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Résumé

La corne dorsale de la moelle épiniere est unetsirel d'importance fondamentale
pour la réception, la modulation, lintégration & transmission des informations
somatosensorielles en provenance de la périphérgeneurones des laminae lll et IV de la
moelle épiniere recoivent principalement des infations non nociceptives par les fibres
afférentes A tandis que les neurones de la lamina Il recoivesgentiellement des
informations nociceptives transmises par les fila#érentes de type Aet C. Lintégration
de ces informations implique des neurones excitatetudes neurones inhibiteurs.

La transmission synaptique inhibitrice, qui jouerdle essentiel dans l'intégration et
la modulation des informations somatosensorielfesf en jeu l'acidey-aminobutyrique
(GABA) et la glycine par l'intermédiaire de récepte-canaux GABA et de la glycine. La
transmission synaptique inhibitrice mettant en jes récepteurs GABA est fortement
impliqguée dans la modulation spinale de ces messagesoriels. Les stéroides réduits en
position 3 et 5o sont des modulateurs allostériques positifs daptsur GABA\ qui peuvent
étre synthétisés dans la moelle épiniere.

A T'heure actuelle, alors que la transmission iithike a été bien étudiée dans la
lamina Il, trés peu de choses sont connues suyrtgwiétés de l'inhibition synaptique dans
les laminae Il et IV de la moelle épiniere. Pallears, il n’existe aucune donnée sur
I'éventuelle modulation de la transmission GABAeg dans les laminae Il et IV par des
stéroides &a-réduits endogenes. Par conséquent, le but de ragailtde these a été de
caractériser les propriétés de la transmissionpgimee inhibitrice (GABA/glycine) dans les
laminae 1l et IV de la corne dorsale de la moéjpniere lombaire et de les comparer a celles
de la transmission inhibitrice dans la lamina lloud avons aussi cherché a déterminer
I'existence d’une modulation de la transmission @&Bjique dans les laminae lll et IV par
les stéroides dda-réduits endogénes et de mettre en évidence digeibedt différences de
neuro-stéroidogenése entre les couches llI-IV. et Il

Nos résultats montrent que la transmission glygiaee est prépondérante dans les
laminae IlI-1V, alors que la transmission GABAerg&gdomine dans la lamina Il. D’autre
part, une fraction de synapses inhibitrices dankar@na Il co-libérent du GABA et de la
glycine et la co-détection de ces deux neurotratienms est possible dans des conditions ou
il y a une synthése endogene de stéroidesm3éduits. En revanche, cette co-transmission
n'a jamais été détectée dans les laminae IlI-IV.

Notre étude nous a aussi permis de montrer queele®stéroides endogenes jouaient
un réle fondamental en facilitant de maniére toaitputransmission GABAergique durant les
premiers jours postnatals. Puis au cours du dépelopnt postnatal, on observe une
réduction progressive de la synthése de stéroin®s-B2duits dans la corne dorsale, d’abord
dans les laminae IlI-IV puis dans la lamina Il. O®éne a une accélération des cinétiques des
CPSIm GABA. et a une disparition des CPSIm mixtes dans lanarti D’autre part, alors
que la neurostéroidogenese reste stimulable phatoggguement dans la lamina Il apres
avoir disparu, il est impossible de l'activer ddes laminae IlI-IV. Par contre, suite & une
inflammation périphérique, une synthése locale weokles 85a-réduits est a nouveau
observée. Ce phénomene est lié a la restauratida fiactionnalité de la TSPO dans les
laminae 1I-1V.

Ces resultats démontrent que les laminae IlI-I\§gjualors considérées comme
n’intervenant pas dans les phénoménes nociceptifsissent des changements plastiques
importants lors d’'une situation de douleur inflantoir@. Il est donc fortement envisageable
gue ces laminae participent a la mise en placeétits d’allodynie associés a un grand
nombre de douleurs.
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Avant-propos

La douleur est définie par I'Association Internatite de I'Etude de la Douleur
(AIED) comme «une expérience sensorielle et émottie désagréable, associée a un
dommage tissulaire présent ou potentiel, ou déeritéerme d'un tel dommage ". Un grand
nombre de douleurs (inflammatoires, neuropathiquasicéreuses) s’accompagne d’états
d’hyperalgésie (augmentation de [lefficacité d'utimsilus nociceptif) et d’allodynie
(situation dans laquelle un stimulus non nociceggfient douloureux). Chez I'homme,
I'allodynie est une composante importante des dwslehroniques (douleurs qui persistent
dans le temps) qui sont malheureusement résistani@plupart des traitements utilisés en

clinique.

Le systeme somatosensoriel détecte les stimuliigigs grace a des récepteurs
spécialisés (nocicepteurs, mécanocepteurs, thepteass, etc.) localisés dans la peau et les
autres tissus de l'organisme. L’information estraleéhiculée par les fibres sensorielles
primaires jusqu’au systéme nerveux central. Les sie projection des afférences sensorielles
nociceptives et non nociceptives dans la corneatlorde la moelle épiniere sont clairement
séparés d’'un point de vue anatomique, mais lesémnfonctionnelles suggerent I'existence

d’une interaction entre les réseaux neuronaux £ipdé ces deux types d’afférences.

Dans la corne dorsale de la moelle épiniére, lestrassion synaptique inhibitrice joue
un rble essentiel dans lintégration et la modolatdes informations somatosensorielles
nociceptives (lamina Il) et non nociceptives (laagnll et IV). La transmission synaptique
inhibitrice est fortement impliquée dans la modolatspinale de ces messages sensoriels. Les
phénomenes de sensibilisation centrale de la tigs&mn nociceptive et de désinhibition dans
la corne dorsale de la moelle épiniere représemtemt phénomenes fondamentaux dans la

mise en place des états d’hyperalgie et d’allodynie

Enfin, les stéroides oBa-réduits qui sont de puissants modulateurs du téuep
GABA,, peuvent étre synthétisés de maniere endogéne ldam®elle épiniére. Dans la
lamina Il, cette synthese est élevée durant legréfiers jours postnataux, puis diminue au
cours du développement postnatal jusqu'a des mweBayant plus d'effet modulateur
détectable sur les courants GABAergiques. Notreorktbire a montré que, lors d'une
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inflammation périphérique chez le rat adulte, ladoiction endogéne de stéroidess@

réduits était réactivée

Alors que les caractéristiques de la transmissibibitrice dans la lamina Il sont bien
documentées, il n'existe pas de données détailéedes propriétés de cette transmission
dans les laminae Il et IV, ni sur son éventuelledulation par des stéroidea5a-réduits
endogenes. Notre objectif a été de caractériseamsmission synaptique inhibitrice dans les
laminae IlI-1V de la moelle épiniére et de compages propriétés a celles de la transmission
inhibitrice dans la lamina Il. Par la suite, nowsras cherché a déterminer si la transmission
inhibitrice dans les laminae llI-IV était comme dala lamina Il, sous le contrble de

modulateurs endogénes tels que les stéroimes-Bduits.

Notre travail porte sur lintégration de l'informan somatosensorielle dans les
laminae 1l et IlI-IV de la corne dorsale de la nieeépiniere, nous allons donc dans
I'introduction de cette thése, commencer par fd@epoint sur la structure anatomo-
fonctionnelle de la corne dorsale de la moelle iépinet sur sa place dans le systéme
somatosensoriel. Dans une seconde partie, nouenpeésns I'état des connaissances
actuelles sur la transmission synaptique inhil@tidans le systeme nerveux central, et plus
précisément dans la corne dorsale de la moelleiegpinEnfin, nous terminerons cette
introduction par un rappel sur les neurostéroidesles stéroides neuroactifs. Nous
présenterons plus en détail, la synthése endogemestéroidescdba-réduits ainsi que leurs

puissants effets modulateurs sur le récepteur GABA
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Figure 1 : Systéme somatosensoriel

Les fibres sensorielles sont activées en périphérieu(peauscles et visceres) par différentes modalités
sensorielles. Ces fibres sont de trois types, chacun dee caractéristiques de taille, de modalité et de
conduction différentes. Les informations captées é&tiphérie sont acheminées par les neurones afférents
primaires aux structures supraspinales, directemertvec un passage dans la corne dorsale de la moelle
épiniére ou elles sont traitées avant d'étre transmises cantres supraspinaux. En réponse a ces
informations, les structures supraspinales émetentdntréles descendants qui vont moduler le traitemen
spinal.(Modifié d’apres Julius & Basbaum, 2001 et Patapont al., 2003)
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I. La corne dorsale de la moelle épiniere au sein dyseme somatosensoriel

Les informations somatosensorielles captées eplp@ie (peau, muscles et visceres)
sont véhiculées jusqu’aux cornes dorsales (CDsladmoelle épiniere par les axones de
neurones sensoriels primaires dont les corps eetsl sont localisés dans les ganglions
rachidiens dorsaux. Ces axones sont de type(fartement myélinisés), & (finement
myelinisés) ou C (non myélinisés). C'est dans lesnes dorsales que s’établissent les
premiers relais synaptiques avec des interneufocasx ou des neurones de projection dans
le cas du systeme nociceptif (Brown, 1982 ; Besso@haouch, 1987; Millan, 1999). Les
cornes dorsales de la moelle épiniere jouent ue fdhdamental dans la réception,
I'intégration et la transmission de l'informationaiceptive et non-nociceptive en provenance
de la périphérie (Besson et Chaouch, 1987; Mille899). L’information intégrée dans la
corne dorsale est ensuite acheminée vers les sesiipgaspinaux. Ces structures peuvent
alors en retour exercer des contréles réciproqueseséseau neuronal des cornes dorsales,
modulant ainsi le traitement des informations (Fegl).

Rexed (1952) a divisé la moelle épiniere de chatrensérie de 1ldminaedont les 6
premieres constituent la corne dorsale. Cette gaaphie est basée sur les difféerences de
cyto-architecture, c’est-a-dire de taille et de siEndes corps cellulaires des neurones. Elle
prend aussi en considération le schéma de projecas fibres afférentes primaires. Ce
schéma a depuis été généralisé, et s’applique siephs especes, dont I'hnumain et les

rongeurs (Figure 2).

Fiqure 2: Laminae de Rexed (1952)

I a X : couches de la moelle epiniére; CeCv : noyauicak central; dl : faiseau dorsolatéral; IMM : colee
intermédiomédiane; LSp : noyau spinal latéral; pwrctins pyramidal. (Rexed, 1952).

14



1. Les entrées sensorielles dans la corne dorsale

Les informations somatosensorielles acheminées kdansrne dorsale de la moelle
épiniére proviennent des terminaisons périphériguenées, musculaires et viscérales.

Les propriocepteurs (fibres de gros diamétre) piexe dans la corne ventrale de la
moelle épiniére et font synapse directement aveenietoneurones (couche 1X). Ills émettent
également des collatérales qui font synapse avedntierneurones, dans les couches VI-VII
de la moelle, et des collatérales ascendantesetdéantes, projetant sur les étages voisins et
vers les centres nerveux supérieurs.

Les fibres mécanoceptives a bas selfilsdnt des fibres de gros diamétre véhiculant
des informations non nociceptives (tactiles). Edarent dans la moelle et se divisent en une
branche ascendante et une branche descendanteequinent dans les cordons dorsaux. Des
collatérales de ces fibres projettent dans la cdorsale de la moelle épiniére et se terminent
par de larges arborisations principalement dansdashes intermédiaires Il a V de la corne
dorsale, ainsi que dans la corne ventrale pour-nase des réflexes moteurs (Brown, 1982;
Millan, 1999; Gauriau et Bernard, 2002) (Figure Bl cours du développement, les fibres
afférentes de gros diametre sont les premieressfiafférentes a entrer dans la corne dorsale

de la moelle épiniére dés le®TSjour de vie embryonnaire.

Cordons postérieu

,Mécanorécepteurs Ad Fibres C

\;\,_\

Figure 3 : Projection des afférences primaires f8, Ad et C vers la corne dorsale de la moelle épiniére

Les afférences nociceptives (fibores non et peu imgées de petit diamétre) se
terminent essentiellement dans les couches | et YReked pour ce qui concerne les fibres
Ad, et dans les couches Il et X pour ce qui conclmébres C (Figure 3). Les fibres de type

C commencent & entrer dans la moelle épiniére &fj@ir de vie embryonnaire. Cependant,
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la maturation des connexions entre les fibres efités et les neurones de la moelle épiniére

ne se fait qu'entre 1e®3%et le 16™®jour de vie postnatale.

2. Structure de la corne dorsale

Les informations acheminées vers la moelle épinyesent intégrées, modulées puis

transmises aux centres supraspinaux.

a. Les laminae de Rexed

Les laminae | et Il, communément appelées « coushesrficielles » de la corne
dorsale, sont les principales zones d’entrée desations afférentes nociceptives.

La lamina |, appeléeone marginale de Waldeyatonstitue une couche trés fine de
neurones (30 a 40 um) localisée entre la substéeeche dorsale et la lamina IlI.
L’orientation dendritique des neurones y suit I'axstro-caudal (Chery et.al2000). La
majorité des neurones ont des dendrites restase¢iaude la lamina | (Figure 4). La lamina |

contient des neurones de projection et des inteones.

