The linear regression between these variables had a
slope of 1,432. The unity value is within the 95% confidence interval which ranges between
0,977 and 1,886, indicating that the distribution of varicosities is random and follows a Poisson

distribution.

The maximal diameter of the varicosities was also calculated (figure 8). The general average of
the maximal diameter was 0,979+0,26 um. The maximal diameter of varicosities from the
ipsilateral V2M was significantly greater (mean=1,087+0,262) than those from the contralateral
V2M (mean=1,042+0,259) and V1 (mean=0,945+0,245) (p<0,0001). Varicosities from the
contralateral V2M were also significantly larger than those from V1 (p<0,0001). However, the
Cohen d statistic (0,245 for V1-V2Mcontra; 0,266 for V2Mispi-V2Mcontra; 0,259 for V1-
V2Mipsi) indicates these differences between the maximal diameter of the varicosities to be

weak.

2.5+

2.0+ '

Maximal diameter {(m)

Figure 8 — Violin graphs of the maximal diameter of the
varicosities. Blue : V2M contralateral (AC4), Red : V2M
ipsilateral (AC4), Green : VI (ADL and AD3). This shows an
average of approximately | pm of diameter.
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Discussion

The anterograde labelling observed following PHA-L injections in visual cortices was consistent
with prior reports of visual cortical projections (Coogan & Burkhalter, 1990; 1993; Wang &
Burkhalter, 2007). Both injections produced labelled axons and terminal fields in several
extrastriate visual cortical areas and in the dorsal lateral geniculate and lateral posterior
thalamus. The injection in the primary visual cortex produced labelled axons in the ipsilateral
claustrum only, whereas the injection in the medial extrastriate cortex labelled axons bilaterally
in the claustrum, consistent with previous reports (Wang et al., 2017). Although retrograde
labelling can occasionally be observed following PHA-L injections, no retrogradely labeled
neuronal cell bodies were observed in this material. Therefore, the labelled axons described

certainly originate from cortical neurons and not from claustral neurons.

The present results provide novel information on the spatial distribution of individual axons and
their terminals from the visual cortex to the claustrum in the mouse. Although the sample of
axons presented here might not represent a comprehensive sample of the cortico-claustral
projection axonal morphologies, some recurrent aspects even within this small sample, do

suggest important features of visual projections to the claustrum.

The degree with which our axonal reconstructions within the claustrum were complete is
difficult to assess. The axons were reconstructed as they entered the claustrum until they either
ended or became so small and ill-defined that unambiguous reconstruction could not be pursued.
It is therefore quite likely that the finer branches of these axons were not charted. Some axonal
segments were seen traversing the claustrum for just a few sections without any significant
branching. These axon segments were not retained in the present analysis. Some axonal
segments entered the claustrum and travelled only short distances before ending with a club-
like terminal within the depth of the section. This indicated a genuine ending and not a “cut”
axon. These segments were conserved in the present sample, but these mainly short axons were

not reconstructed outside the claustrum.

The reconstructed axons were all very thin and unmyelinated. There are few accounts of the
caliber and arbor structure of cortico-claustral projection axons. Axons of the striate projection

to the claustrum in the tree shrew were reported to be thin (Day-Brown et al., 2017), although
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this study does not provide actual measurements of axonal calibers. Moreover, none the PHA-
L labelled axons within the claustrum were myelinated. This is in agreement with the
observations that the claustrum in mouse (Wang et al., 2017) and marmoset (Pham ef al., 2019)
1s less myelinated than the surrounding structures. In our material, some myelinated fibers
crisscrossed the claustrum profile, but none of these were labeled cortical projection axons.
Similarly, intrinsic myelinated fibers were also described in the marmoset claustrum (Pham et
al., 2019). The very small caliber and absence of a myelin sheath on visual cortico-claustral
axons suggest slow conduction speeds for these axons. The range of the axonal shown here
would correspond to conduction velocities of approximately 1 ms™ (Wen & Chklovskii, 2010).
Considering the total length of the mouse claustrum of approximately 2-3 mm, this would mean
that the conduction delay between the caudal and rostral end of the claustrum would be
approximately 2-3 ms. These delays are crude approximations as they do not consider other
morphological features of axons that can aftect conduction velocity and delays such as branch
points and local axonal varicosities (see Debanne, 2004), however, they are commensurate with

estimated delays in corticocortical and callosal connections in monkeys (Tomasi et al., 2012).

The reconstructions of axons of the visual cortical projections suggest mainly two modes of
spatial distribution of these inputs within the claustrum. Firstly, we observe axonal segment that
exhibit a very linear unbranched morphology. This is mainly what was observed for the short
and the long and linear axonal segments. Similarly, such linear unbranched and often quite
lengthy segments were also observed as collaterals of axon bearing other more profusely
branched collaterals. In addition, some axon collaterals showed a more profuse localized
branching pattern. The linear axonal segments bear resemblance to type [ corticothalamic
projection axons that possess long thin branches with occasional en passant swelling and
“drumstick-like” side branches (Rockland, 1994; 1996). As shown here in the mouse, the more
arborized branches of cortico-claustral axons bear only cursory similarities with type Il
corticothalamic axons; they are much thinner than these corticothalamic axons and not bear very

large terminals, as also shown in the treeshrew (Day-Brown ef al., 2017).

Whereas bulk labelling of neuronal projections show the overall distribution of information to

a specific area, the structure of single axons can show more specific patterns within structures.
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The arrangement of labelled axons within the claustrum shows a denser concentration of axons
through the middle axis of the claustrum, which corresponds to the visual domain of the
structure. Bulk labelling of sensory cortical projections to the claustrum has shown that each
sensory modality forms an elongate line of projection throughout the length of the claustrum
(Atlan et al., 2017). The single axons shown here, although poorly arborized, form a denser
projection along such a projection line. This projection pattern thus arises from these
longitudinal axonal branches that travel for significant distances within this line of projection.
In addition to this denser central projection, individual longitudinal axonal branches diverge
from the main projection and pursue their trajectory more ventrally without any significant
branching. These branches suggest that visual information can be conveyed to domains within
the claustrum attributed to other sensory modalities. Whether this projection pattern can be
generalized is presently unknown. Sensory modality specific projections to particular sectors of
the claustrum has been shown in the dorsocaudal portion of the claustrum in the cat (Sanides &
Buchholtz, 1979) and in the ventral portion in the rhesus monkey (Remedios et al., 2010). Single
axon studies are lacking in the claustrum in these species and axonal branches outside these

modalities-specific sensory domains have not been documented.

It has been suggested that, due to its high connectivity with many cortical regions, the claustrum
might play a role in multisensory integration and functional studies in humans have supported
this hypothesis (Hadjikhani & Roland, 1998; Banati ez al., 2000; Naghavi ef al., 2007). Whereas
some studies have noted multimodal sensory responses in claustrum neurons (Segundo &
Machne, 1956; Spector et al., 1974; Clarey & Irvine, 1986), which could enhance the efficacy
of the claustrum in its role in attention by merging two modalities together (Goll e al., 2015),
others show distinct modality specific responses (Olson & Graybiel, 1980; Sherk & LeVay,
1981; Remedios et al., 2010). We show here that the isolated individual axonal branches that
venture into the territories of non-visual domains do not form a high density projection and one
might surmise that this cross-modal input be rather weak and insufficient to trigger supraliminal

responses of claustral neurons.

In our sample of axons, we show here for the first time collateral branches to claustrum and

striatum for a primary sensory cortex. Indeed, two individual axons travelled through the
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claustrum and entered the striatum and orbital cortices. Other axons in our sample might also
enter these structures but these branches were too fine or incompletely filled to be followed
further. There are few mentions of single axons of cortical projections that project to both
claustrum and striatum. Single axons of cortico-striatal projection neurons from prelimbic
cortex in rats (Lévesque & Parent, 1998) and motor cortex in monkeys (Parent & Parent, 2006;
Parent, 2016a) were shown to emit collaterals to the claustrum (Lévesque & Parent, 1998; Parent
& Parent, 2006; Parent, 2016a). Although projections between the frontal cortex (Kemp &
Powell, 1970; Kiinzle & Akert, 1977; Jiirgens, 1984; Selemon & Goldman-Rakic, 1988; Stanton
et al., 1988) and visual cortex to both the striatum and claustrum have been shown in several
species, the above-mentioned single axon studies and our results show that some single axons
of cortical projections can target both structures (Parent & Parent, 2006). In addition, the
claustrum is reciprocally connected with the striatum (Wang, 2018; Borra er al., 2020).
Moreover, some axons of thalamocortical projection neurons from paracentral and central
lateral nuclei also have collateral branches to striatum and claustrum (Clasca, 2016) further
stressing the intricate relationships between these structures. These observations support the
importance of the claustrum in a cortico-subcortical circuitry involved in integrating limbic

motor and sensory information.

In order to know whether axons of this cortical projection to the claustrum send collateral
branches to other cortical areas, some axons were followed towards the injection site. Two axons
from the primary visual cortex were observed branching into lateral extrastriate visual cortex
and one axon form V2M branched into auditory cortex. These results show that visual
corticoclaustral projection neurons can establish connections to other visual areas as well as to
areas of the other sensory modalities. These collateral branches could be involved and
supportive of the role of the claustrum in the synchronization of cortical activity (Smythies,
2014). Many axons can have several collateral branches to different targets (Rockland, 2013;
2018; 2019). Branching visual cortical axons is more ubiquitous than previously thought.
Indeed, a previous study showed that about 40% of visual corticocortical projection neurons
target two to seven other cortical areas (Han ef al., 2018). This led to the suggestion that a
minority of visual cortex projections neurons are dedicated to specialized visual information

specific to their unique target, and that the majority of neurons share information in a form
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suitable for a varied subset of targets (Han ef al., 2018). The properties of sensory responses in
the claustrum could suggest that it receives less specialized information conveyed by such
“broadcast” neurons that might project to varied targets. Indeed visual, auditory and
somatosensory responses in the claustrum show much less specific properties than the
corresponding sensory cortices. For example, claustral neurons show no orientation selectivity,
auditory claustrum neurons are not tightly tuned and somatosensory claustrum show a limited
repertoire of somatosensory responses (see Goll ef al., 2015 for review). This could suggest that
the majority of cortical projections to the claustrum also send collateral branches to other targets
not limited to a single sensory modality. The degree of branching of our visual projections to
the claustrum is likely underestimated. Collateral branching to auditory cortex occurred far from
the injection site in one axon and branches to other visual areas occurred much closer to the
injection site. In the reconstructed visual cortical axons, many emitted branches in the close
vicinity of the parent neurons in the visual cortex (Han et al., 2018). The dense fluorescent halo
surrounding the injection site made it impossible to follow the axons to the cell body and axon
bifurcation within this halo would have been overlooked. Furthermore, reconstructed axons in
the Mouselight database shows that most cortical neurons that target the claustrum terminate in
multiple other targets. In addition to branching into other cortical areas, some axons travelled
for some distances within the cortical gray matter and axonal varicosities were observed along
these trajectories. These varicosities can indicate potential synaptic contacts to somatosensory,
insular and temporal cortices even in the absence of conspicuous elaborate arbors within these

cortices.

The varicosities in the present material were mostly distributed along the generally linear path
of the axons although occasional club-like stalked terminals were also observed. The size and
distribution of varicosities are commensurate with previously reported observation in the
treeshrew. [ndeed, axons were reported to form small boutons in a “beads on a string” manner
or slightly larger terminal grouped in clusters (Day-Brown ef al., 2017). Clustered varicosities
were not observed in the present material. Either these clusters are uncommon in the mouse or

they might be more frequent in tree-shrew.

Varicosities were mapped on the axons and they appear to be randomly distributed along all the

length of the claustrum. Axonal varicosities are good markers for potential presynaptic sites
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(McGuire et al., 1984; Hellwig et al., 1994). We find no evidence for a contagious distribution
of the varicosities along the axons. Indeed, the spacing between varicosities does not differ
significantly that what would be expected. A similar random distribution of varicosities has been
reported in cortical pyramidal local axons (Hellwig et al., 1994). As in their study, we use the
standard deviation (SD)/mean ratio as a statistical estimator of homogeneity of event
distribution. In a Poisson process, this ratio is unity, higher values indicate heterogeneity and
lower values, homogeneity. SD and mean spacing between varicosities were significantly
correlated and the regression slope did not significantly differ than unity showing a random
distribution of the varicosities for all the axons that were reconstructed here. In a similar study,
the distribution of varicosities along hippocampus perforant axons was shown to be more
homogeneous (Shepherd et al., 2002). Similar patterns were also observed for neocortical axons
(Amir et al., 1993; Hellwig et al., 1994; Kincaid et al., 1998, Liibke et al., 2000; Weller et al.,
2000; Shepherd et al., 2002). Varicosity clustering could indicate spatial specificity of neural
connections. The random distribution of potential synaptic contacts along the linear poorly
branched paths of the reconstructed axons does not support local high input density. Our results
show that corticoclaustral axons travel in rather straight lines. This also indicates that contacts
are established randomly along their path and that axons do not seek out specific synaptic sites
by local bending or by adopting highly tortuous trajectories. Consequently, local density of
synaptic contacts of these cortical axons seems quite low. However, principal claustral cells
receive the majority of cortical input (Juraniec et al., 1971; LeVay & Sherk, 1981; Hinova-
Palova et al., 2007), and are distributed throughout the length of the claustrum (LeVay, 1986;
Reynhout & Baizer, 1999; Patzke et al., 2014). Although synaptic connections between
principal claustral neurons have been proposed to integrate cortical inputs in the claustrum
(Crick & Koch, 2005; Smythies et al., 2012; Druga, 2014; Smythies, 2014), recent evidence
shows that synaptic contacts between these neurons are rare (Kim er al., 2016). However,
parvalbumin expressing claustral neurons also receive cortical input and are linked by electrical
and chemical synapse supporting a longitudinal connectivity within the claustrum (Kim et al.,
2016). In view of the axonal morphologies shown here, one could expect that individual axons

would weakly contact individual claustral neurons but potentially many neurons through the
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length of the claustrum. The lengthy trajectories of these corticoclaustral axons could however,

in conjunction with the intricate intraclaustral connectivity, affect wide territories therein.

Varicosities were observed along the axons as they travelled through the white matter of the
external capsule. Axonal varicosities are indicative of synaptic contacts. There are few accounts
of synaptic contacts within the white matter as there are few postsynaptic targets therein.
Glutamate release along axons has previously been reported (Kriegler & Chiu, 1993; Li et al.,
1999). Moreover, synaptic contact with oligodendrocyte precursor cells have been shown along
callosum and optic nerve axons in juvenile rats and ultrastructural evidence shows axonal
swelling at the sites (Kukley et al., 2007; Ziskin et al., 2007). Also, glial cells in white matter
express glutamate receptors (Fulton ef al., 1992; Karadottir et al., 2005). There is in adult
rodents a low-density population of white matter neurons and the dendrites of some of these
neurons extend within the white matter (Clancy et al., 2001) and could be potential postsynaptic
targets for the white matter varicosities of these axons. Transmitter release along axons could
result in a spread of neuronal signals and increase the apparent connectivity of neural circuits

(Kukley et al., 2007), which could contribute to the claustrum’s role in cortical synchronization.

In conclusion, we show here novel aspects of the cortical projection to the claustrum: i.
Individual visual corticoclaustral axons form sensory modality specific longitudinal projection
lines in the claustrum, 11. Some collaterals exit the sensory specific domains to travel through
domains dedicated to other sensory modalities, iii. Some collaterals exit the claustrum to pursue
their path in frontal cortices and striatum, iv. Varicosities are following a Poisson distribution
and are very thin in diameter. These features contribute to our understanding of the internal

structure of the claustrum and further emphasizes its high level of connectivity.

Conflict of interest

The author(s) confirm no conflict of interest with respect to the research, authorship, and/or
publication of this article. We received no financial support for the authorship, and/or

publication of this article.