La lamina Il, appelésubstance gélatineuse de Rolanést la plus étudiée de la corne
dorsale (Besson and Chaouch, 1987; Millan, 199®tteCstructure apparait comme un
croissant « translucide » en microscopie optique,lumiére transmise, du fait du faible
nombre de fibres myélinisées. Elle est composésaatiieurones multipolaires de petite taille
dont l'arborisation axonale est limitée. Les neerde la lamina Il sont classés en 2

catégories : les cellules en tiggalked cells et les cellules en ilotss(et cellg (Figure 4).

Les couches llI-IV, regroupées sous le termeleus proprius ont une densité
cellulaire assez faible; elles contiennent desrores de projection ainsi que des
interneurones locaux et sont considérées commetuneture de transition entre les couches
superficielles (I-Il) et profondes (V) de la cordersale (Brown, 1982). Les neurones de
projection sont de grande taille et de deux typdss: neurones exprimant les récepteurs NK1
des tachykinines et des neurones n’exprimant pasédepteurs NK1. Les interneurones
locaux des couches IlI-IV sont de petite taillenfene dans les couches I-11), et présentent
soit des arborisations rostro-caudales restant l@aosuche lll, soit des arborisations dorso-
ventrales traversant les limites des couches syés (I-11) et profondes (V) (Maxwell et al.,

1985) (Figure 4). Ces derniers peuvent recevoira afois des informations provenant
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d’afférences non nociceptives se terminant dans desches llI-IV et d'afférences
nociceptives se terminant dans les couches I-IIVowPar conséquent ces interneurones
pourraient étre particulierement importants pouédrer les messages nociceptifs et non-
nociceptifs. Des données immunocytochimiques irglguque, parmi ces interneurones,
certains sont GABAergiques et/ou glycinergiquesd@ et Sullivan, 1990) et que d’autres co-
localisent de l'acétylcholine (ACh) et du GABA (Tahd1991). Il est probable que des
interneurones glutamatergiques soient égalemesepte dans les couches IlI-1V.

La lamina V contient des neurones avec des formdssetailles trés hétérogenes. Les
neurones recevant a la fois des entrées nociceptedes entrées mécaniques non-
nociceptives sont plus gros que ceux ne recevadohegseule de ces modalités. La lamina V
contient également un grand nombre de neuronesajecpon, qui ne sont pas spécifiques
d’'une modalité, c'est-a-dire qu'ils recoivent defimations nociceptives et non-nociceptives

convergentes. Ce sont les neurones dits a convagen« wide dynamic range » (WDR).

L;-l- L \= -‘“—-1 -~ .

Figure 4 : Représentation des arborisations dendritiques des meones des différentes couches de la
corne dorsale

M : cellule marginale de la lamina | ; | : cellule @ot ; S : cellule en tige ; P : cellule pyramidae la
lamina Ill ; PSDC : neurones de la voie postsynagtiges cordons dorsaux ; SCT : cellules du tractus
spinocervical ; X, Y et Z : interneurones des lamiivaet VI. (d’aprés Brown, 1982)
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b. Les interactions entre les laminae

Bien que les projections anatomiques des afférepdesires nociceptives et non
nociceptives soient assez clairement distinctesexiste des interactions fonctionnelles
importantes entre ces deux voies sensorielles. dacent particulierement apparent dans le
cas des changements plastiques observés dangdménat des informations nociceptives lors
de douleurs inflammatoires ou neuropathiques. Het,eflans ces situations, on note
I'apparition d’états hyperalgésiques (augmentatiert’efficacité d’un stimulus nociceptif) et
allodyniques (situation dans laquelle un stimulusn-nociceptif devient douloureux)
(Melzack et Wall, 1965; Besson et Chaouch, 198kskat al., 1999; Woolf et Salter, 2000).
L’allodynie est particulierement représentative laeplasticité fonctionnelle des réseaux de
neurones de la corne dorsale. En effet, les stimaii-nociceptifs activent les fibresBA
(Woolf et Doubell, 1994) et ces fibres ne projetteas vers les couches I-ll, ou se terminent
la plupart des fibres afférentes nociceptives. is,des états d’allodynie apparaissent tres
rapidement dans le temps, ce qui exclut, dans tades précoces, une réorganisation
anatomique majeure des connexions neuronales eéssines dorsales.

Des arguments morphologiques et fonctionnels seggé&existence d’'une interaction
entre les couches intermédiaires (lll-1V) et supeefies (I-1l) de la corne dorsale. Les
interneurones de la couche Il ont généralementadeses qui restent dans la couche Il ou
remontent dans la couche | (Brown, 1982; Maxwelblet 1985). Cependant, il existe des
données morphologiques indiquant que des neuroeels @ouche Il projettent vers des
couches plus profondes (Polgar et al., 1999b; T@d@2; Braz et al., 2005). Ainsi, les
neurones NK1 de la couche Il recoivent des costaghaptiques spécifiques provenant
d’interneurones inhibiteurs contenant du GABA etrdwropeptide Y (NPY) dont les corps
cellulaires sont situés dans la couche Il (Polgaal.e 1999b; Todd, 2002). En revanche, ces
interneurones n’établissent apparemment pas deasravec les neurones de la voie post-

synaptique des cordons dorsaux ou avec les intemnesi de la couche IlI-1V (Todd, 2002).

Interneurones cholinergiques

Par ailleurs, des arguments morphologiques et ifmamutls indiquent que des
neurones des couches IlI-IV projettent vers lesches superficielles. Ainsi, les couches llI-
IV renferment des interneurones qui contiennené dols de I'ACh et du GABA (Todd,
1991). Au plan immunohistochimique, les neuronesliohrgiques sont présents dans les
couches llI-IV et un plexus de fibres envahit lesiches superficielles I-11 et les couches plus

profondes. Certaines projections vers les couchdls sbnt a l'origine de contacts
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présynaptiques avec les terminaisons intraspirddesafférences nociceptives, suggérant un
r6le direct de ces neurones cholinergiques dansrigdle des messages nociceptifs afférents
(Borges et Iversen, 1986; Ribeiro-da-Silva et Quell990). Au plan fonctionnel, 'ACh en
agissant par l'intermédiaire de récepteurs nicooes (Pan et al., 1999; Cordero-Erausquin
et Changeux, 2001; Cordero-Erausquin et al., 2@d43urtout muscariniques (Pan et al.,
1999; Paqueron et al., 2003) induit un effet arstgée important. Cet effet passe en partie
par la modulation de la transmission synaptiqueta&xice et inhibitrice dans la couche Il de
la corne dorsale (Baba et al., 1998; Li et al.,200ang et al., 2006). De plus la stimulation
électrigue des couches profondes de la corne @onsatiule la transmission inhibitrice dans
la couche Il par un effet qui est bloqué par I'pin@, un antagoniste des récepteurs
muscariniques de I’'ACh (Baba et al., 1998).

Interneurones GABA/glycine

La couche Il contient également une population drtgmte d’interneurones
GABAergiques et/ou glycinergiques (Todd et Sulliva@90). Une étude récente utilisant des
souris transgéniques exprimant 'lEGFP (« EnhanaegiGFluorescent Protein ») placée sous
le contrdle du promoteur du transporteur neuromaladglycine (GlyT2) a montré que les
corps cellulaires des neurones glycinergiques abohdants dans les couches llI-1V, rares
dans la couche I, et virtuellement absents damslehe Il de la corne dorsale de la moelle
épiniere (Zeilhofer et al., 2005). Il a récemmeté démontré qu’'une partie des contacts
synaptiques inhibiteurs dans la lamina Il met em jme cotransmission GABA/glycine
(Keller et al., 2001 ; 2004). Ces résultats indiguEgalement que cette cotransmission semble
«disparaitre» durant le développement postnatdlgiket al., 2004), mais peut «réapparaitre»
suite a l'induction d'une situation de douleur amfimatoire (Poisbeau et al., 2005).
L’ensemble de ces données indique que la granderiteajles corps cellulaires des neurones
glycinergiques de la corne dorsale se trouve dasscbuches llI-IV. De plus, une sous-
population de neurones glycinergiques co-liber&ABA et la glycine. Par conséquent, les
courants synaptiques glycinergiques et GABA/glycareegistrés dans les neurones de la
couche Il témoignent probablement d’une projectrdnbitrice provenant des neurones des

couches IlI-1V.

L’ensemble de ces considérations suggere I'existatimteractions fonctionnelles

entre les couches intermédiaires et superficietlesla corne dorsale. Ces interactions
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pourraient avoir un réle dans le développementétis d’hyperalgésie et surtout d’allodynie

dans les douleurs inflammatoires et neuropathiques.

3. Les voies de sortie de la corne dorsale

Les informations issues des récepteurs sensodeiatgjues, aprés avoir été intégrées
dans la corne dorsale, atteignent le cerveau gaarehites voies pour atteindre le cortex
somesthésique primaire. Les neurones avec des sxmmgetant vers l'encéphale sont

présents en grand nombre dans la lamina | et éarlarhinae 11l a VI.

Les voies spino-cérébelleuses dites de la progstame inconsciente véhiculent des
informations proprioceptives provenant des musetedes articulations vers le cervelet. Les

informations ne parviennent pas au cortex et ppeit au contrdle de la posture.

Les informations cutanées tactiles et les inforaomei proprioceptives conscientes
provenant des muscles et des articulations pagsernf voie des cordons dorsaux ou voie
lemniscale (Figure 5). La branche ascendante deseax sensoriels de gros diamétre
emprunte la voie des cordons dorsaux ipsilatéerduxs’agit d’'un faisceau de fibres
myélinisées a conduction rapide établissant desieaans directes avec le tronc cérébral
(premier relais bulbaire) sans synapse au nivealultaére. Les premiers relais synaptiques
s’effectuent dans les noyaux des cordons dorsaoyau gracile et noyau cunéiforme. Les
axones de ces neurones de deuxieme ordre décuksemént le lemnisque médian et se
terminent dans le noyau ventral postérieur lat@/&L) du thalamus apres avoir traversé le
bulbe rachidien, le pont et le mésencéphale. L&idme relais synaptique de cette voie se
fait dans le VPL. Les neurones de troisieme ordmgefient vers le cortex somesthésique

primaire (gyrus post central du cortex pariétal).

Les fibres de petit diametre véhiculant les infatiores douloureuses et thermiques
nociceptives effectuent leur premier relais danscdane dorsale de la moelle épiniére
(principalement dans les couches I, Il et V). Lasres des neurones de projection de
deuxieme ordre présentent une décussation bassamentent dans la voie antérolatérale

(notamment dans le faisceau spinothalamique).
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Figure 5 : Représentation schématique des principales voies ascantes

I__a voie des cordons dorsaux—lemnisque médian (gauttaesmet les informations mécaniques issues du
tiers postérieur de la téte et du reste du corps. dia spinothalamique(droite) achemine les sensations

thermiques et nociceptives.

(D’apres Purves et al., 1999)



Les fibres du faisceau spinothalamique (Figure Bhiaulant les informations
douloureuses et thermiques parcourent la moellgujas bulbe, traversent le pont et le
mésenceéphale pres des fibres du lemnisque médatteignent le thalamus. Les fibres de ce
faisceau véhiculant les informations du tact nqui€egrossier (faisceau spinothalamique
antérieur) rejoignent celles du lemnisque médiannkurone thalamique de troisieme ordre
véhiculant les informations douloureuses et themesqprojette vers des régions corticales
beaucoup plus larges que celles liées aux infoomstproprioceptives et tactiles véhiculées

par le lemnisque médian.

En plus de la voie spinothalamique, d'autres vaiébiculant des informations
douloureuses et thermiques issues des neuronesugpde la corne dorsale de la moelle
épiniere (neurones spinaux de deuxieme ordre) tieajevers de nombreux noyaux a tous les
niveaux du tronc cérébral avant d'atteindre leatimais et le cortex. Parmi les structures cibles,
on peut citer: la formation réticulée bulbaire ket mésencéphale (substance grise
périagueducale. Ces faisceaux spino-réticulaigpeto-mésencéphalique sont liés a l'aspect
émotionnel et végétatif de la douleur. D’autresdaaux ascendants minoritaires sont décrits,

tels que le faisceau spino-brachial et le faissgano-hypothalamique.

La diversité des voies ascendantes reflete la axiipl des mécanismes impliqués

dans le traitement des informations nociceptives.
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4. Les contrbles descendants

Les centres supra-spinaux peuvent moduler I'aétidies réseaux spinaux par des
contrles descendants. Ces controles sont inhibiteu facilitateurs (pour revue, Millan,
2002). lls sont nombreux et de nature neurochimiges variée. Ces voies descendantes
peuvent étre directes (monosynaptiques) ou indisecfpolysynaptiques), mais elles
empruntent toujours les faiseaux dorsolatéraux entrelatéraux pour rejoindre la moelle
épiniere (pour revue Millan, 2002).

Les contréles descendants monoaminergiques (novadré, dopamine et sérotonine)
peuvent faciliter ou inhiber la transmission du sagge nociceptif en fonction du type de
récepteur exprimé a la surface du neurone spinallut@o Les contrles descendants
monoaminergiques prennent leur origine dans lectagrébral et descendent au niveau des
couches superficielles de la corne dorsale.

Des noyaux riches en sérotonine, dans la formai&toulée ventromédiane ainsi que
dans le noyau duaphe magnugrojettent largement vers différentes régions alenbelle
épiniere, ou ils inhibent I'activité des neurones.