78



Chapitre 4 : Résultats supplémentaires



4.1 Dendrogrammes

Les dendrogrammes (fig. 24) représentent les axones disposés linéairement avec les
collatérales et les arborisations représentées sous forme de schéma. Ce type de représentation
permet de visualiser le nombre d’ordre de bifurcation et la distribution des varicosités sur les

branches et par conséquent, ou se situent les synapses potentielles.

Comme expliqué dans le chapitre 3, les axones sont parfois trés longs, ramifiés et
¢mettent beaucoup de collatérales, alors que d’autres sont beaucoup plus courts et ne se
ramifient pas, créant ainsi des concentrations plus importantes d’axones dans les claustra. Il est
donc difficile de visualiser la morphologie simple des axones s’ils ne sont pas montrés
séparément. Les dendrogrammes ici permettent de bien voir quels axones sont fortement
ramifiés et lesquels le sont moins. Par exemple, I’axone 2 (bleu) a 22 ordres de branchement.
Les axones 13, 17,20, 21 et 22 en ont respectivement 9, 7, 8, 11 et 12. Les axones du cas AD3
sont donc tres ramifi€s. Plusieurs axones sont complétement lin€aires et ne se ramifient jamais,
soient les axones 3, 5, 6, 14, 16 et18. On voit aussi les axones qui sont tres courts, tels les axones
3,4,5,6, 14,15, 16, 18 et 19. Il est difficile de visualiser cette longueur avec un chiffre (comme
celui donné dans le tableau 3 du chapitre 3), étant donné que le chiffre qui correspond a la
longueur totale des axones considére aussi les branches collatérales. Si I’axone a beaucoup de
collatérales, comme par exemple I’axone 21, ils ont Iair tres longs (10 451 um), mais sur le
dendrogramme, on s’apergoit qu’ils parcourent une distance plus courte que d’autres axones,

tels les axones 1, 12, 11, 13, 10, 17, 22, qui ont une longueur pourtant moins €levée en chiffre.

Les dendrogrammes permettent également de visualiser la distribution des varicosités,
qui ne sont pas représentées dans les reconstructions axonales (telles celles des figures 4 et 5 du
chapitre 3). Avec ces dendrogrammes, on voit tres bien la distribution des varicosités (X noirs)
tout au long des axones, et nous sommes en mesure de visualiser qu’il n’y a pas d’agrégation
particuliére. La distribution linéaire aléatoire des varicosités suit distribution de Poisson. On
remarque également que la distribution n’a pas de lien avec I’ordre des branches d’axones (par
exemple, il n’y a pas plus de varicosités sur les branches terminales, ou vice-versa); elles sont

vraiment distribuées aléatoirement sur toute la longueur des axones.
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Figure 24. Dendrogrammes des 22 axones reconstruits. Les axones des claustra
AC4 controlatéral (bleu), AC4 ipsilatéral (rouge), AD1 (vert) et AD3 (noir)
sont représentés schématiquement par dendrogrammes. Les numéros des
axones font référence au tableau 3 du chapitre 3. Les X noirs représentent
I’emplacement des varicosités. Les lignes pointillées noires représentent les
endroits ou les axones ont €té reconstruits a la main.
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4.2 Autre axone et futur travail

Puisque les connexions les plus fortes vers le claustrum sont les projections des cortex
frontaux, j’ai aussi tenté de faire des injections du traceur dans le cortex cingulaire et dans le
cortex infralimbique. Puisque ces structures sont trés pres du sinus sagittal supérieur (2 mm de
bregma en AV, moins de 1 mm en ML) (Paxinos & Franklin, 2008; Xiong et al., 2017), la
chirurgie est plus risquée, car si on accroche le sinus lors de la chirurgie, la souris peut faire une
hémorragie grave et mourir. Pour éviter cela, il fallait injecter avec un angle de 30 degrés lors
de la chirurgie stéréotaxique et descendre encore plus profondément (a plus de 2 mm), ce qui
augmente la marge d’erreur pour atteindre la cible. De ce fait, I’injection est plus difficile a
réaliser que dans le cortex visuel et j’ai souvent raté la cible (fig.25a). J’al tout de méme réussi
a obtenir un animal avec une injection dans le cortex infralimbique qui déborde €galement dans
le cortex prélimbique, ainsi que dans le cortex cingulaire dans les coupes plus postérieures du
halo (fig.25b). Pour des futures analyses, d’autres injections seront faites et les souris injectées
dans les cortex cingulaires, infralimbiques ou prélimbiques seront regroupées en « cortex
frontaux ». Le but est de faire le méme travail qui a été accompli pour le présent mémoire pour
des axones du claustrum qui proviennent des cortex frontaux et de comparer ces projections

avec les projections sensorielles.

Figure 25. Sites d’injections de souris ou la cible était les cortex frontaux pour
des résultats supplémentaires. Ces photomicrographies a 10X montrent
I’injection en vert (PHA-L) et en bleu, les corps neuronaux (NeuN). Les lignes
blanches délimitent les aires corticales. En A (1,10mm de bregma), on observe
le site d’injection dans le cortex moteur qui a raté la cible. En B (1,70 mm de
bregma), on observe un animal qui a été conserve grace a son injection dans le
cortex infralimbique, qui déborde dans le cortex prélimbique et cingulaire.
Echelle = 500 pm.
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Un axone du claustrum ipsilatéral a été reconstruit de I’animal qui a été injecté dans
IL/Cg (fig. 26). Il n’a pas tout a fait la méme trajectoire que les axones provenant du cortex
visuel; il est plus court (longueur = 4364,28 um), il entre dans le claustrum par son pdle rostral
et se termine environ au 3/4 caudal du claustrum, il ne fait pas toute la longueur, comme d’autres
axones du cortex visuel peuvent parcourir. De plus, il n’est pas beaucoup arboris¢ (5 ordres de
branchement, voir dendrogramme de la figure 26b), et chemine dans tout I’axe dorso-ventral du
claustrum; il ne se situe pas seulement dans I’axe central du claustrum. En effet, il change de
trajectoire; 1l est situé¢ au milieu du claustrum au début, remonte dans le haut de 1’axe dorso-
ventral, alors qu’une branche s’arborise vers le bas, sortant du claustrum. Son diamétre moyen
est de 0,635 um, ce qui n’est pas significativement différent des axones visuels (p=0,182).
L’axone contient 78 varicosités, ce qui est proportionnellement acceptable par rapport aux autres
axones (ex. I’axone | a 63 varicosités pour 4264,83 um). Ses varicosités ont un diametre moyen
de 0,93 um, ce qui n’est pas significativement différent des varicosités du cas AD1 ni de AD3
(respectivement, p=0,791;0,730), mais significativement différent des varicosités du cas AC4
(injection V2M) (p<0,0001), qui était déja différent des cas des injectés en V1. Pour ’axone
présenté dans la présente section, ses varicosités sont espacées en moyenne de 27,31 um, avec
un écart-type de 25,96 um. Ces résultats suivent la loi de Poisson également (méme presque
parfaite, étant donné que les valeurs de la moyenne et de I’écart-type sont tres pres), comme les

axones provenant du cortex visuel.
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Figure 26. Résultats de la reconstruction tridimensionnelle d’un axone provenant
des cortex frontaux cingulaires/infralimbique vert le claustrum ipsilatéral.
Axone représenté dans le claustrum (contour vert) (A). Echelle = 250 pm.
Axone représenté sous forme de dendrogramme (B). Les X noirs représentent
les varicosités. Les lignes pointillées délimitent les endroits ou les branches ont
€t€ reconstruites a la main et donc, ou les varicosit€s n’ont pas €té marquées.
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Chapitre 5 : Discussion supplémentaire



5.1 Limites de I’étude

5.1.1 Le choix de P’espéce

Il est tres pratique pour les chercheurs de travailler sur les souris, étant donn€ que 1’on
peut faire des expériences répétées sur un tres grand nombre d’échantillons dans un espace limité
et avec du matériel restreint. De plus, les souris sont dociles, donc facilement manipulables, et
se reproduisent rapidement, ayant un temps de gestation de trois semaines (Masopust et al.,
2017; Sarkar & Heise, 2019). Elles comportent I’avantage d’étre le mammifere le plus connu
génétiquement, par ses mécanismes immunitaires, par son comportement, ainsi que son systeme
nerveux central (Roubertoux, 1982). Le cortex du cerveau de souris devient mature apres 8
semaines (54 jours) post-natal seulement, malgré d’autres changements qui continuent a
apparaitre dans le cerveau, comme dans la composition en myéline par exemple, jusqu’a 24
semaines (Hammelrath et al., 2016). Notre centre d’intérét étant le cortex, nous utilisons des

souris dgées entre 60 et 90 jours, qui ont un volume cortical a maturité.