A ces voies sérotoninergiques s’ajoutent des vdescendantes noradrénergiques
inhibitrices issues dilocus coeruleuset modulant l'activité des neurones situés dass le
laminae I, Il, V et X. Des contréles descendantpatiminergiques provenant des régions
périventriculaire et postérieure de I'’hypothalamusrojettent vers la colonne
intermédiolatérale et sont observés dans la coongatk et la lamina X. |l existe beaucoup
d’autres neuromédiateurs d’origines diverses dass aontrdles descendants : I'histamine
(noyau tubéromammillaire), la mélanocortine (noyangué), la cholécystokinine et la
substance P (substance grise périaqueducale) entction pro-nociceptive, alors que la
vasopressine (noyau paraventriculaire) gi-endorphine (noyau arqué) ont une action anti-

nociceptive (pour revue Millan, 2002).
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Les données anatomo-fonctionnelles (présentées thnpartie 2b) suggerent
I'existence d'interactions fonctionnelles entre lesuches intermédiaires et les couches
superficielles de la corne dorsale. Ces interastigourraient jouer un rble dans le
développement des états hyperalgésiques et allpugmiors de douleurs chroniques.

Dans la corne dorsale de la moelle épiniére, Graton des informations en
provenance de la périphérie implique un réseauatiieurones excitateurs et inhibiteurs. La
transmission synaptique inhibitrice joue un rélsesdiel dans I'intégration et la modulation
des informations somatosensorielles nociceptivasi(la Il) et non nociceptives (laminae IlI-
V).

La sensibilisation centrale et la déshinibition sida corne dorsale sont les deux
phénomenes qui semblent impliqués dans la mise lace pdes états d’hyperalgie et
d’allodynie. Cependant, la baisse d’inhibition gytigue dans les couches superficielles et
profondes n'a pas les mémes effets et conséquehioss. un blocage des récepteurs GABA
dans la couche Il serait responsable de la miggaee de I'hyperalgésie thermique, alors que
le blocage des récepteurs GABA&t/ou de la glycine dans les couches profondesrgiou
induire une allodynie (Sorkin et al., 1996 ; Sor&tral., 1998 ; Cronin et al., 2004).

Il s’agit dans un premier temps de comprendre lbstsat et les propriétés
fonctionnelles de la transmission inhibitrice démsorne dorsale de la moelle épiniere. Dans
la seconde partie de I'introduction, nous allongefée point sur les connaissances actuelles

concernant cette transmission inhibitrice.
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[I. Latransmission synaptique inhibitrice dans la core dorsale de la moelle épiniere

La transmission synaptique inhibitrice joue un réfendamental dans le
développement de I'hyperalgésie thermique et dimdignie mécanique (Yaksh, 1999; Yaksh
et al.,, 1999). Cette transmission met en jeu deamwratransmetteurs rapides, l'acide
y-aminobutyrique (GABA) et la glycine, par l'interi@ire de récepteurs-canaux GABAt

de la glycine.

1. Les terminaisons synaptiques inhibitrices
a. Synthése du GABA et de la glycine

Le GABA est synthétisé a partir du glutamate (ld@me synthétisé a partir du
glucose, de la glutamine ou de I'aspartate) safet d’'une décarboxylase (GAD). Les ARN
messagers de deux isoformes de GAD, la GAD 65 (aweclocalisation synaptique) et la
GAD 67 (avec une localisation cytoplasmique pluude), sont détectés dans la moelle
épiniére a partir du £T°jour embryonnaire (Somogyi et al., 1995 ; Traalet2003). Dans la
moelle épiniere, les neurones GABAergiques somicpalement localisés dans les couches |
a lll de la corne dorsale et dans la lamina X (8mkal., 1993).

La glycine est un acide aminé synthétisé a paditadsérine. Elle est présente dans
toutes les cellules de I'organisme. Dans la maogimiere, on trouve de nombreux neurones
glycinergiques dans les cornes dorsales et dansodeses plus profondes (Todd et Sullivan,
1990). L'immunoréactivité contre la glycine est eh&e dans la moelle épiniére dés 1&°8
jour de vie embryonnaire, ce qui coincide avecdiession du transporteur GlyT2 (Poyatos et
al., 1997). Au 12™ jour de vie embryonnaire, le motif de distributictes neurones

glycinergiques semble comparable a celui obsera8 @acorne dorsale chez I'adulte.
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b. Transporteur vésiculaire

Le GABA et la glycine sont synthétisés dans le plgsme et transportés dans les
vésicules synaptiques par le transporteur vésieuties acides aminés inhibiteurs (VIAAT ;
Sagné et al., 1997 ; Gasnier, 2000). Le VIAAT pdrhemtrée par antiport d’'un acide aminé
neutre (GABA ou glycine) contre la sortie d’'un mmot(Figure 6). L’accumulation du GABA
et de la glycine dans les vésicules implique aussiATPase a protons de type V, qui permet
I'acidification de l'intérieur de la vésicule et l@éation d’'une différence de potentiel. La
capacité du VIAAT a transporter le GABA et la glyeiest fonction de leur concentration
cytosolique, dépendant elle-méme de la syntheseARA et de la recapture de GABA et de

glycine dans le milieu extracellulaire par leuengporteurs membranaires spécifiques.

H+
ATP ADP

H+
ATPase

=

Glycine
ou GABA

Figure 6 : Transporteur vésiculaire de acides aminés inhibiteurgVIAAT)

L'accumulation du GABA et de la glycine dans lesieéles synaptiques est réalisée par un mécanisme d
transport actif faisant intervenir deux protéinesla membrane vésiculaire : une ATPase pompe a @oton
qui acidifie les vésicules, et un transporteur (X1, qui échange les protons contre des molécutes d
neurotransmetteur.
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c. Transporteurs membranaires

Deux transporteurs spécifiques de la glycine soésemts dans la moelle épiniere,
GlyT1 (a-c) et GlyT2 (a-b). GlyT1 est exprimé ani@mbrane des cellules gliales et GlyT2 a
la membrane des éléments présynaptiques (Jursky #0994 ; Zafra et al., 1995a et b ; Spike
et al., 1997). Il s'agit d'un symport de M@l/glycine (Figure 7). Selon Roux et
collaborateurs (2000), la stcechiométrie est de’/AN&/1gGlycine pour GlyT1b et de 3
Na'/1CI/1glycine pour GlyT2a.

Quatre transporteurs membranaires du GABA ont étéitd, GAT1 a 4 (Mager et al.,
1993). GATL1 et GAT4 sont principalement localiséfaasurface des neurones tandis que
GAT2 et GAT3 sont majoritairement exprimés pardeBules gliales. Il s’agit d’'un symport
impliquant 2N&/1CI/1GABA (Figure 7).

1 GABA 2 Nat+/1CI- 1 Glycine 3 Na*/1CI

Ext

Int

Figure 7 : Transporteurs membranaires du GABA (GAT) et de la dycine (GIyT)

Aprés libération dans la fente synaptique, le GABtAla glycine sont recapturés par des transporteurs
spécifiques respectivement GAT (1 a 4) et GIyT (2)et
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d. Trois types de terminaisons inhibitrices

Dans la moelle épiniére, il existe 3 types de teaisions synaptiques inhibitrices
GABAergique et/ou glycinergique. C’est I'expressiate la GAD et des différents
transporteurs qui va déterminer la nature neuroicfuiend’une terminaison.

Le premier type de terminaison est la terminaisontenant dans ses vésicules
synaptiques et libérant dans la fente synaptigiguement du GABA. Ces terminaisons sont
caractérisées par la présence de I'enzyme de sgthe GABA, la GAD, et I'expression du
transporteur membranaire GAT.

Le deuxieme type de terminaison est la terminagigainergique. Les terminaisons
glycinergigues expriment a leur membrane plasmiqugansporteur neuronal de la glycine
GlyT2 (Aubrey et al., 2007), mais ne contienners ga GAD. Pour cette raison, les vésicules
ne contiendront que de la glycine.

Enfin, le troisieme et dernier type de terminaigmssible est la terminaison mixte
GABA/glycine dont les vésicules synaptigues comt@rt a la fois les deux
neurotransmetteurs. Ce phénomeéne s’explique peaw-kExpression de I'enzyme de synthese
du GABA, la GAD, et du transporteur membranairelaglycine GlyT2. Le GABA et la
glycine présents dans le cytosol sont alors tramépgar le VIAAT (Gasnier et al., 2000),
stockés dans une méme vésicule et co-libérés ddante synaptique (Jonas et al., 1998). Les
neurones co-exprimant la GABA et la glycine sorétsents dans la moelle épiniére des’Té 9

jour postnatal et leur nombre reste constant atsabw développement (Berki et al., 1995).

Une fois les neurotransmetteurs libérés dans li@ fgynaptique, ils vont interagir avec
des récepteurs spécifiques localisés sur I'élemmodtsynaptique. Les propriétés des
transmissions et co-transmissions inhibitricesdapivont donc dépendre de la nature et des
propriétés des récepteurs-canaux activés. Noussahaire le point sur les sous-types de
récepteurs GABA et de la glycine exprimés dans la corne dorsalka deoelle épiniére au
cours du développement et chez 'adulte.
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VIAAT GABA

©

GAT

Terminaison Mixte GABA/Glycine

GABA
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Figure 8 : Les trois types de terminaison synaptique inhibitri@

Le transporteur vésiculaire VIAAT est présent dans wige terminaisons synaptiques inhibitrices. C'est la
concentration cytoplasmique en GABA et/ou en glycing wa déterminer le contenu vésiculaire. Ces
concentrations sont déterminées par la présence dgAR (enzyme de synthése du GABA), et des
transporteurs membranaires spécifiques du GABA (GAT)de la glycine (GlyT). Trois types de
terminaisons inhibitrices existent. La terminaison G¥sBgique exprime la GAD et le GAT. La terminaison
glycinergique exprime GIlyT. Les terminaisons mixtesE3glycine coexpriment la GAD, GAT et GIyT.
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2. Récepteurs GABA
a. Structure du récepteur

Le récepteur GABA purifié en 1987, est composé de 5 sous-unitéscts@hnées
dans une palette qui inclut les.s Bi-3 Y13, 6, d et 1t (Barnard et al., 1998), et formant un
canal perméable a I'ion chlorure Ala stoechiométrie du récepteur GABAst 21/2f3/1autre
sous-unité (Figure 9). Des estimations suggereekidtence d’approximativement 30
isoformes différentes de récepteur GABAjui ont des propriétés physiologiques et
pharmacologiques distinctes selon leur composgiosous-unités. De fagon intéressante, ces
sous-unités sont exprimés de facon hétérogene l@aiNC (Sieghart et Sperk, 2002 ;
Fritschy et Brunig, 2003).

b. Expression des sous-unités

La majorité des récepteurs GARAlans les neurones sont composeés de sous-unités
B ety,. Des techniques d’hybridation situ et de marquage immunohistochimique ont montré
différents profils d’expression des sous-unitégétepteur GABA dans la moelle épiniere.
Ces motifs évoluent au cours du développement embgire et postnatal, ce qui va se
répercuter sur les propriétés fonctionnelles gbfwarmacologiques du récepteur (Figure 9).

La plupart des récepteurs GARAoONt sensibles aux stéroides potentialisateurs ou
inhibiteurs (Belelli et al., 2002) et la compositien sous-unités du récepteur a relativement
peu d'importance. Cependant, la présence d’'une-woitdss & augmente fortement la
sensibilité aux stéroides potentialisateurs (sié@wo@5a-reduits, voir chapitre 1ll). Dans la
corne dorsale de la moelle épiniere, la sous-unibéest jamais exprimée. Les ARNm des
SOUS-UNitéx1, O, Os, PBs, Vi et Yo, sont détectés deés le“T8jour de vie embryonnaire et
fortement exprimés de fagcon homogéene durant todéveloppement embryonnaire. Il y a un
pic d’expression des ARNm des différentes soustanitu récepteur GABAa la fin du
développement embryonnaire. Puis, au cours du aigweiment postnatal, cette expression
diminue et les ARNmM des sous-unitég, as, 1, B2, V1 et y3 deviennent quasiment
indétectables. Par contre, I'expression des ARNssoeis-unités,, as, 33 ety. persiste chez
I'adulte, mais avec des distributions régionalis@da et Narahashi, 1993). Des marquages
immunohistochimiques montrent une expression Iséalides sous-unités et az dans les

cellules de la couche Il et des sous-unite®t os dans les couches plus profondes (laminae
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[1-1V). En revanche, les sous-unit§; et y, sont exprimées uniformément dans toute la

corne dorsale de la moelle épiniere chez le rata@ohlhalter et al., 1996).

il | BB
&8eé 8&88 T

Récepteur synaptique

Sous-unités du récepteur Affinite pour le GABA : ~ uM

Sensible aux benzodiazépines
(o PP B1_3, Y13 6, g, 0etm p

Récepteur extra-synaptique
Affinité pour le GABA : ~ nM

Insensible aux benzodiazépines

Figure 9: Le récepteur GABA de type A (http://www.ucl.ac.uk/Pharmacology/research/sm.ptml

Les récepteurs GABAsont des hétéro-oligomeres pentamériques qui pe@eniassemblés a partir de 7
classes de sous-unités (1-6), B (1-3),y (1-3),9, ¢, 0 etn. La majorité des sous-types de récepteurs GABA
se compose de sous-unité$ ety,; ce sont des récepteurs synaptiques, sensiblelsesnrodiazépines. Des
récepteurs extrasynaptiques, composés de sous-upitd apd, genérent une inhibition tonique, mais sont
peu sensibles & la modulation fonctionnelle pablrezodiazépines classiques.
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c. Adressage et cyclage du récepteur a la membrane

Les sous-unités du récepteur s’assemblent danéside@lum endoplasmique, puis sont
transférées a I'appareil de Golgi avant d’étre sglkes a la membrane plasmique sous forme
de récepteurs fonctionnels (Connolly et al., 1996sden et Moss, 1997). L'assemblage des
récepteurs GABA fonctionnels requiert tres probablement la présetes sous-unités
et/ou B, comme le montre la réduction du nombre de réceptexprimés a la surface
membranaire chez des souris présentant une soiésaghils ou 3 inactivée (Fritschy et al.,
1997 ; Homanics et al., 1997a et b) (Figure 10).

L’accumulation de récepteurs GARAa la synapse est déterminante pour fixer
I'efficacité de l'inhibition synaptigue GABAergiquepide. Cette accumulation est régulée
par I'exocytose, I'endocytose, la mobilité latératda stabilisation des récepteurs (Choquet et
Triller, 2003 ; Kittler et Moss, 2003 ; Luscherkatller, 2004).

L’insertion des récepteurs a la membrane plasmigae exocytose a lieu
principalement dans les zones extrasynaptiques.r&@mpteurs nouvellement insérés sont
alors recrutés et diffusent vers le compartimenmimanaire synaptique (Bogdanov et al.,
2006).

La géphyrine est co-localisée avec le récepteur SABEN effet, elle lie
indirectement les sous-unitgs et y; (Baer et al., 1999 ; Essrich et al., 1998). Lat¢ne
GABA-RAP (GABAAa-receptor associated protein) serait le lien eletrgcepteur GABA et
la géphyrine (Figure 11). Par conséquence, les siipaptiques contiennent une importante
proportion de récepteurs GARAcontenant la sous-unitg, qui se traduit par une forte
sensibilité des récepteurs synaptiques aux berzeglizes (cf 11.2.d). La géphyrine jouerait
un rble critique dans la stabilisation des agrégisrécepteur GABA dans la zone
synaptique (Kittler et Mosss, 2003 ; Jacob et24lQ5). L'insertion des récepteurs GABA
la membrane plasmique est aussi régulée par dewmesaprotéines : la GABA-RAP et la
Plic-1 (protéine de type ubiquitine qui lie le rptaur GABA, et le protéasome) (Kittler et
Moss, 2003 ; Luscher et Keller, 2004).

L’endocytose du récepteur GARAest régulée par son état de phosphorylation. En
effet, la phosphorylation du récepteur contréle suteraction avec la protéine AP2, une
adaptine jouant un réle critique dans I'endocytdaerécepteur (Figure 10). D’'autre part, la
sortie d’endocytose du récepteur GABA&st régulée par la protéine HAP1 (Huntingtin-

associated protein) (Kittler et al., 2004).
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Figure 10: Cyclage du récepteur GABA, a la synapse

Les sous-unités des récepteurs GABsgont synthétisées et assemblées dans I'appareil de.Qadgi
récepteurs sont étroitement liés a la protéine kinase yme et a la protéine RACK1 (récepteur pour la
PKC activée), qui négocient ensemble la phosphdoyladu récepteur. L’endocytose des récepteurs au
niveau des puits de clathrine fait intervenir une acdegp#¥AP2 qui interagit avec les sous-uniféet y du
récepteur GABA. Les récepteurs internalisés rentrent dans le systédwsemal ; ils sont alors détruits ou
recyclés. La protéine GABA-RAP lie les sous-uniigget semble jouer un rble dans le trafic intracellulaire
du récepteur et son ancrage a la géphyrine. Cetteipeosit spécifiquement localisée aux membranes
intracellulaires. L'insertion des récepteurs a la memb se fait dans les zones extrasynaptiques, puis le
récepteur est recruté dans la zone synaptique.

(D'aprés Moss et Smart, 2001)
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Figure 11: Ancrage des récepteurs GABA et de la glycine & la membrane postsynaptique

Le récepteur GABA est relié indirectement a la géphyrine qui permet I'agerdu récepteur dans la zone
synaptique. La GABA-RAP serait |la protéine liant lasainitéy, du récepteur GABA a la géphyrine.

Le récepteur de la glycine est lui aussi ancré a la membmasmique des zones synaptiques par la
géphyrine, mais par liaison directe de la sous-uUhié récepteur de la glycine a la géphyrine.

(D'aprés Legendre, 2001)
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d. Pharmacologie

La liaison du GABA se fait a l'interface entre esus-unitésx et 3. Le site de liaison
du GABA reconnait aussi des agonistes spécifiques rdcepteurs GABAtels que le
muscimol et I'isoguvacine. Les récepteurs GABpossedent également des sites de liaison
pour des substances modulant I'effet du GABA sgrréeepteurs.

Le plus connu et le plus étudié de ces sites dohaest celui des benzodiazépines,
qui constitue ce qui est appelé le récepteur demtes benzodiazépines (CBR). Les
benzodiazépines potentialisent les courants GABAEéme si certaines agissent comme des
antagonistes ou des agonistes inverses (pour Mulreer, 2006 ; Rudolph et Mohler, 2006).
L’action de ces molécules provoque une augmentateta fréquence d’ouverture du canal
sans modifier sa conductance. Cet effet résultdhaite augmentation de l'affinité du GABA
pour son récepteur au niveau d’'un seul site dedim{ Twyman et gl 1989). Le récepteur
central des benzodiazépines (CBR) est localiséirdelface des sous-unités et vy.
L’activation des sites CBR par les benzodiazépsedraduit par des effets anxiolytiques,
antiépileptiques et hypnotiques puissants (MacibatDlsen, 1994).

Deux types de récepteurs GARBAeuvent se différencier par leur affinité relative
pour les benzodiazépines (type | : forte affinigge Il : faible affinité). Cette différence
d’affinité est associée a une combinaison pargécelides sous-unités formant le récepteur
GABAA. Ainsi, la présence de la sous-uratéconfére au récepteur une forte affinité (type I),
alors que la présence des sous-urtitesiz ou s dans la composition du récepteur donne un
type 1l (Luddens et al., 1991; Luddens et Korpi9d9Luddens et al., 1995).

Une autre famille de modulateurs du récepteur GARAt celle des barbituriques,
connus eux aussi pour leurs effets sédatifs ettladmants. lIs agissent en potentialisant
allostériquement les réponses du récepteur GAB®Aais sur un site distinct de celui des
benzodiazépines (MacDonald et al., 1989 ; MacDoagafdIsen, 1994).

Les stéroides peuvent aussi moduler la réponséaipteur au GABA par interaction
avec un site de liaison distinct de celui du GABAdes benzodiazépines. Ce point sera
développé dans la troisiéme partie de I'introductio

Enfin, les effets sédatifs et anesthésiques deddlsont aussi dus a une modulation
positive du récepteur GABApar un effet direct sur le récepteur et par untdfidirect
stimulant la synthése locale de neurostéroidesnpalisant le récepteur GABA(Sanna et
al., 2004).
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L’activité du récepteur GABA est modulée par la phosphorylation. Les protéines
kinases de type A et C ont des effets dépresseudin@inuant I'amplitude des réponses a
I'application de GABA. En revanche, des étudesdas cultures de neurones embryonnaires
de corne dorsale de moelle épiniére de rat ont maante la phosphorylation par la tyrosine
kinase des sous-unité8 du récepteur GABA augmente l'amplitude des réponse a
I'application de GABA (Wan et al., 1997).

Les effets du GABA sur les récepteurs GABgont antagonisés par des antagonistes
compétitifs tels que la bicuculline ou le SR9558h@zine), ou par la picrotoxine qui bloque

le canal de ces récepteurs.
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3. Récepteurs de la glycine
a. Structure du récepteur

Les récepteurs de la glycine ont été purifiés dautléles années 1980 en mettant a
profit la liaison a forte affinité de la strychnif@ntagoniste sélectif) (Pfeiffer et Betz, 1981,
Pfeiffer et al., 1982). Le récepteur de la glycest, comme le récepteur GARAuUn canal
hétéro-oligomérique perméable & lion chlorure. S€’eun pentameére constitué par
'assemblage de sous-unités(ai.4) et B transmembranaires (Langosch et al., 1988). Les
stcechiométries majoritaires somt/2B et de 2/33 (Grudzinska et al., 2005). Cependant des

récepteurs homomeériquasont été décrits (Figure 12).
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Récepteur synaptique Récepteur extra-synaptique
récepteur hétéromérique récepteur homomérique
3aetP 5a

Figure 12: Le récepteur de la glycine

Le récepteur de la glycine est composé de 5 sous-umifdsa 4) et/ous. Chaque sous-unité comporte 4
domaines transmembranaires. Les récepteurs hétépragricomposés de sous-unitéset [3 sont
synaptiques, alors que les récepteurs homomériquepasérm de 5 sous-unités sont extrasynaptiques
(d'aprés Legendre, 2001).
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b. Expression des sous-unités

Dans les neurones immatures, la sous-umitést la plus abondante et peut se trouver
sous forme homomeérique. Ce récepteur homomengue une activation assez lente et ne
semble pas sous-tendre une transmission synaptgige. L'expression da, diminue au
cours du développement postnatal jusqu’'a compigfedtion au 24™jour postnatal (Figure
13).

Dans les neurones matures, la sous-umjtélomine et est exprimée sous forme de
récepteur hétéromérique avec la sous-ufit§Becker et al., 1988). Ce changement
d’expression de sous-unité a lieu pendant les premiers jours de vie postaatlsemble
complet au 28" jour postnatal (Figure 13). La sous-unit¢ confére des cinétiques plus
rapides aux récepteurs la contenant (Takahashi é982).

La sous-unitéx; est exprimée dans les neurones matures, aveitihddexpression
au cours du développement similaire a celui deolss-nitéa;, mais en moindre quantite.
Dans la moelle épiniere la sous-unitig est localisée exclusivement dans les couches
superficielles et joue un réle essentiel dans @ de signalisation des prostaglandines lors
d’'une douleur inflammatoire (Harvey et al., 2008 effet, le récepteur PGE2 activé par la
prostaglandine permet la phosphorylation (PKA-dépete) de la sous-unités, ce qui
diminue fortement le courant chlorure produit pauverture du canal du récepteur de la
glycine. Ce phénomene jouerait un role importamisda désinhibition centrale responsable
de la mise en place des douleurs chroniques.

La sous-unitéu, est tres rare. Quant a la sous-uflifelle est exprimée dans tout le

systéme nerveux et sans profil d’expression pdigicau cours du développement.

c. Adressage et cyclage du récepteur a la membrane

Les recepteurs sont formés dans le réticulum eadoptjue et acheminés vers la
membrane postsynaptique par les vésicules émamahapmpareil de Golgi. La quantité de
récepteurs exprimés a la membrane dépend d’unidrguéntre les récepteur libres, mobiles a
la membrane, et les récepteurs stabilisés a la memlpostsynaptique (Meier et al., 2001).

A la synapse, les récepteurs sont regroupés dandesités postsynaptiques, un
ensemble de molécules parmi lesquelles on retrmsveecepteurs-canaux. La géphyrine joue
un role essentiel dans la mise en place et le meaite ces regroupements (Figure 11). Il
s’agit d’'une protéine qui co-précipite avec le p@ieear de la glycine. La géphyrine lie d’'une

part la sous-unit@ du récepteur de la glycine et d’autre part intiéragec les microtubules
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sous-synaptiques et les microfilaments (Kisch et )95 ; Giesemann et al., 2003). Par
conséquent, elle établit un lien entre le cytosgfielet le récepteur de la glycine et de ce fait

régule la densité de récepteurs présents a la naemlynaptique.

SYNAPSE IMMATURE

02 i a2 cr ca*
GlyRs: GlyRs CCAV
: extracellulaire
[ intriacellulaire
: ? Ca?* :
Géphyrine l
Filaments d’'actine

Microtubules Genes

SYNAPSE MATURE

o1p c  crk* i

GlyR KccC2
extracellulaire
@]

intl"‘;acellulaire

Figure 13: Maturation des récepteurs de la glycine

Au cours du développement, la composition en soitédinlu récepteur de la glycine change. Dans les
neurones immatures, les récepteurs sont homomérigueu hétéromériquea,p, puis deviennent
hétéromériques,3. Du fait de ces changements de composition en seitisy la taille des aggrégats
postsynaptiques augmente au cours du développement.

La maturation est associée a I'apparition du co-trarieppKCC2, qui change la direction du courantdél
dépolarisant en hyperpolarisant.

(d'aprés Aguayo et al., 2004)
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Etant donné que la géphyrine se lie aux sous-uflits récepteur de la glycine, les
récepteurs homomeériquas ne peuvent pas étre séquestrés a la synapse.etepteurs
homomériquesi, seraient donc des récepteurs extrasynaptiquesi@tgjient un réle dans le
développement neuronal. Par contre les récept@&tésdmeériquesty/3 seraient maintenus a
la synapse par la géphyrine (Lynch, 2004). Durastdremiers jours postnataux (P0O-1), les
neurones de la lamina Il ne présentent que desr@ERBAergiques, malgreé le fait qu’ils
posseédent des récepteurs de la glycine fonctioriBalscei et Fitzgerald, 2004). Ceci pourrait
s’expliquer par les niveaux bas de géphyrine atadesdu développement et par conséquent
par I'absence de récepteurs de la glycine au nideda synapse.