Méme si les souris ne sont pas les mammiferes les plus développés et avec le plus de
structures définies dans le cerveau, I’inférence sur les primates peut se faire. Les souris sont
comparables aux humains sous certains niveaux, comme par leur proximité génétique et leurs
similarités au niveau cellulaire et structural du cerveau (Vanhooren & Libert, 2013; Miller et
al., 2014). En effet, comme elles ont été décrites dans les précédentes sections, grace a plusieurs
¢tudes, autant sur les rongeurs que sur I’humain ou les primates, et méme dans des études
comparatives entre les deux espeéces, la connectivité¢ et la morphologie du claustrum se
ressemblent beaucoup entre le rongeur et le primate (Brand, 1981; Braak & Braak, 1982;
Edelstein & Denaro, 2004; Crick & Koch, 2005; Buchanan & Johnson, 2011; Milardi ef al.,
2013; Mathur, 2014; Torgerson et al., 2015; Wang et al., 2017; Zingg et al., 2018).
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5.1.2 Le type de microscopie

Il était important pour moi d’étre certaine que les images qui étaient générées a I’aide du
microscope DSU allaient révéler tous les axones. J’ai donc pris des images a I’aide d’un
microscope confocal laser (MCL) (Leica TCS SP8) pour vérifier et comparer avec les images
DSU (tig.27), puisque c’est un microscope avec un peu plus de résolution (George, 2003; 2004).
En effet, comme montré sur la figure ci-dessous, certaines petites branches €taient manquantes
dans les images prises avec le DSU. Les axones ¢tant tres fins, ils se situent sous la résolution
maximale des disques, mais ils sont apparents grace aux lasers du MCL; ils sont toutefois eux
aussi a la limite de la résolution. J’ai cependant décidé de continuer de fonctionner avec les

images du DSU pour plusieurs raisons.

Figure 27. Photographie a partir du microscope spinning disk DSU (A) versus a
partir du microscope laser confocal (B). Les fleches en rouge de B indiquent
certaines branches qui ne sont pas visibles en A. Echelle =25um.

Premierement, les axones qui sont visualisé€s avec le DSU étaient aussi détectés au MCL.
Nous étions donc assurés que la structure de base des axones était bien valide, méme avec le
microscope DSU. Deuxiemement, les petites branches manquantes en DSU, mais qui sont
détectées tres faiblement par le MCL sont tres fines et elles auraient donc trop souvent été
impossibles a suivre d’une coupe a I’autre, et donc, impossibles & reconstruire entierement.
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Troisitmement, le microscope confocal laser a ma disposition n’est pas reli€ au logiciel
Neurolucida. Le microscope DSU et sa plateforme motorisée sont controlés par ce logiciel.
Celui-ci permet I’alignement des nombreuses coupes parcourues par les axones reconstruits. De

ces faits, le choix de la microscopie DSU a été conservé.

5.1.3 Le choix du traceur

Les avantages d’utilisation de la leucoagglutinine de féve rouge Phaseolus vulgaris
(PHA-L) comme traceur ont été expliqués dans la section 2.2.1; ce sont les raisons pour
lesquelles 1] a €té choisi. Cependant, il aurait été possible de choisir d’autres techniques, mais

voila pourquoi elles ont été rejetées favorablement au PHA-L.

Une technique qui a beaucoup été utilisée dans les années 2000 est le tragage par des
amines de dextran biotinylées (BDA). Cette technique permet un marquage antérograde avec
une grande sensibilité¢ des axones (Reiner et al., 2000). I comporte cependant plusieurs
désavantages a la présente étude. Premieérement, puisque c’est la partie extracellulaire des
axones qui est marquée par le BDA, par des injections assez larges, les parties distales des
axones sont analysables, mais les autres parties le sont plus difficilement (Rockland, 2016a).
Deuxiémement, il est moins spécifique que le PHA-L, €tant donné qu’il fait aussi du marquage
rétrograde (Zhang et al., 2017). Le marquage rétrograde est indésirable dans la présente étude,
étant donné que 1’on ne veut pas marquer les axones du claustrum vers le cortex, mais plutdt les
axones cortico-claustraux. Finalement, la BDA ne fluoresce pas et cette technique n’est donc

pas en accord avec notre type de microscopie.

Des vecteurs viraux qui produisent un marquage ant€rograde d’axones tels certains
adénovirus associés (AAV) qui induisent la production de protéines fluorescentes permettent un
tragage antérograde sélectif et spécifique comparable au PHA-L (Oh et al, 2014). Ces
techniques virales ont été considérées pour le présent projet et il était méme question de faire
des injections d’un semblable virus AAV pour visualiser les axones du claustrum, qui auraient
peut-€tre permis un marquage plus précis des petites collatérales (Beier, 2016). Cependant, a
cause des colits beaucoup plus €levés et des techniques d’injection qui nécessitent un laboratoire
de sé€curité niveau 2, qui n’était pas disponible au début de ce projet, I’idée d’utiliser du PHA-L

a ét€ conservée. Cette technique est cependant a considérer pour les études futures.
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En bref, le PHA-L était le marqueur idéal pour visualiser les axones des projections du
cortex visuel vers le claustrum de la souris, étant donné qu’il s’agit d’un marqueur spécifique,
antérograde et permet de bien visualiser les axones et leurs terminaisons. Cela remplissait les
exigences de |’étude, et les autres techniques comportaient des désavantages. Elles seront

cependant a considérer pour des études ultérieures.



5.2 La reconstruction d’axones et ses technologies

5.2.1 Pourquoi reconstruire des axones ?

[l faut accorder de I’importance aux études d’axones uniques, puisque celles-ci
comportent les informations structurelles de base des structures du cerveau, qui permettront
éventuellement de mieux comprendre 1’organisation intrinséque de ces structures, les relations
entre elles et par le fait méme, leurs fonctions (Bevan ef al., 1997, Bohland et al., 2009;
Economo er al., 2016; Parent, 2016b). Plus spécifiquement, les axones uniques nous informent
sur I’organisation fine des connexions par des aspects quantitatifs comme le nombre, la grosseur,
la trajectoire, la carte synaptique (par les varicosités) et la myélinisation des arborisations
(Rockland, 2002; 2020). Ces parameétres morphométriques informent sur I’excitabilité, la vitesse
de conduction et la physiologie de la propagation du signal d’échange entre les structures que
ces arborisations contactent (Debanne, 2004; Debanne et al., 2011; Seidl & Rubel, 2016; Rama
et al., 2018; Rockland, 2018). Les paramétres physiologiques des connexions d’une structure
informent sur la fonction de celle-ci grace aux interactions avec les autres structures du cerveau

(Crick & Koch, 2005; Sporns et al., 2005).

Puisque les fonctions du claustrum ne sont pas encore déterminées completement par la
communauté scientifique a ce jour, les études d’axones uniques du claustrum sont primordiales;
la connaissance détaillée des circuits neuronaux est essentielle a la compréhension des fonctions
du claustrum (Crick & Koch, 2005). Cependant, il s’agit de la premiére étude de reconstruction
tridimensionnelle d’axones individuels du claustrum. Non seulement il n’y a pas d’études
d’axones uniques corticaux vers le claustrum, mais il n’y a pas non plus d’études provenant
d’autres aires du cerveau vers le claustrum. La littérature est complétement privée des
informations importantes structurelles de base du claustrum; seules des études de marquage de
masse sont disponibles pour avoir une idée de la connectivité du claustrum dans le cerveau de
souris (Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017; Zingg et al., 2018). Les seules informations
disponibles a I’échelle de la microcircuiterie qui existe entre le cortex et le claustrum
proviennent de banques de reconstructions d’axones de masse, comme le NeuronBrowser du
Mouselight de Janelia Research Campus, mais qui ne fournissent pas les parameétres

morphométriques importants décrits plus haut (Winnubst et al., 2019). Cette banque offre 37
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axones reconstruits dans le claustrum, mais aucun en provenance des cortex sensoriels. Une
autre banque bien connue est le NeuroMorpho qui contient 141 887 neurones reconstruits, mais
aucun du claustrum (Parekh & Ascoli, 2015). Il est certain que la technique de marquage utilisée
dans le présent projet est efficace pour cartographier les axones (Rockland, 2016a), mais elle est
laborieuse et trés longue. Cela limite ainsi la taille des échantillons et donc d’inférer
completement sur la microcircuiterie complete et ¢’est pourquoi les banques d’axones utilisent

d’autres techniques plus avantageuses au point de vue du rendement (Winnubst et a/., 2019).

5.2.2 Les méthodes technologiques de reconstructions d’axones

Il y a plusieurs études d’axones uniques qui utilisent des techniques de reconstructions
manuelles laborieuses comme la ndtre. Cependant, certaines avancées technologiques
d’imagerie permettent d’augmenter le rendement de I’échantillonnage des axones et I’efficacité

d’automatisation des tiches de reconstruction (Beier, 2016).

Une nouvelle technique histologique qui est €galement utilis€ée pour la reconstruction
massive d’axones est nommée CLARITY. Elle permet une imagerie par fluorescence dans des
blocs de tissus intacts, parce que ces blocs sont clarifiés en retirant les lipides qui bloquent la
visualisation des tissus, ce qui permet la visualisation des axones a travers des millimétres de
tissus (Chung et al., 2013). Une autre méthode appelée iDISCO (Renier ef al., 2014) montre des
résultats semblables. Ces tissus sont ensuite observés par une nouvelle technologie d’imagerie,
appelée le « light-sheet fluorescence microscopy (LSFM)» permettant de visualiser ces
cerveaux, en d’autres mots, rendus transparents (Corsetti et al., 2019). Cette technique est
avantageuse pour la reconstruction d’axones, étant donné que les tissus ne sont pas coup€s et
donc, les axones peuvent €tre reconstruits sans avoir a aligner des coupes, qui peuvent en plus
avoir subies des distorsions (Beier, 2016). Cependant, la résolution n’est pas assez forte pour
marquer les collatérales terminales des axones, ni les paramétres morphologiques importants

comme les boutons ou les varicosités.

Une autre nouvelle technique utilisée pour la reconstruction d’axones est appelée
« fluorescence micro-optical sectioning tomography (fMOST) ». Cette technique permet une
tres grande résolution et une reconstruction automatique d’axones dans le cerveau (Gong et al.,

2013). En effet, fIMOST produit des images du cerveau entier avec une résolution de voxel d'un
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micron. Les projections neuronales et les axones qui parcourent de tres longues distances
peuvent donc €tre systématiquement et automatiquement reconstruits sans interruption (Gong
et al., 2013). Cette technique est entre autres utilisée dans le Allen Brain Connectivity Project
(Oh er al., 2014). Le désavantage de cette technique, contrairement aux reconstructions
manuelles plus laborieuses comme la présente étude, est qu’encore une fois, avec une résolution

d’un micron, ces études ne montrent pas de boutons ou de varicosités.

La technologie tomographique a 2-photons permet d’imager le cerveau complet avec
une forte résolution de moins d’un micrométre et ainsi tracer les axones (Economo ef al., 2016).
Cette résolution est supérieure aux deux dernieres techniques mentionnées. Elle comporte
¢galement I’avantage de prendre une image a chaque coupe de tissu effectuée, diminuant ainsi
les erreurs de distorsions des coupes dans [’alignement et la reconstruction des axones
(Economo et al., 2016). C’est cette technique qui est utilisée dans la banque d’axones du
Mouselight de Janelia Research Campus, qui ont reconstruit 1000 axones avec une technique
semi-automatique (algorithmes) de reconstruction (Winnubst et al., 2019). Par contre, cette
technique est malheureusement trop dispendieuse et trop lourde pour de petits laboratoires.
Notre technique est tout de méme favorable a la leur, car tel qu’expliqué précédemment, leur
méthode ne montre pas les varicosités (Winnubst ef al., 2019). Des exemples des axones
reconstruits dans le NeuronBrowser du Mouselight se trouvent dans la figure 28; tel qu’expliqué
dans la derniere section, c’est d’ailleurs la seule information sur des axones uniques du

claustrum disponible dans la littérature.

Une autre technologie tomographique se fait avec la microscopie €lectronique et permet
une reconstruction des structures observées dans 1 mm?® de tissus avec la meilleure résolution
qui existe a ce jour (Hua et al., 2015). Malgré I'immensité des détails et de la précision de
reconstruction que permet cette résolution, cette technique ne peut fonctionner pour la
reconstruction d’axones de longues distances, étant donné que la technique de reconstruction
est tres longue; elle est donc livrée aux reconstructions locales (Berning ef al., 2015; Shibata et

al.,2015; Wanner ef al., 2015).

Egalement, une nouvelle technique a la fine pointe de la technologie, appelée
Multiplexed Analysis of Projections by Sequencing (MAPseq) se base sur le séquengage d’ARN

et des codes génétiques de neurones infectés par des vecteurs viraux pour connaitre
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I’emplacement des axones dans différentes régions du cerveau (Yonehara & Roska, 2016; Han
et al,, 2018). En effet, I'injection d’un vecteur viral, qui contient une séquence d’ARN
spécifique, dans différentes régions du cerveau, infectera les neurones de cette région et ces
neurones contiendront la séquence d’ARN. Par la suite, il faut faire I’extraction de tissus de
différentes aires du cerveau et le s€quencage de I’ARN; si on reconnait la s€quence d’ARN de
départ, on comprend qu’une partie de I’axone du neurone injecté est présent a cet endroit
spécifique du cerveau (Kebschull ef al., 2016). Cette technique permet donc de savoir ou les
neurones se dirigent, mais ne permettent pas de visualiser les axones et donc, pas de les
reconstruire; elle serait trés avantageuse pour pouvoilr savoir ou se dirigent les axones.
Cependant, encore une fois, cette technique informe sur le connectome, mais pas sur la
morphologie détaillée des axones, en plus d’€tre trés couteuse et de nécessiter des appareils et

instruments qui ne sont pas a la portée de tous.
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a) ACAdéb b) MOs2/3

Figure 28. Quatre exemples des 37 axones listés dans le NeuronBrowser du
Mouselight de Janelia Research Campus. Les critéres de recherche des axones
€taient les suivants : I-corps cellulaire dans le cortex et 2-terminaison axonale
dans le claustrum. On peut voir les axones sous deux angles différents, soit vu
du dessous du cerveau ou vu sur le coté. Le claustrum est représent€ par le
contour vert pale et le cerveau par le masque gris. Exemple des 4 axones
répertoriés qui viennent du cortex cingulaire antérieur (A). Exemple des 31
axones qui viennent du cortex moteur (B). On voit aussi le seul exemple
répertorié d’axone provenant du cortex orbital (C) et du cortex somatosensoriel

(D).
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5.3 La connectivité du claustrum

Certains axones cortico-claustraux sont linéaires et parcourent toute la longueur du
claustrum alors que d’autres ont des ramifications qui semblent s’étendre au-dela du domaine
visuel du claustrum (lignes bleues, fig. 29). De petites varicosités (points magenta, fig. 29) sont
présentes sur toute la longueur des axones, distribuées de manicre aléatoire. Ces varicosités
représentent des endroits ou il y a des synapses dans les axones (Hellwig et al., 1994). Puisque
les axones sont trés fins (Debanne, 2004; Debanne ef al., 2011; Rama et al., 2018; Rockland,
2018), que les varicosités sont tres petites également (Petrof & Sherman, 2013), les axones qui
entrent dans le claustrum en provenance de modalités sensorielles ne se dépolarisent
probablement pas fortement. Par contre, la connectivité interne du claustrum (interneurones
PV+ et cellules ClaC) fait en sorte que !’information corticale peut se propager dans le
claustrum, par les connexions dendro-dendritiques entre les cellules PV+ (Kim et al., 2016)
(voir schéma fig. 29). La connectivité interne du claustrum, ainsi que le fait que les axones
bifurquent parfois dans d’autres modalités sensorielles du claustrum, permettent ensemble de
supposer qu’il y aurait une connectivité entre les modalités sensorielles dans le claustrum. Cela
pourrait en effet supporter I’hypothése que le claustrum jouerait un rdle d’intégration

multisensorielle (Crick & Koch, 2005).