L’endocytose des récepteurs peut étre induite gdraison d’'un antagoniste ou la

dissociation de la liaison entre les récepteula géphyrine (Rasmussen et al., 2002).

d. Pharmacologie

La glycine est le principal agoniste physiologigles récepteurs de la glycine, mais la
taurine et laB-alanine libérées par les cellules gliales peuwrssi les activer a de fortes
concentrations (Rajendra et al., 1995). L'antagersglectif le plus connu du récepteur de la
glycine est la strychnine. Il ne possede pas le enéite de liaison que la glycine, mais des
résidus aminés communs seraient impliqués (O’Coanat., 1996).

L’activité du récepteur de la glycine peut étre méd par différents composés (pour
revue, Legendre, 2001). Le zinc agit de facon dEgendante. En effet, une faible
concentration de zinc augmente I'amplitude de [@onge du récepteur a l'application de
glycine, alors qu’une concentration élevée diminette réponse. La picrotoxine supprime la
réponse du récepteur a la glycine en bloguant fe ga canal. L’alcool et certains agents

anesthésiques augmentent 'amplitude de la répdunsécepteur de la glycine.
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4. La co-transmission GABA/glycine

La co-transmission GABA/glycine impligue & la fola co-libération des deux
neurotransmetteurs par I'élément présynaptiqueeet to-détection par I'élément post-
synaptique.

Nous avons vu au début de ce chapitre qu'il exisBitypes de terminaisons
synaptiques inhibitrices dans la moelle épiniemrafelement, trois types d’éléments post-
synaptiques peuvent étre décrits : ceux contenamjuament des récepteurs GABAou
uniquement des récepteurs de la glycine ou ceus keguels les deux types de récepteurs
sont co-localisés (Bohlhalter et al., 1994). Undilgération et une co-détection synaptique de
GABA et de la glycine ont été mises en évidencesdes couches | et Il de la moelle épiniere
par des enregistrements électrophysiologiques sartdinches de moelle épiniere de rat
(Chery et De Koninck., 1999; Keller et al., 2001).

Cette co-transmission se traduit par I'existencealgants postsynaptiques inhibiteurs
mixtes GABA/glycine. Ces courants mixtes sont pnésedans la corne dorsale de rats
immatures (P8-P23) mais disparaissent au coursédalappement (Chery et De Koninck,
1999 ; Keller et al., 2001). Cependant, ils réagisaent chez les rats adultes apres induction
d’'une inflammation périphérique (Poisbeau et d&)03). La présence de ces courants mixtes
est corrélée avec la synthese locale de neurodésr@isa-réduits (Keller et al., 2004 ; et

Voir résultats).
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5. Gradient des ions Cl

Les récepteurs GABAet de la glycine sont des récepteurs canaux pé&tegaux
anions, principalement a l'ion chlorure Cinais également aux ions HgOLe gradient
électrochimique des anions et en particulier das ahlorures est par conséquent fondamental
pour I'inhibition spinale. Il est contr6lé par desotéines transmembranaires qui sont des co-
transporteurs cation/chlorure. Dans le systemeeusrvie contréle du gradient des ions Cl
repose sur l'activité des transporteurs NKCC1*(K&CIl) et KCC2 (K/CI). Ces deux
transporteurs sont électroneutres. Le co-trangpordKCC1 effectue son transport de
I'extérieur vers l'intérieur de la cellule, ceciay pour conséquence I'accumulation de Cl
dans le milieu intracellulaire. A 'inverse, le tisporteur KCC2 fait sortir le Ket le Cl de la

cellule, favorisant ainsi les concentrations ingthdaires faibles de C{Figure 14).
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Figure 14: Co-transporteurs chlorure-cation

Le transport de lion chlorure par les co-transpors chlorure-cation détermine le gradient
transmembranaire de I'ion ClLe gradient de Kproduit par la pompe N&K*-ATPase fournit I'énergie
pour l'extrusion d'ion Clpar le transporteur KCC ; ceci a pour conséqueiétablissement d’'un gradient
électrochimique d'ion Cldirigé vers l'intérieur générant des courants Bfperpolarisants (haut). Le
transport de 2 Clpar le transporteur NKCC est permis principalennt I'énergie du gradient NalLe
gradient électrochimique chlorure qui en résultelries courants chlorure dépolarisants (bas).

(d'aprés Payne et al., 2003) 42



L’expression de ces deux co-transporteurs est éégali cours du développement
post-natal. NKCC1 est fortement exprimé durant $ésdes précoces contrairement au
transporteur KCC2. Puis, le transporteur KCC2 egirimé apres la premiere semaine
postnatale et devient majoritaire (Payne et aD320Des étudeim vitro sur tranche de moelle
épiniére ont démontré que chez des rats nouvea(P0€ék), I'activation du récepteur GARA
dépolarise les neurones (Figure 15). Puis, a laléina premiere semaine postnatale (P6-7)
suite a linversion du gradient Clles réponses du récepteur GABAdeviennent
exclusivement hyperpolarisantes (Baccei et Fitdder2004). Cependant, le potentiel
d’équilibre des ions chlorure est plus négatif dmeseuil de déclenchement des potentiels
d’action a P0-1, suggérant que les réponses dégmites du GABA peuvent encore étre
inhibitrices dans la corne dorsale.

Récemment, il a été démontré que lors d’'une |gsarrconstriction du nerf sciatique (modele

de neuropathie), I'expression membranaire de KCsE2lieminuée dans la corne dorsale de la
moelle épiniére, ceci étant corrélé avec une autatien de la concentration intracellulaire

en ions chlorure (Figure 15). Ce phénoméne a pamséguence une diminution de

I'inhibition synaptique (GABA et glycine), voire m& une transformation de cette inhibition

en excitation, en rendant le gradientddpolarisant (Coull et al., 2003).

D’autre part, lors d'une inflammation périphériquactivitt de NKCC1l est
augmentée dans les neurones sensoriels primailgsr€dFL5). De ce fait, le GABA, déja
dépolarisant dans ces neurones en condition centdldevient d’avantage, entrainant une
excitation croisée entre les fibres afférentes @ies-Aza et al., 2004). Plus récemment, il a
été montré que, suite a une transsection du niatfcae, le méme effet était observé (Pieraut
et al., 2007). Cet effet peut s’expliquer par lagphorylation du transporteur NKCC1 sur son
domaine N-terminal intracellulaire. Cette phospletign potentialise le transport des ions
chlorure par NKCC1 (Darman et Forbusch, 2002).
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Figure 15: Réle des transporteurs de I'ion chlorure dans la régulation du gadient CI

Dans les neurones de la corne dorsale de la moelle épiniére (dautht les stades précoces, la
concentration intracellulaire de "@st élevée ; de ce fait, I'activation du récepteur GABAduit une
conductance chlorure dépolarisante. Durant les premiers jotie g@stnatale, I'expression du transporteur
KCC2 permet l'inversion du gradient chlorure, et I'apparition derants GABAergiques hyperpolarisants.
Lors du développement de douleurs neuropathiques, I'expression de KC@Rileéej ce qui a pour effet
d'inverser le gradient chlorure et de rendre le GABA dépolarisant.

Dans les neurones sensoriels primaires, en condition contrble, BA @4t dépolarisant, ce qui résulte de
I'expression du transporteur NKCC1. Lors de la mise en place d'une doubammatoire ou
neuropathique, I'expression de ce récepteur est augmentée, cediaannpd caractére dépolarisant du
gradient chlorure. (d'aprés Price et al., 2005; Rajalu e2@D6)
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I1l. Les neurostéroides

1. Concept de neurostéroide

Les stéroides exercent des fonctions importantes ldadéveloppement, la croissance,
la maturation et la différentiation du systéme pew central et périphérique (McEwen,
1994a,b ; McEwen et Woolley, 1994). En 1990, RodeBaulieu ont démontré que les
neurones et les cellules gliales peuvent eux-méayethétiser des stéroidde novoa partir
du cholestérol : on parle alors de neurostéroiBaslieu et Robel, 1990 ; Robel est Baulieu,
1995). Ces stéroides peuvent agir de facon paeaotnautocrine et peuvent atteindre des
concentrations locales tres élevées de plusieursanjuelques M. D’un point de vue
structural, ces stéroides synthétisés par le SN Ies mémes que ceux synthétisés en
périphérie par les glandes stéroidogénes, cepelidastnt produits méme en absence des
tissus stéroidogenes périphériques (Baulieu, 199&{te situation permet le contrdle de la
production de neurostéroides dans le SNC par le 8N@éme, indépendamment des
niveaux de stéroides circulants. Cependant, legank de stéroides circulants sont
susceptibles d’intervenir dans le contenu en siésodans les tissus du SNC en s’ajoutant aux
neurostéroides produits localement.

Baulieu et ses collegues (Robel and Baulieu, 199&ujieu, 1997, 1998) définissent
les neurostéroides comme étant synthétsésovoa partir du cholestérol, un phénoméne qui
impliqgue un nombre variable d’étapes enzymatiquefoaction du stéroide synthétisé. Ceci
implique que dans le cas d’'un neurostéroide dotmees les enzymes nécessaires pour sa

synthese soient présentes et proches spatialement.
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Figure 16 : Modéle du transport du cholestérol dans la mitochonde par la TSPO

Le TSPO interagit avec le VDAC et 'ANT (située a la mirane mitochondriale interne MMI) pour
former un complexe localisé préférentiellement auvgssite contact de la membrane mitochondriale externe
(MME) et MMI. Les protéines PRAX-1 et PAP7 sont destpines associées au TSPO, qui facilitent la
formation du complexe et/ou le ciblage du cholestéoIT&PO. On trouve aussi dans le complexe, le
VDAC (voltage-dependent anion channel) et 'ANT (aitle nucleotide transporter). Le transport du
cholestérol a travers la MME par le TSPO est activélgdiaison de ligands spécifiques. Le cholestérol
délivré a la p450scc située a la MMI est transformé égmpénolone avant d’étre métabolisé en stéroides par
les enzymes présentes dans le réticulum cytoplasmizjapres Papadopoulos et al., 2006)
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2. 2La biosynthése

Le type de stéroide présent dans une structureggamiun SNC dépendra trés fortement
de la nature, de la distribution et de l'activitéesdenzymes de la neurostéroidogenése
présentes dans ce tissu.

Les neurostéroides sont formés a partir du chotdstésuite a plusieurs
transformations enzymatiques dans la mitochondtideeréticulum endoplasmique. La
premiere étape dans la voie de biosynthese dessiéwides est la transformation du

cholestérol en prégnénolone.

a. Du cholestérol a la prégnénolone
Une des étapes cruciales dans la biosynthese desstéroides est 'engagement du

cholestérol dans cette biosynthése par son trangpartérieur de la mitochondrie.

i)  Le complexe protéique de la membrane externe mitoomdriale

L’étape déterminante pour la neurostéroidogenesée dsansport du précurseur, le
cholestérol a I'intérieur de la mitochondrie. Cangport du cholestérol dans la mitochondrie
implique la formation d’'un complexe macromolécwaicomposé de la protéine de
translocation de la membrane mitochondriale ext€fn@nslocator protein of 18 kDa, TSPO)
(Papadopoulos et al., 2006 ; 2007) (Figure 16).

La TSPO a été identifiée en 1977 par des étudesidm a déterminer les sites de
lisison des benzodiazépines, d'ou son ancien nom ré&mepteur périphérique des
benzodiazépines ou PBR (pour revue, Lacapére etd@ppulos, 2003).

La TSPO est une protéine hydrophobe de 18 kDagdantaines transmembranaires
avec un site de liaison du cholestérol sur soréeite carboxy-terminale (Li et al, 2001b). Le
gene codant la TSPO est hautement conservé au deud&volution, des bactéries a
I’'homme. L'activité de la TSPO peut étre stimuléeiohibée par différents ligands indiqués
dans le tableau ci-dessous.

Tableau 1: Ligands inhibiteurs et stimulateurs du TSPO.

Ligand inhibiteur Ligands stimulateurs
PK11195 CB 34, CB 50, CB 54 (PBR)
R05-4864 = 4'chlorodiazépam (PBR>CBR)
Diazépam (PEIBR)
Clonazépam (PBREJB
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Figure 17 : Représentation schématique de I'activation du compbee mitochondrial

Le schéma du haut illustre I'état basal, ou le compRAR7-TSPO-VDAC peut recruter la protéine kinase
de type A (PKA) a la mitochondrie. Dans le schéma ds Bactivation du complexe par I'accumulation
d’AMPc permet la synthésde novode la protéine StAR, son addressage a la membranehuitdriale
externe, et sa phosphorylation par la PKA recrutéeiaau du complexe. (Liu et al., 2003)
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A l'échelle subcellulaire, la TSPO se trouve eds#iament dans la membrane
mitochondriale externe (MME) et en particulier amgnes de contact des membranes
mitochondriales externe et interne (MMI). Cepend&nfTSPO peut aussi étre présente dans
le noyau (Venturini et al., 1998), I'aire périnuailee (Hardwick et al., 1999) et la membrane
plasmique (Oke et al., 1992).

La TSPO est le composant essentiel d’'un complexkim@énique de 140-200 kD
comprenant, entre autres, un canal perméable aipnsaret dépendant du potentiel
membranaire, VDAC. Ce canal mitochondrial de 32 ki crucial pour la liaison des
benzodiazépines. Un autre participant du complakdaeprotéine PAP7, associée a la sous-
unité régulatrice RI de la protéine kinase A (Figure 16).