Lors de la reconstruction des axones vers le site d’injection, on retrouve €galement des
varicosités, méme lorsque I’axone remonte par la mati¢re blanche de la capsule externe. Il y
aurait donc alors des contacts synaptiques méme dans leur passage dans la matiere blanche,
chose qui est tres peu connue (Kukley et al., 2007; Ziskin et al., 2007). En passant par la matiere
blanche avant d’entrer dans le claustrum, les axones pourraient contacter des neurones
interconnectés, avec d’autres fonctionnalités. Certains neurones du claustrum projettent au
striatum, alors que des neurones de la matiere blanche projettent également a celui-ci. De ce
fait, le claustrum serait indirectement connecté avec des neurones de la matiere blanche (von

Engelhardt er al., 2011; Frazer et al., 2017; Borra et al., 2020).

De plus, les axones reconstruits montrent certaines bifurcations dans des cortex
extrastriés avant de poursuivre leur trajectoire dans le claustrum. Ces multiples connexions, soit

par le biais de la matiere blanche ou par le biais des bifurcations dans d’autres cortex, pourraient

97



permettre de faire un lien avec le fait que le claustrum jouerait un réle de synchronisation et
d’amplification corticale (Smythies et al., 2012). Ce role nécessite des connexions cortico-
corticales qui communiquent avec des projections cortico-claustrales, qui pourraient provenir
de la matiére blanche ou des bifurcations dans les cortex extrastriés. Ce role serait également
soutenu par la connectivité intra-claustrale du claustrum, expliquée précédemment; si toutes les
cellules claustrales communiquent sur la longueur du claustrum, en provenance d’un signal
cortico-claustral, le claustrum pourrait se synchroniser lui-méme a la fréquence recherchée pour

aider a amplifier et synchroniser ce signal (Smythies et al., 2012).

Cortex
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Figure 29. Schéma de connectivité intraclaustrale et la distribution des axones du
cortex dans le claustrum. Les cellules rouges représentent les cellules PV+ qui
émettent des connexions entre elles (dessins de résistance rouge) et les vertes
représentent les cellules principales du claustrum (qui émettent des connexions
avec les cellules PV+ montrées par les fleches). Un axone est schématisé en
bleu, avec des varicosités en rose.
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5.4 Futur travail

5.4.1 Importance des projections frontales

Selon les travaux de Wang et al (2017) et de Atlan et al (2017) et de plusieurs autres
¢tudes, les connexions les plus fortes vers le claustrum sont les projections qui viennent des
cortex frontaux (Smith & Alloway, 2010; Druga, 2014; Smythies, 2014; Torgerson & Van Horn,
2014; Atlan et al., 2017; Wang et al., 2017; Qadir et al., 2018; Zingg et al., 2018). Les cortex
frontaux incluent les cortex prélimbiques, infralimbiques, orbitaux et cingulaires. Ces
projections chevaucheraient tout I’axe dorso-ventral du claustrum (Atlan et al., 2017), en plus
d’étre denses, bilatérales et réciproques (Wang et al., 2017). Cette tendance a été montrée dans
ces ¢tudes qui utilisent du bulk labeling, mais n’a jamais ét¢ étudiée a I’échelle d’axones
uniques. Ces projections €tant tres fortes vers le claustrum, visualiser les axones uniques serait
important pour déterminer la connectivité générale du claustrum et mieux comprendre sa

séparation dorso-ventrale par la trajectoire des axones.

Ces résultats pourraient permettre €galement, grace a la morphologie des connexions
entre le claustrum et les cortex frontaux, d’appuyer les différentes études sur les fonctions du
claustrum en lien avec ces cortex. Par exemple, si les axones frontaux du claustrum chevauchent
vraiment tout I’axe dorso-ventral du claustrum, ces connexions seraient en mesure d’influencer
toutes les modalités sensorielles simultanément. Cela serait en accord avec I’hypothése comme
quoi les connexions préfrontales vers le claustrum modulent I’attention par une stratégie
d’orientation de tdche et supporte la résilience aux distractions en définissant un focus
attentionnel (Goll et al., 2015, Atlan et al., 2017; Atlan et al., 2018). En effet, il pourrait désigner
quelles modalités sont stimulées plus fortement, ou au contraire, qui sont moins importantes a
ce moment-1a, simultanément. De plus, la reconstruction des axones du claustrum en provenance
des cortex frontaux pourrait permettre de supporter les hypotheses comme quoi le claustrum
jouerait un rbéle dans le controle cognitif par ses connexions avec les cortex cingulaire et
préfrontal (White & Mathur, 2018; Krimmel et al., 2019). Par le fait méme, les résultats
morphologiques et cartographiques d’une étude ultérieure d’axones uniques pourraient aussi
permettre de confirmer ou de rejeter les hypothéses fonctionnelles reliées a I’interaction entre

les cortex préfrontaux et le claustrum, soient de la mémoire (Jones & Wilson, 2005; Kitanishi
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& Matsuo, 2017; Qadir & Mathur, 2019), des émotions (Pathak, 2014; Jackson et al., 2020),

etc.

Il serait donc trés intéressant de faire le méme travail que le présent projet du mémoire,
mais en reconstruisant les axones qui proviennent des cortex frontaux. Un exemple est présenté
dans la section 4.3, qui permet de voir des résultats préliminaires sur la morphologie des axones
du cortex cingulaire et infralimbique. Cela est cependant trés insuffisant et il faudrait effectuer
des études comparatives entre plusieurs projections cortico-claustrales et augmenter le nombre

d’échantillon d’axones reconstruits en provenance de ces cortex.

5.4.2 Hypothéses

Premiérement, on devrait s’attendre a des axones marqués dans les deux claustra (dans
les deux hémispheres), en accord avec les études précédentes (Atlan et al., 2017; Wang et al.,
2017). Deuxiemement, on s’attendrait a des axones qui ne traversent pas nécessairement toute
la longueur du claustrum, étant donné que les projections frontales semblent projeter au
claustrum plus rostral, de maniére topographique (Edelstein & Denaro, 2004). On pourrait
troisiemement s’attendre a des axones trés ramifiés, permettant de chevaucher toutes les
modalités sensorielles des différents segments longitudinaux de [’axe dorso-ventral du
claustrum, ou alors a plusieurs axones qui auraient des trajectoires différentes, couvrant
I’ensemble de ’axe dorso-ventral également (Atlan ef al., 2017). Quatriemement, on s’attend a
ce que le nombre de varicosités soit plus élevé proportionnellement a la longueur de I’axone que
pour les projections visuelles. Il doit probablement y avoir beaucoup de synapses, et donc,
beaucoup de varicosités (les synapses sont dans les renflements des axones, les varicosités)
(Vrensen & De Groot, 1975; Blue & Parnavelas, 1983; Hellwig ef al., 1994), pour permettre
une meilleure communication entre les cortex frontaux et le claustrum, étant donné que les

projections sont plus denses (et donc plus fortes).
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Conclusion

Le claustrum était autrefois une structure bien incomprise du cerveau; I’étudier était tres
difficile en raison des technologies peu développées pour effectuer des injections ou pour
enregistrer son activité. Par contre, plus les années ont avancé, plus la technologie s’est
développée et plus I’intérét des chercheurs pour comprendre cette structure s’est manifesté. Le
claustrum est une tres petite structure sous-corticale aplatie, située entre le cortex insulaire et le
striatum, plus précisément séparé par les capsules extrémes et externes, et qui parcoure toute la
longueur rostro-caudale du striatum. C’est la structure la plus interconnectée par unité de volume
du cerveau; il regoit énormément de connexions du cortex, réciproques et bilatérales, en plus
d’avec plusieurs régions sous-corticales. 1l a une connectivité intrinséque bien définie, grace a
ses deux principaux types de cellules, les cellules glutamatergiques excitatrices ClaC, ainsi que
les interneurones inhibiteurs parvalbumin, qui créent une boucle d’inhibition avec le cortex.
Dr’ailleurs, cette connectivité interne et ’interaction avec le cortex permettent de poser une
hypothese fonctionnelle sur le claustrum dans la synchronisation et I’amplification
d’oscillations corticales. Ce sont les hypotheses fonctionnelles du claustrum qui ont fait renaitre
les recherches sur celui-ci, surtout apres ’arrivée de ’hypothese qu’il jouerait un réle dans la
conscience. On sait maintenant qu’il a une fonction dans le soutien de I’attention, chose qui se
doit d’étre investiguée encore. Le but de I’étude €tait justement d’approfondir les connaissances
fondamentales sur I’anatomie de la connectivité du claustrum, pour pouvoir éventuellement
répondre a ces hypotheses. L’€tude d’axones uniques procure des informations de bases, mais

primordiales a la compréhension de la structure.