Lors de la stimulation de la stéroidogenése (Fidufepar des hormones dans des
préparations non-neuronales, c’est TAMPc qui dédhe I'activation du complexe, premiere
étape de la biosynthése. L'AMPc se lie aux souttaniégulatrices de la PKA de facon
coopérative positive, ce qui permet la dissociatier’enzyme en un dimére de sous-unités
régulatrices et deux sous-unités catalytiques estiza TSPO quant a elle se réorganise en
agrégats, ce qui laisse suggeérer I'existence dgruoks de TSPO (Boujrad et al., 1996). La
PAP7 est principalement localisée au niveau de#agil trans-golgien et de la mitochondrie
(Liu et al., 2003 ; 2006). La PAP7 lie la sous-aniégulatrice Ri de la PKA activée et
I'incorpore dans le complexe mitochondrial. La son#é catalytique C pourrait alors
phosphoryler des protéines spécifiques étroitertiéet au complexe, et entre autres la StAR
(Steroid acute regulatory protein) localisée ateaivde la mitochondrie (Clark et al., 1994 ;
Stocco et Clark., 1996). Il semblerait que I'asation de la StAR et du complexe PKARI
PAP7-TSPO-VDAC puisse permettre la phosphorylatien la StAR, lui conférant son
activité biologique optimale. La StAR phosphorylégit a la membrane mitochondriale
externe ou elle initie le transport du cholestémle transférant au TSPO.

Le cholestérol stéroidogene peut venir soit du estélol cytosolique associé a des
protéines soit du cholestérol déja présent danselabrane mitochondriale externe. La TSPO
assurerait alors le transfert de la membrane nuiodhale externe a la membrane
mitochondriale interne par liaison directe du cktdeol sur son domaine carboxy-terminal.

Cependant, d’autres études privilégient un scérthffiérent dans lequel c’est la StAR

qui assurerait le transport du cholestérol et I'aenait a la membrane mitochondriale interne.

49



Dans cette hypothése, la TSPO, par son domainexgatbrminal, permettrait le recrutement
du pool de cholestérol cytosolique pour la StARufpevue, Miller, 2007).

Il reste beaucoup a apprendre sur les mécanisnaetiati de la StAR ; cependant,
I'ensemble des acteurs cités ci-dessus jouentlaressentiel dans le processus de transfert du
cholestérol de la MME a la MMI ou va se poursuilaeneurostéroidogenése, car si I'un des
éléments du complexe est supprimé, la stéroidogarm@se fait plus.

i)  P450scc

A la membrane mitochondriale interne, le cholestésd converti en prégnénolone par
le cytochrome p450scc (p450 side chain cleavadekatalyse une série de réactions
impliquant la formation de 22R-hydroxycholestértlde 20,22R-hydroxycholestérol suite
aux clivages successifs des liaisons en C20 et(lga2, 1985) (Figure 18). Il s’agit d’'une des
étapes les plus lentes de la stéroidogenése aveenaement ne pouvant excéder une
molécule de cholestérol/molécule d’enzyme/seco@adenpagnone et Mellon, 2000).

La protéine p450scc est présente et active daBd(@ (Le Goascogne et al., 1987 ;
Hu et al., 1987). Dans la moelle épiniéere, la p4b@st localisée dans les couches | et Il de la
corne dorsale, dans des fibres allant de la cooreatk vers la corne ventrale, dans les
motoneurones, et dans les cellules gliales autowadal central. 80% des cellules exprimant
la protéine sont des neurones et 20% sont desyssaPatte-Mensah et al., 2003).
La p450scc est exprimée tout au long du développemiereste exprimée a I'dge adulte
(Compagnone et Mellon, 2000).

Suite a sa synthese, la pregnénolone sort de lachabdrie pour subir des

transformations enzymatiques dans le réticulum pladmique.
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Figure 18: Activité enzymatique de la p450scc

La p450scc, localisée a la membrane mitochondrialernet MMI, transforme le cholestérol en
prégnénolone, en passant par le 22(R)OH-cholegtéislle 20,22(R)OH-cholestérol. La prégnénoloné sor
ensuite de la mitochondrie pour subir d'autres tramsétions enzymatiques dans le réticulum
endoplasmique (adapté d'aprés Papadopoulos et a6).200
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b. La biosynthese

Le schéma de la neurostéroidogenése (Figure 1%oesplexe. Plusieurs voies de
synthese sont possibles a partir de la prégnén@bleetype de stéroide produit dépendra des
enzymes exprimées dans la cellule. Dans mon traleailhese, je me suis intéressée a la
modulation de la transmission synaptique inhiketrgar les stéroidesau3a-réduits : je ne
développerai donc que cette voie de synthése (@ 2Qir.

CHOLESTEROL
P450scc
Sulfotransferase P450c17
PREGNENOLONE SULFATE 4_. PREGNENOLONE ——»
Sulfatase
3BHSD-1
3a-hydroxysteroid Sa-reductase-l/il SPHSDZ - pster
3a.50-TH PROG dehydrogenase-lli 5¢-DH PROG -t PROGESTERONE ~——»
(80,5« TETRAHYDROPROGESTERONE or ——— > (5a¢-DIHYDROPROGESTERONE)
ALLOPREGNANOLONE) -— P450c21
3a-hydroxysteroid
3a.50-TH DOC ?;gf’;‘;gz"ﬁ 5a-DHDOC  So-reductase-lil 11 DEOXYCORTICOSTERONE
(ALLOTETRAHYDRODOC) (5a-DIHYDRODOC) < P450c11B (Z F/R)
P450c11AS (Z G)
P450c11B3 (Z F/R)

CORTICOSTERONE

P450c11AS
P450c11B3

18-OH-CORTICOSTERONE

l P450c11AS

ALDOSTERONE
DEHYDROEPIANDROSTERONE SULFATE
Sulfotransferase
ﬁlfatase
P450c17 P450c17 17BHSD-1
—————— 17-OH-PREGNENOLONE =~ —® DEHYDROEPIANDROSTERONE ———® ANDROSTENEDIOL
176BHSD-2
3BHSD-1 3BHSD-1 17BHSD-4 3BHSD-1 )
3BHSD-2 3BHSD-2 178HSD-3 3BHSD-2 Sa-hydroxysteroid
P450c17 P450c17 17BHSD-5, So-reductase-Jil dehydrogenase-Ii/ill
—— 17-OH-PROGESTERONE =~ ———% ANDROSTENEDIONE TESTOSTERONE — DHT &——=  ANDROSTANEDIOL
17BHSD-2
P450c21 P450aro P450aro
17BHSD-1,
11-DEOXYCORTISOL ESTRONE ra— ESTRADIOL
P450c118 17BHSD-2
17BHSD-4
CORTISOL
118 HSD
CORTISONE

Figure 19: Voies de biosynthése des neurostéroides dansystéme nerveux
(d'aprés Mellon et al., 2001).
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c. Lavoie de synthese des neurostéroideaix-réduits dans la moelle épiniére
Une particularité de la synthése des neurosté&om@ba-réduits est que les étapes

enzymatiques ne sont pas réversibles sauf dars ldecla BHSOR.

i)  La 3p-hydroxystéroide déshydrogénase :BHSD

La prégnénolone produite a partir du cholestérat pere métabolisée en progestérone
par la B-HSD. Il s'agit de la premiere étape dans la vaesgnthese des stéroidesba-
réduits.

La 3B-HSD est présente et active dans le SNC, dans eeomes et des cellules
gliales (Jung-Testas et al., 1989a et b; BaueraeeB 1989). L’ARNm et la protéine ont été
détectés par dans différentes régions du cerveauatldelles que le bulbe olfactif,
I'hypothalamus, I'hippocampe, leoyau accumbenst le cervelet (Guennoun et al., 1995).
L’ARN messager de 1aBHSD a aussi été détecté dans la moelle épiniarend@e une forte
expression dans les cornes dorsales et une expreskis faible dans la lamina X et les
cornes ventrales (Sanne et Krueger, 1995 ; Catilal., 2002). La présence de la protéine a
été confirmée ainsi que sa fonctionnalité (Coighial., 2002). En revanche, la localisation
subcellulaire de I'enzyme reste discutée : ellaiséocalisée a la membrane mitochondriale

interne ou dans le réticulum endoplasmique.

i) P450c21

Cette enzyme permet la transformation de la prégasé en 11désoxycorticostérone
(DOC). Elle est présente dans le réticulum endoplaise lisse. Peu d’informations sont
disponibles sur la localisation de cette enzymesdin SNC. La transformation de la
progestéerone en DOC a été mesurée dans le cenesaat,dalors que ni TARNmM, ni la
protéine de la P450c21 n'ont pu y étre détectéanfiagnone et Mellon, 2000). Suite a
I'incubation de coupes de moelle épiniére avecadfH]-Preg, un pic de®H]-DOC a été
détecté en HPLC. La p450c21 est donc présentaetidonelle dans la moelle épiniére de rat
(Poisbeau et al., 2005).
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i) 5a-réductase : ®Red

La 5a-réductase permet la réduction de la progestérode k& DOC en positioncbet
aboutit a la formation de obsdihydroprogestérone (DHP) et dea-8ihydrodésoxy-
corticostérone (DHDOC) respectivement.

Deux isoformes de lacbréductase ont été trouvées chez le rat et I'horfifoazi et
al., 2003). La &-réductase de type 1 Redl) est largement exprimée dans le cortex
cérébral, 'hippocampe, I'hypothalamus, le thalaretige cervelet, mais semble peu présente
dans la moelle épiniére (Pelletier et al., 1994ejo@i et al., 1997). La dRedl est tres
léegerement exprimée dans la substance blanche medde épiniere, et aucune expression
n'a été observée dans la substance grise (sauflemesrnes ventrales de la moelle épiniére
lombaire ; Patte-Mensah et al., 2004b).

La 5o-réductase de type 2 Red2) est modérément exprimée dans la substance
blanche, par contre son expression est importaates da substance grise de la moelle
épiniére. Les cellules exprimant laRed2 dans la moelle épiniere de rat sont des gshioc
(15 %), des neurones (25 %) et des oligodendro¢§t®% ) (Patte-Mensah et al., 2004b).

La 5aRed1 est exprimée tout au long du développememdjgajue la &Red2 n’est
exprimée que transitoirement (Compagnone et MeRO00). Il a été démontré par RT-PCR
que '’ARNm de la BRed2 est présent chez le rat a la fin de la gestdE18) et pendant la
période néonatale, mais une forte diminution de esquression est observée aprés [8"14

jour de vie postnatale (P14) jusqu’a sa disparidd®28.

iv) 3a-hydroxystéroide oxydoréductase : 8-HSOR

Cette enzyme permet la réduction de la DHDOC emhgtrodésoxycorticostérone
(THDOC) et de la DHP en tétrahydroprogestérone (THEuramment appelée
alloprégnanolone (AP). La réaction catalysée p#eanzyme est réversible, la-BISOR a
donc également la capacité d’oxyteTHDOC et la THP en DHDOC et DHP. Il s’agit d’'un
équilibre réactionnel. Ce point est important @GaMHP et la THDOC n’ont pas d’'activité
génomique, alors que la DHP et la DOC se lientréarpteurs nucléaires de la progestérone
et des corticoides.

La 30-HSOR est présente dans le SNC et sa fonctionrelé® démontrée dans des
cultures d’astrocytes, d’oligodendrocytes et deroees (Melcangi et al., 1993 ; Khanna et
al., 1995).
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Figure 20: Voie de synthése des stéroidestBa-réduits
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Dans la moelle épiniere, laa3HSOR est fortement exprimée dans la substance
blanche et la substance grise. Les cellules I'exgnt sont des astrocytes (20 %), des
neurones (35%) et des oligidendrocytes (45%) (M&rsah et al., 2004b).

L’activité de la -HSOR est bien supérieure a celle de dR&d ; I'étape de &
réduction est donc une étape qui limite le rendeérdenia biosynthese des stéroidesds
réduits (Penning et al., 1985 ; Russel et al., 19@#ev et al., 2003).

Une étude récente sur des cerveaux de rat a nesidence que ladRed et la B-
HSOR sont exprimées dans des neurones recevambdtts synaptigues GABAergiques
(Agis-Balboa et al., 2006). Ceci permettrait unetegse localisée de stéroide8-réduits a
proximité des récepteurs GARADe fagon trés intéressante, les stéroidesm3éduits sont
de puissants modulateurs allostériques posititsedaécepteurs (Belelli et Lambert, 2005).

L'ensemble des enzymes de synthese des stéroidés-r8duits peut étre

spécifiguement inhibées (Tableau 2).

Tableau 2 :Inhibiteurs des enzymes de la voie de synthésstdasides @5a-réduits.

Inhibiteur
P450scc | Aminogluthétimide
3a-HSD Epostane
Trilostane
5a-réductase | Finastéride

SKF 105111

3a-HSOR Provéra
Indométhacine

56



3. Mode d’action des stéroides : des modulateurs de feansmission synaptique

Les stéroides exercent de nombreuses actions lgjokxydans le systéeme nerveux
central, durant le développement embryonnaire muassi chez I'adulte. Les mécanismes par
lesquels les stéroides agissent sur le SNC incldesteffets génomiques et des effets non-

génomiques (Figure 21).