Les axones observes provenant du cortex visuel de la souris vers le claustrum sont
généralement tres petits en diametres, non myélinisés et parcourent toute la longueur du
claustrum dans le milieu de son axe dorso-ventral, tout en bifurquant dans les autres modalités
sensorielles. lls disposent également de varicosités sur toute leur longueur, distribuées de
maniere aléatoire et qui sont €galement tres petites. La morphologie des axones reconstruits
dans ce projet offre des informations pertinentes sur la distribution spatiale des axones
sensoriels, qui sont en concordance avec les hypotheses fonctionnelles décrites précédemment.

Par exemple, c’est en accord avec I’hypothese que le claustrum joue un réle dans I’intégration
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multimodale, et par le fait méme, I’attention, par le fait que les axones visuels bifurquent dans
d’autres modalités sensorielles du claustrum décrites par Atlan. Egalement, le fait que des
varicosités soient disposées tout au long des axones aléatoirement est en accord avec 1’hypothéese

de synchronisation corticale, grace a la connectivité longitudinale avec les cellules du claustrum.

Comme mentionné dans la section 5.4, il est également important de poursuivre les
recherches pour observer les projections d’autres cortex vers le claustrum, en particulier les
projections qui sont plus fortes vers celui-ci, puisque cela nous informera plus sur sa grande
connectivité. Le présent projet ainsi que les futures études apporteront un avancement des
connaissances importants pour les neuro-anatomistes, par le biais de deux volets importants de
I’¢tude. Effectivement, ce mémoire contribue au développement de connaissances nouvelles sur
la connectivité du claustrum. En effet, la reconstruction d’axones individuels montre comment
’information d’un seul neurone cortical est distribuée a I’intérieur du claustrum. L’étude
contribuera a mieux connaitre la structure du claustrum et des circuits corticaux et sous-
corticaux qui sont directement en lien avec les mécanismes fondamentaux de I’attention, ce qui
n’est pas trés bien connu a ce jour. Egalement, comme mentionné précédemment, les études
d’axones uniques permettent de comprendre la microcircuiterie fine d’une structure; il n’y a
présentement pas d’études qui documentent la structure et les varicosités des axones uniques du
claustrum, c’est une premicre, malgré que ’on doive investiguer davantage la structure des
projections d’autres cortex sensoriels et frontaux. La présente ¢tude ajoutera un ¢lément de base
important a la littérature et aux connaissances sur cette structure fort intéressante, mais négligée,

en recherche sur le cerveau.
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Annexe 1 : Contributions détaillées
ACTIVITES ET CONTRIBUTIONS

Activité de conseil et travail a contrat

Assistante d’enseignement — Université du Québec a Trois-Riviéres Hiver 2020

J’al travaillé dans le laboratoire d’anatomie avec un contrat d’assistanat d’enseignement pour
15 semaines pour le cours de Neuro-anatomie. J’ai donc assisté les étudiants a la dissection et a

I’observation des cerveaux humains, en plus de faire la correction des examens.

Auxiliaire de recherche au premier cycle — Université du Québec a Trois-Riviéres 2017-2019

J’ai travaillé au sein du laboratoire du Dr Boire a temps partiel durant mon baccalauréat et temps
pleins durant les étés. J’ai fait des chirurgies stéréotaxiques sur les cerveaux de souris, j’ai
préparé plusieurs coupes histologiques, et j’ai analysé celles-ci au microscope. J’ai participé a
I’¢élaboration des résultats de I’affiche scientifique présentée le 2 novembre 2018 au Society for

Neurosciences de San Diego.

Activités de développement de la recherche

Recherche et développement — Boulangerie du Comtois, Université Laval 2016-2017

J’ai été co-directrice de production de pain pour le comité de la Boulangerie du Comtois de
["Université Laval. Je dirigeais une équipe dans le but d’élaborer une nouvelle recette de pain et
sa production. Cette recette figure dans la liste des projets de recherche du laboratoire Pilot de

I’Université Laval.

Expérience d'encadrement

Lucas Aboujaoudé, étudiant au 1" cycle au Baccalauréat en Biologie médicale Automne 2019

Un nouvel étudiant est arrivé au sein du laboratoire en septembre 2019 pour permettre I’avancée
dans un projet. Travaillant depuis plus d’un an au sein du laboratoire, j’ai donc supervisé et
encadré cet étudiant dans les formations de bases de biosécurité, bons soins aux animaux et de
produits dangereux de I’Université. Je lui ai montré la base du logiciel de Neurolucida, je 1’a1
supervisé dans la préparation de solutions et je lui ai enseigné les techniques de perfusion de

SOUuris.
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Participation a des activités publiques, privées ou sans but lucratif

Comité organisateur du rallye automobile de Nicolet-Yamaska 2016-2017

Bénévolat aux loisirs de Nicolet

Comité intégrateur du baccalauréat en Sciences et technologies des aliments 2016-2017

Vice-présidente du comité d’intégration des nouveaux étudiants du baccalauréat. J’ai mis sur
pieds les activités de financement tout au long de I’année permettant d’organiser les activités

d’intégration.

Relais pour la vie de la Société Canadienne du cancer de Trois-Rivieres Eté 2018 a en cours

Je suis responsable des équipes du Relais pour la vie. Je suis la personne ressource qui dirige

les capitaines d’équipe. Je suis en charge de ramasser les fonds des différentes délégations.

Entraineur de volley-ball bénévole 2013 22016 et 2019-2020

J’ai €té entraineur de volleyball bénévolement durant plusieurs années au sein de I’équipe des
Sudistes de I’école secondaire Jean-Nicolet. I’ai donc appris a développer mon leadership ainsi
que mon autorité, tout en ayant beaucoup de plaisir avec les jeunes. J’ai di donner de mon temps

2 soirs par semaine.

PARCOURS SCOLAIRE

J’ai commencé le baccalauréat en Sciences et technologies des aliments de I’Université Laval
en Septembre 2016. J’ai interrompu ce baccalauréat aprés avoir complété une année. J’avais
beaucoup plus d’intéréts pour la biologie médicale que pour la chimie des aliments. Lors de mon
admission au sein de I’Université du Québec a Trois-Rivieres au Baccalauréat en Biologie
médicale a ’automne 2017, 6 cours de I’Université Laval m’ont ét€ crédités. Cela correspond
donc a un peu plus d’une session a temps complet d’accordé. Pour optimiser mon emploi du
temps, j’ai décidé de terminer le baccalauréat en Biologie médicale en 2 ans. J’ai donc di
effectuer 6 cours par session plutdt que 4 ou 5 pour compenser le fait que 4 cours ne m’avaient
pas été crédités (comparativement & une année complete de 10 cours). De ce fait, j’ai un
cheminement plutdt particulier, mais qui m’a été tres bénéfique, puisque j’ai appris a maitriser

et prioriser des tdches d’une grande charge de travail en peu de temps.
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Malgré le fait que mes sessions scolaires €taient trés chargées, en plus d’avoir travaillé a temps
partiel dans le laboratoire de monsieur Boire et ainsi aussi contribué a mon apprentissage sur la
biologie médicale en dehors de mon programme d’études, j’ai réussi a obtenir une moyenne de
4,01 sur 4,3 tout en réalisant 6 cours par session. J’ai d0 aussi prendre un cours a 1’été 2018 tout
en réalisant mon stage d’été financé par le BRPC a temps pleins pendant 16 semaines, et j’ai
réussi a obtenir la cote de A+. Les résultats des efforts constants que j’ai menés durant mon

baccalauréat représentent bien la personne organisée, déterminée et travaillante que je suis.