Stéroides neuroactifs Hormones stéroides
17B-oestradiol 17B-oestradiol
Progestérone Dihydrotestostérone
3a5aTH Prog Progestérone
3a5aTHDOC . Aldostérone
Pregnénolone sulfatée ci= Hormones stéroides Corticostérone
DHEA sulfatée 1 o Cortisol

al

noradrénaline

ca*

dopamine
Membrane

Cibles des stéroides

récepteur GABAA
récepteur 5-HT3
récepteur nicotinique
récepteur NMDA
récepteur kainate
récepteur AMPA
récepteur de la glycine
récepteur ¢

récepteur de I'ocytocine

Minutes Heures Jours Mois

Effets nongénomiques Effets génomiques

Figure 21: Mode d’'action des stéroides

Les stéroides peuvent moduler l'activité des récepteles neurotransmetteurs par des effets non-
génomiques rapides allant de plusieurs minutes a quelgeares. Ils peuvent aussi agir via des récepteurs
intracellulaires, par une action génomique pouvamirelnger a plusieurs mois.

(D'aprés Rupprech et Holsboer, 1999)
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a. Action génomique

Les stéroides peuvent se lier a des récepteuec@tinlaires (pour revue Robyr et al,
2000) qui lors de cette liaison, se dissocientedrsl protéines chaperonnes et peuvent ainsi
migrer dans le noyau. lls forment alors des homedas ou des hétérodimeres grace a leur
séquence de liaison de I'ADN, puis ces diméresragissent avec des ségquences qui sont
localisées dans les régions régulatrices des pmnmstes génes hormono-sensibles. L'action
génomique des hormones peut durer de quelquesesiayilusieurs mois.

Par cette voie d’action, les stéroides agissentm®iies facteurs de transcription dans
la régulation de I'expression génique (Evans, 1988ls les stéroides ne se lient pas a des
récepteurs nucléaires. Ainsi, la DHP et la DOCixsent a de tels récepteurs, alors que la THP
et THDOC ne se lient pas sur ces récepteurs idlmtaiees (Rupprecht et al., 1993 ;
Rupprecht et Holsboer, 1999)

b. Récepteurs membranaires spécifiques

Il a réecemment été démontré que certains stércddessent en se fixant sur des
récepteurs membranaires spécifiques. Le réceptemnbmanaire de la progestine a été le
premier cloné a partir d’ovocytes de poisson (Zhwale 2003a). Il s’agit d’'un récepteur
couplé a une protéine G. Il existe 3 types de tecepde la progestine (mRRP ety). Le
mPR3 est fortement exprimé dans le SNC de souris etficphérement dans la moelle
épiniére (Zhu et al., 2003b).

Récemment, I'existence d’'un récepteur de la délgapiandrostérone (DHEA) couplé
aux protéines G a été démontrée sur des membrsoléss d’hippocampe de rat. La liaison

de la DHEA sur ce site aurait un effet neuropratec{Charalampopoulos et al., 2006).

c. Modulation de la transmission synaptique

Certains stéroides peuvent moduler I'excitabiliéfinonale en se liant aux récepteurs
des neurotransmetteurs (Majewska et al., 1986 ] Bad Purdy, 1992 ; Rupprech et
Holsboer, 1999). Le terme de « stéroide neuroadieté adopté pour les stéroides ayant ces
propriétés. Ces effets ont lieu sur des fenétraemgs allant de la milliseconde a la seconde
(McEwen, 1991).

i)  Modulation des récepteurs des neurotransmetteurs
Les principaux neurostéroides sulfatés et non4ggfacomme la prégnenolone
sulfatée, la DHEA sulfatée, la pregnénolone, lagpstérone et I'allopregnanolone modulent
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les récepteurs des neurotransmetteurs et par amr#ecexercent une fonction de

neuromodulateurs endogénes.

Tableau 3: Effets des stéroides neuroactifs sur les récepties neurotransmetteurs
(Adapté d’aprés Rupprech et Holsboer, 1999)

Récepteur Stéroide Effet modulateur Concentration
3a50-THP Positif 10°a 10°
3a53-THP Positif 10%a 10°

GABA , 3a50-THDOC Positif 10%a 10°
Prégnénolone sulfate Négatif 8 10°
DHEA-sulfate Négatif 184 10°
Nicotinique de Progestérone Négatif fa 10*
I'’Acétylcholine 3050-THP Négatif 10° a 10
Prégnénolone sulfate Négatif 0
Glycine Progestérone Négatif @& 10°
Prégnanolone Négatif fa 10°
Oestradiol Négatif 10a 10
5HT, Progestérone Négatif fa 10
Testostérone Négatif fo
3a50-THP Négatif 10°
Prégnénolone sulfate Positif 18 10°
NMDA . .
17B-oestradiol Négatif 5. 10
AMPA Prégnénolone sulfate Négatif 10
Prégnénolone sulfate Négatif 10
Kainate 17B-oestradiol Positif 10°a 10°
Progestérone Positif P& 10°
Ocytocine Progestérone Négatif T 10°
DHEA sulfate Positif 10a10°
Sigma 1 Prégnénolone sulfate Négatif 1810°
Progestérone Antagoniste 48 10°
P2X DHEA Positif 10°a 10°

Une grande variété de modulations allostériques rdespteurs membranaires des
neurotransmetteurs par les stéroides neuroacéts décrite a ce jour ; 'ensemble des effets
connus sur les récepteurs des neurotransmetteurspestorié dans le tableau 3 (pour revue
Rupprech et Holsboer, 1999 ; Schlichter et al.,620@Comme le montre le tableau, les
stéroides peuvent exercer des effets modulateus#tifpoou négatifs, et leurs cibles
principales sont des récepteurs canaux impliquas @atransmission synaptique rapide. Il ne
faut cependant pas exclure que les stéroides ptisgmluler (positivement ou négativement)
des récepteurs de type métabotropique. Dans le aalrcette étude, il faut noter que les
stéroides peuvent moduler les récepteurs GARA de la glycine qui sous-tendent la

transmission / co-transmission inhibitrice danstzelle épiniere.
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Les stéroides sont aussi connus pour moduler lespt&urs du glutamate, soit
directement par un mécanisme allostérique, soiteanttment par activation de récepteots
ou en passant par des mécanismes de phosphoryRtioni ces effets, le mieux documenté
est celui du sulfate de prégnénolone, qui modusitipement le récepteur NMDA (Wu et al.,
1991) par un mécanisme allostériqgue (Ceccon et2@D1) en augmentant I'affinité pour
I'agoniste (Ceccon et al., 2001) et la probabititéuverture du canal (Horak et al., 2004).
Cependant, cet effet est plus complexe et dépendh deomposition en sous-unités du
récepteur. D’autre part, la pregnénolone sulfatéat paussi agir par lintermédiaire du
récepteunl. Il s’agit d’un récepteur associé étroitementeaepteur NMDA qui module les
concentrations intracellulaires de calcium (Malagéeal., 2002).

Plus récemment, il a été mis en évidence que laM&tait un modulateur positif des

récepteurs P2X contenant la sous-unité A®2€Roo et al., 2003).

i) Modulation du récepteur GABAA

Il est aujourd’hui clairement établi que le récept&ABAA est la cible principale des
stéroides neuroactifs.

Le récepteur GABA peut étre modulé positivement ou négativementgsastéroides
neuroactifs. Les stéroides sulfatés (Preg-S et DSEAont des modulateurs négatifs du
récepteur GABA, alors que les stéroides®i-réduits (THDOC et THP) sont de puissants
modulateurs positifs du récepteur GABALes stéroides sulfatés et nonsulfatés agissent su
deux sites distincts du récepteur (Park-Chung et 199). De ce fait, les stéroides
modulateurs négatifs et positifs peuvent agir irtélamment ou de facon coordonnée sur le
récepteur GABA.

Mon travail de thése ayant porté sur I'effet motkeua positif des stéroidex3a-
réduits, je ne développerai ici que cet aspecteffess modulateurs. Le lecteur intéresseé par
les autres types de modulation pourra se réfed#féents articles de synthése portant sur ce
sujet (Belelli et Lambert, 2005 ; Schlichter et 2aD05 ; Park-Chung et al., 1999).

C’est dans les années 1940 que Hans Selye a nouréertains métabolites de la
progestérone avaient des effets sédatifs et arségties puissants. Au début des années 1980,
des études électrophysiologiques ont montré quiet’anesthésique de certains métabolites
de la progestérone (I'alphaxalone) était di a wmggmeentation de I'inhibition évoquée et a

une action sur le récepteur GARAHarrison et Simmonds, 1984).
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Figure 22: Sites de liaison des stéroidesiB3a-réduits sur le récepteur GABA,

Site de modulation

Le récepteur GABA a plusieurs sites de liaison pour des substancelsilattces. Le site modulateur des
stéroides @5a-réduits est localisé entre les domaines transmembesnai et 4 de la sous-unité du
récepteur. Le site d’activation directe par les stire 2(5a-réduits se situe a l'interface des sous-unitBs

(D'apres Akk et al., 2007)

En 1986, il a été montré pour la premiére fois Balloprégnanolone et la THDOC sont
des modulateurs de I'excitabilité neuronale, viar lexteraction avec le récepteur GABA
(Majewska et al., 1986). Ces stéroides potentialitactivité du récepteur GABAa des
concentrations nanomolaires. lls n'ont pas d’'e$fet la conductance du canal du récepteur,
mais augmentent fortement I'affinité du récepteourple GABA et le temps d’ouverture du
canal (Shu et al., 2004). De plus, a des concemigatelevées (>100 nM), ces stéroides

peuvent activer directement le récepteur GAB&e qui peut mener dans certains cas a une
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suppression de la transmission excitatrice (Shal.e2004). Ces deux modes d’action trés
distincts s’expliquent par I'existence de 2 siteslidison des stéroidesiSa-réduits sur le
récepteur GABA. La modulation positive du récepteur GABAe fait par un site de liaison
situé entre les domaines transmembranaires 1 etld dous-unit@, alors que I'activation
directe du récepteur est induite par la liaisonstésoides @5a-réduits sur un site localisé a
l'interface des sous-unités et 3 (Hosie et al., 2006 ; Figure 22). Les stéroidegvest
accéder aux sites de liaison sur le récepteur GABAsqu’ils sont en solution dans le milieu
extracellulaire ou intracellulaire, mais du fait kgeir forte lipophilie (Akk et al., 2005), ils
peuvent atteindre les sites modulateurs du réce@@BAa par diffusion dans le milieu
hydrophobe de la membrane. Il a méme recemmerdésténtré que l'acces par le milieu
extracellulaire n’était pas indispensable, maisiga’accumulation membranaire des stéroides
serait nécessaire pour la modulation du réceptekk €t al., 2005).

Les stéroides neuroactifs/neurostéroides peuvedulerles récepteurs synaptiques et
extra-synaptiques (Figure 23). Lorsque les réceptaont synaptiques, la présence ou
I'absence de stéroides va se refléter sur lesigired des courants postsynaptiques. De plus,
les stéroides dba-réduits augmentent les constantes de temps déivdgen des courants
postsynaptiques inhibiteurs GARA(CPSI GABA.), ce qui prolonge la durée de ces
événements postsynaptiques et augmente la changstrice (Keller et al.,2001 et 2004).
Dans la plupart des régions du SNC, les neurosgsoont un léger effet sur le temps
d’activation et I'amplitude des CPSI GABRA mais l'effet majeur est observé sur la
déactivation du courant, du fait de la modificatdmla cinétique du canal. Par conséquent, la
constante de temps de déactivation des CPSI GAE3A un excellent indicateur de présence
des stéroides au voisinage des récepteurs pogttges. En effet, plus il y aura de stéroides
3aba-réduits présents a la synapse et plus la dédctivaera lente et donc la constante de
temps de déactivation élevée.

La présence de stéroidessSsi-reduits peut aussi révéler ou potentialiser umepmsante
extrasynaptique. Tous les récepteurs extrasynagiga sont pas sensibles de la méme facon
aux neurostéroides. Dans certains cas, comme dsnsidurones granulaires du cortex
cérébelleux et du gyrus denté de souris, un codoamique porté par les récepteurs GABA
contenant la sous-unit@est fortement augmenté par les stéroiaesoaréduits (Stell et al.,
2003). En revanche, chez le rat, le courant tonGABAergique dans les cellules granulaires

du cortex cérébelleux est insensible aux stérd@déa-réduits (Hamann et Richter, 2002).
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Figure 23: Modulation de la synapse GABAergique par les stéides 5a-réduits

Le GABA qui est libéré des vésicules agit rapidementiesirécepteurs GABAce qui provogue un courant
postsynaptique inhibiteur miniature « phasique ». hegrostéroides qui sont libérés localement prolongent
la constante de temps de déactivation de ces couergmentant de ce fait l'inhibition synaptique. Gega
neurones ont des récepteurs extrasynaptiques qui stmésapar des concentrations faibles de GABA,
générant un courant «tonique». Ce courant peut étrenextg par de basses concentrations des
neurostéroides (d'apres Belelli et Lambert, 2005)
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Il existe une certaine hétérogénéité dans les matidok des stéroides pouvant étre due a

différents facteurs.

Composition en sous-unités du récepteur GABA

L’effet des stéroides sur le récepteur GAB&st porté par les sous-unitstp (lieu
des sites de liaison) mais la nature de ces satssun’influence pas la sensibilité du
récepteur aux stéroides. En revanche, la sousygnitenfere une plus grande sensibilité que
les sous-unitéy; et y; (Belelli et al., 2002). D’autre part, la préserd® la sous-unit®
augmente les effets potentialisateurs des stér@uas-réduits (Mihalek et al., 1999 ; Belelli
et al., 2002).