J’ai par la suite débuté ma maitrise a 1’été 2019 et je réussirai a compléter en moins de 2 ans,
c’est-a-dire en 5 sessions a temps pleins a I’automne 2020. J’a1 donc réussi a suivre la cadence
que j’avais au baccalauréat pour effectuer ma maitrise rapidement, en plus d’avoir eu des
embuches relatives a I’épidémie mondiale COVID-19. En effet, j’ai perdu un peu plus de deux
mois de manipulations et de recherche au laboratoire puisque Iuniversité €tait fermée. J’ai
malgré tout €té capable de terminer les manipulations expérimentales requises a I’écriture de

mon mémoire suite 4 la réouverture des laboratoires de recherche de université.
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PUBLICATIONS

1. Tableau synthése des publications

Publications

Autres articles revus par des pairs et | 1. A novel ex vivo, in situ method to study

publiés the human brain through MRI and
histology - Journal of Neuroscience
Methods

2. Laminar distribution of cortical
projection neurons to the pulvinar: a
comparative study in cats and mice —

Journal of Comparative Neurology

Nombre total de publications | 2

Présentations scientifiques par affiche

Envergure internationale l. Laminar origins of the cortical
projections to the lateral posterior thalamic
nucleus in the mouse

2. Morphology of the projection of the
visual cortex to the claustrum in the mouse:

a single axon study

Total de présentations par affiche | 2

2. Liste détaillée des publications

Articles revus par les pairs et publiés

J. Maranzano, M. Dadar, A. Bertrand-Grenier, E.-M. Frigon, J. Pellerin, S. Plante, S. Duchesne,
C.L. Tardif, D. Boire, G. Bronchti (2020) A novel ex vivo, in situ method to study the human

brain through MRI and histology - Journal of Neuroscience Methods

La contribution des auteurs a cet ouvrage est détaillée ci-dessous :
Josefina Maranzano (40%): Conceptualisation, Méthodologie, Validation, Analyse,
[nvestigation, Extraction des données, Ecriture du manuscrit, Edition et révision du manuscrit,

Visualisation, Supervision et Administration du projet.
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Mahsa Dadar (15%): Méthodologie, Logiciel, Validation, Analyse, Extraction des données,
Ecriture du manuscrit, Edition et révision du manuscrit, Visualisation

Antony Bertrand-Grenier (5%): Investigation, Resource, Edition et révision du manuscrit
Eve-Marie Frigon (5%): Investigation, Edition et révision du manuscrit

Johanne Pellerin (5%): Investigation, Edition et révision du manuscrit

Sophie Plante (5%): Investigation, Edition et révision du manuscrit

Simon Duchesne (5%): Conceptualisation, Edition et révision du manuscrit

Christine L. Tardif (5%): Méthodologie, Logiciel, Edition et révision du manuscrit

Denis Boire (10%): Méthodologie, Resources, Investigation, Extraction des données, Edition et
révision du manuscrit, Supervision de Eve-Marie Frigon

Gilles Bronchti (5%): Méthodologie, Resources, Edition et révision du manuscrit

Autres articles soumis a un comité de lecture
B. Oliveira Ferreira de Souza, E.-M. Frigon, R. Tremblay-Laliberté, C. Casanova, D. Boire
(2020) Laminar distribution of cortical projection neurons to the pulvinar: a comparative study

in cats and mice — Journal of Comparative Neurology

Bruno Oliviera Ferreira de Souza (30%): Analyse, Investigation Ecriture du manuscrit, Edition
et révision du manuscrit

Eve-Marie Frigon (20%): Méthodologie, Analyse, Investigation, Extraction des données,
Edition et révision du manuscrit

Robert Tremblay-Laliberté (20%): Méthodologie, Investigation, Extraction des données,
Edition et révision du manuscrit

Christian Casanova (15%): Conceptualisation, Ecriture du manuscrit, Edition et révision du
manuscrit, Visualisation Supervision, Administration du projet

Denis Boire (15%): Conceptualisation, Ecriture du manuscrit, Edition et révision du manuscrit,

Visualisation, Supervision, Administration du projet

Présentations scientifiques par affiche — Ailleurs dans le monde
E.-M. Frigon, J. Roy, *D. Boire (2019) Morphology of the projection of the visual cortex to
the claustrum in the mouse: a single axon study. Society for Neuroscience annual meeting,

Chicago
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Jolanie Roy a particip€ a certaines chirurgies sur souris et a préparer quelques cerveaux qui ont
servi a chacun de nos projets. Elle a donc contribué a environ 15% du projet. 85% du travail a
¢été complété par moi-méme étant donné qu’il m’a permis de remplir les objectifs de ma maitrise.

Dr. Boire est le directeur des travaux.

E.-M. Frigon, R. Tremblay-Laliberté, S. Stromei-Cléroux, *D. Boire (2018) Laminar origins
of the cortical projections to the lateral posterior thalamic nucleus in the mouse. Society for

Neuroscience annual meeting, san Diego.

Robert Tremblay-Laliberté¢ et Samuel Stromei-Cléroux ont réalisé en partie les chirurgies sur
les animaux et ont par la suite préparé le matériel histologique. Ils ont donc permis le départ du
projet et ont aussi commencé la cartographie de neurones, en contribuant chacun a environ 20%
du projet. J’ai poursuivi et complété la cartographie des neurones marqués a ’aide du logiciel
Neurolucida. J’al ensuite procédé aux analyses de délimitations corticales ainsi qu’a
I’¢laboration des tableaux et graphiques de résultats. J’ai di prendre des images microscopiques
des coupes histologiques pour permettre 1’élaboration de I’affiche. J’ai donc contribué a

I’élaboration de toutes les données et a la rédaction et au montage de 60% de la présentation.
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Annexe 2 : Articles publiés lors de la maitrise

A novel ex vivo, in situ method to study the human brain through MRI and

histology

Maranzano, Josefina; Dadarc, Mahsa; Bertrand-Grenier, Antony; Frigon, Eve-Marie;
Pellerin, Johanne; Plante, Sophie; Duchesne, Simon; Tardif, Christine; Boire, Denis;

Bronchti, Gilles

Etude effectuée dans le cadre d’une collaboration avec le laboratoire de Dre Josefina
Maranzano, future directrice de these, lors de ma maitrise. J’ai contribué a I’élaboration des
résultats d’histologie en faisant les manipulations, et j’al également contribué a la rédaction et

la correction de [article.

Référence : Maranzano, J., Dadar, M., Bertrand-Grenier, A., Frigon, E.-M., Pellerin, J., Plante,
S., Duchesne, S., Tardif, C.L., Boire, D. & Bronchti, G. (2020) A novel ex vivo, in situ method
to study the human brain through MRI and histology. Journal of Neuroscience Methods, 345,
108903.

Laminar distribution of cortical projection neurons to the pulvinar: a

comparative study in cats and mice

De Souza, Bruno; Frigon, Eve-Marie; Tremblay-Laliberté, Robert; Casanova, Christian;

Boire, Denis

Etude effectuée dans le cadre du baccalauréat lors de mes stages d’été BRPC ainsi qu’en
travaillant a temps partiel comme assistante de recherche. A aussi fait partie de la maitrise pour

la rédaction, I’élaboration des figures et les corrections de I’article.

Référence : de Souza, B.O.F., Frigon E, M., Tremblay-Laliberté, R., Casanova, C. & Boire, D.
(2020) Laminar distribution of cortical projection neurons to the pulvinar: A comparative study
in cats and mice. Journal of Comparative Neurology, 10, 1-15.
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