Phosphorylation

La phosphorylation du récepteur GAB/fluence aussi la sensibilité aux stéroides. Il
s’agit d'un effet complexe qui dépend de la kinagale la phosphatase impliquée. Les effets
de la phosphorylation dépendent des structures AIG Soncernées. Par exemple, dans
I'hippocampe, la phosphorylation favorise l'intetian entre les stéroideSa-réduits et le
récepteur (Harney et al., 2003), alors qu’elle liehi’'effet modulateur des stéroides58-
réduits dans les neurones magnocellulaires ocyogimues de I'hypothalamus (Brussaard et
Koksma, 2003 ; Koksma et al., 2003). Il reste dlétai la phosphorylation change la liaison
ou influence les changements de cinétique indaitdgliaison du stéroide. Néanmoins, il est
clair que la phosphorylation contribue a I'hétemgeé des effets des stéroides sur le
récepteur GABA.

Métabolisme

Alors que les stéroides périphériques peuvenmnaliteile SNC en traversant la barriére
hémato-encéphalique, ils n’agissent pas nécessateraniformément dans toutes les
structures du SNC (Lambert et al., 2003). lIs petregir directement sans transformation, ou
peuvent étre métabolisés localement en dérivés qusioins actifs par rapport au stéroide
initial. Ceci indique I'importance du métabolisnoeal pour les neurostéroides et les stéroides
circulants atteignant le SNC (Belelli et Herd, 203
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4. Neurostéroides dans la moelle épiniére

Dans les couches superficielles de la corne dodmlla moelle épiniére, toutes les
enzymes nécessaires pour la synthése de stératleqque la DHEA, la THDOC et
I'alloprégnanolone sont présentes et fonctionneDems la lamina Il, cette synthése est sous
le contr6le du TSPO, dont I'activité est moduléecaurs du développement postnatal ou
suite a linduction d’une inflammation périphérig(i€eller et al., 2004 ; Poisbeau et al.,
2005). Les stéroidesnBa-réduits peuvent donc étre produits dans la lartlinke la moelle
épiniére. Dans la lamina I, cette synthése deoktés 8i5a-réduits est élevée durant les 15
premiers jours aprés la naissance, puis diminueoats du développement postnatal jusqu’a
des niveaux ou les stéroideg58-réduits n'ont plus d’effet modulateur détectable ks
récepteurs GABA (Keller et al., 2004). La présence de stéroidesnaréduits durant les 15
premiers jours de vie postnatale dans la laminadltraduit également par la présence de
CPSI mixtes GABA/glycine. En effet, la présence stéroides 85a-réduits augmente
I'affinité des récepteurs GABAdans (ou au voisinage de) certaines synapsesghgigues,
ce qui permet leur activation par les faibles coteions de GABA durant la co-libération
GABA/glycine, et par conséquent l'apparition d’égérents mixtes (Keller et al., 2001,
2004). La diminution de la synthese des stéroidg&m3éduits au cours du développement,
est due a une régulation négative du TSPO ; en, effee activation pharmacologique du
TSPO chez le rat adulte permet de récupérer lgwiptés de transmission synaptique d’un
rat immature. Malgré le fait qu'aucune étude nesit intéressée a I'heure actuelle, il n'est
pas exclu que l'expression ou l'activité¢ des auteezymes de synthése soit également
régulées négativement au cours du développement.

Suite a l'induction d’'une inflammation périphériqakez le rat adulte, la production
endogene de stéroidea5i-réduits est réactivée dans la lamina Il (Poisketaal., 2005), ce
qui induit une augmentation de la durée des cosirsytiaptiques inhibiteurs impliquant les
récepteurs GABA et la réapparition dEPSI mixtes GABA/glycine. Cette réactivation de la
synthese des stéroides5a-réduits est liée a une régulation positive de 30D et peut-étre
des autres enzymes de synthese.

Lors d’'une douleur neuropathique induite par le eledle ligature lache (Bennett et
Xie, 1988), la quantité d’ARN messager de la P46Gmegmente fortement dans la corne
dorsale ipsilatérale. Le nombre de neurones expiin@aprotéine p450scc est augmenté de
45% (Patte Mensah et al., 2004a). Par ailleurss danmodele de douleur neuropathique, les

stéroides @5a-réduits atténuent I'hyperalgie thermique et mégaai (Pathirathna et al.,
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2005). Bien que fortement envisageable, une régulate la TSPO dans ce modéle n'a pas
été démontrée.

L’ensemble de ces résultats suggéere que les enzayenggnthése des stéroidedHa-
réduits sont présentes dans la corne dorsale daeo&dle épiniére chez le rat adulte. La
p450scc serait quant a elle principalement confanég lamina Il. Cependant, actuellement,
aucune donnée ne permet de conclure a la fonclithda ces enzymes et par conséquent il
est difficile de savoir si la synthése de stéro@esu-réduits est généralisée a toute la corne
dorsale de la moelle épiniere et si la transmissigraptigue GABAergique dans les laminae
[lI-1V est placée sous le tonus modulateur de désoiles, comme c’est le cas dans la

lamina Il.
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Objectifs de la thése

Les états d’hyperalgésie et d'allodynie caractétisen grand nombre de douleurs
(inflammatoires, neuropathiques, cancéreuses) etégseloppent souvent assez rapidement
apres une lésion ou une inflammation périphériqueenmtrale du systeme nerveux. Bien que
ces états hyperalgésiques et allodyniques soientdincumentés dans les modéles animaux et
en clinique humaine, trées peu de choses sont cenamiece qui concerne les mécanismes
neurophysiologiques et les réseaux neuronaux gusdeis-tendent, notamment en ce qui
concerne les allodynies.

L’intégration des informations en provenance dedaphérie implique des neurones
excitateurs et inhibiteurs. La transmission sympyaiinhibitrice joue un rdle essentiel dans
I'intégration et la modulation des informations sdosensorielles nociceptives (lamina II) et
non nociceptives (laminae IlI-1V). Cette transmigsimet en jeu I'acidg-aminobutyrique
(GABA) et la glycine par l'intermédiaire de récemte-canaux GABA et de la glycine.

La transmission synaptique inhibitrice mettant en jes récepteurs GABAest
fortement impliquée dans la modulation spinale ds messages sensoriels. Les stéroides
3u5a-réduits sont des modulateurs allostériques peditif récepteur GABAet peuvent étre
synthétisés dans la moelle épiniére. Dans la lamhjreette synthese est élevée durant les 15
premiers jours aprés la naissance, puis diminueoats du développement postnatal jusqu’a
des niveaux ou les stéroideg58-réduits n'ont plus d’effet modulateur détectable ks
récepteurs GABA (Keller et al., 2004). Notre laboratoire a momgéemment que lors d’une
inflammation périphérique chez le rat adulte, ladorction endogéne de stéroides58-
réduits était réactivée (Poisbeau et al., 2005fuientraine une augmentation de la durée des
courants synaptiques inhibiteurs impliquant legpéeurs GABA.

A T'heure actuelle, alors que la transmission iithike a été bien étudiée dans la
lamina Il, trés peu de choses sont connues suyrtgwiétés de l'inhibition synaptique dans
les laminae IIl et IV de la moelle épiniére. Pallears, il n'existe aucune donnée sur
I'éventuelle modulation de la transmission GABAeg dans les laminae lll et IV, par des

stéroides @85a-réduits endogenes.
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Par conséquente but de mon travail de thése été de :
1. Caractériser les propriétés de la transmissionminee inhibitrice (GABA/glycine)
dans les laminae Ill et IV de la corne dorsale a@amioelle épiniere lombaire et de les
comparer a celles de la transmission inhibitricesda lamina II.
2. Déterminer I'existence d’'une modulation de la traission GABAergique dans les
laminae Il et IV par les stéroidesa®u-réduits endogenes et de mettre en évidence
d’éventuelles différences de neurostéroidogendse ks couches llI-IV et Il
3. Caractériser la plasticité de la transmission stgae inhibitrice et de la synthése
endogene de stéroidesZx-réduits dans les laminae 1l et IV consécutivena inflammation

périphérique.

Pour cela, nous avons réalisé des enregistremigttsophysiologiques (patch-clamp
en configuration cellule-entiere) de neurones digsstranches aigués de moelle épiniére de
rat et nous avons compareé les propriétés de larnnasion synaptique inhibitrice miniature

dans les laminae Il et llI-1V.
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Materiels et Méthodes
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l. Animaux et traitements
1. Animaux utilisés

L’ensemble de cette étude a été réalisée sur tesédes Sprague-Dawley et Wistar.
Ces animaux sont nés et élevés dans notre animad@c nourriture et eau a volonté, et

soumis a une photopériode jour/nuit de 12heuresiir@s.

Toutes les expérimentations animales ont été eiest en conformité avec la
|égislation européenne (directive 86/609/CEE dusedrde I'Europe du 24 novembre 1986)
et avec l'autorisation du Ministére francais degtiaulture (Licence N°. 67-107 de
R.Schlichter).

Trois groupes d’animaux ont été formés en fonctlerfage post-natal (P) auquel les

animaux ont été utilisés : P<8 jours, 94B jours, et P>21 jours.

2. Induction de I'inflammation

Nous avons utilisé le modéle de douleur inflamnratonduit par injection sous-
cutanée de carragénine dans la patte postérieupeaqluit une inflammation aigué associée a
de I'hyperalgie (Kayser et Guilbaud, 1987 ; Harge=aet al., 1988 ; Joris et al., 1990) et un
cedeme ipsilatéral (Winter et al., 1962). La camage est un polysaccharide sulfaté linéaire
extrait d’algues marines, qui, lors de son injattientraine la formation d'un cedeme et la
mise en place d'une douleur inflammatoire. Nous navahoisi ce modéle car il est
classiquement utilisé dans la littérature. Paeail, plusieurs études au laboratoire I'ont déja

bien caractérisé par des approches cellulairedézirées.

La carragénine- (Sigma-Aldrich) est utilisée a 3% diluée dans sokition de NaCl a
9%o. Un volume de 10 pL est injecté aux rats agés dels jours, et un volume de 100 pL a

ceux ages de plus de 21 jours.

Une injection unilatérale (patte gauche) intrapamet est utilisée pour les tests
comportementaux et les marquages immunohistochamsijgat une injection bilatérale est

effectuée pour les enregistrements électrophysml@g. L’injection est réalisée laide
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d’une aiguille de 30 gauges (rat de 9 a 15 jowns)® 26 gauges (rats de plus de 21 jours), par

voie sous-cutanée.

Les animaux du groupe contrble recoivent la mérneeiion, mais avec uniquement la

solution saline.

3. Injection sous-cutanée

Pour certaines expériences, les rats ont recu umection sous-cutanée de
progestérone a 75 mg/kg. La progestérone (Signigrégaree dans de I'éthanol absolu a 75
mg/mL (7.5 %), puis diluée a 13% dans de I'huilelide vierge. Le volume injecté est ajusteé
en fonction du poids de I'animal. Une simple inijeatest réalisée en sous-cutané au niveau

de la peau de la nuque des rats agés de 9 a E5 jour

Les animaux du groupe contrdle recoivent la ménexiion, mais avec uniquement

I’éthanol absolu dilué a 13% dans de I'huile d’eliv

Les injections sont réalisées entre 30 min et 2dseavant le sacrifice de I'animal.
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Tableau 4: Composition en mM du sucrose-ACSF et de 'ACSF

Sucrose-ACSF ACSF
Sucrose 248 -
NaCl - 126
NaH,PO, 1,25 1,25
KCI 2 2,5
CaCl, 2 2
MgCl, - 2
MgSO, 1,3 -
NaHCGQ, 26 26
Glucose 11 10

Tableau 5: Substances pharmacologiques utilisées en inculbat

Substance Concentration Temps minimum Source
PK11195 (PK) 10 uM >5 heures Tocris, UK
Finastéride (Fina) 50 uM >3 heures Steraloids U®A
Diazépam (Diaz) 1uM >3 heures Sigma, France
Flumazeénil (Flu) 10 uM >3 heures Roche, Basel
22(R)-OH-Cholestérol (220H-Chol) 100 nM >3 heures ign®&, France
Pregnénolone (Preg) 100 nM >3 heures Sigma, France
Progestérone (Prog) 100 nM >1 heure Sigma, France
3o-Dihydroprogestérone (DHP) 100 nM >1 heure Signmanée
Indométhacine (Indo) 10 uM >3 heures Sigma, France
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Il. Préparation des tranches transversales de mdelépiniére
1. Dissection et réalisation des tranches

Les rats sont anesthésiés par une injection irdragméale de kétamine (75 mg/kg
Mérial) et sacrifiés par décapitation. L'ensemiddal dissection est réalisée dans une solution
de sucrose-ACSF (sACSF) dont la composition esigir dans le tableau 4. Le sACSF
(Artificial CerebroSpinal Fluid) est toujours utié réfrigéré a 0-4°C et équilibré avec du
carbogene (95% 02/5% CO2).

La moelle épiniere est prélevée par extrusion hydrae comme précédemment
décrit (Chery et De Koninck, 1999). Brievement,espavoir décapité I'animal, la peau du dos
de I'animal est incisée et la colonne vertébralesestionnée aux niveaux sacré et cervical.
Une pointe de micropipette automatique (200 pLpaeasur une seringue de 20 mL remplie
de sACSF froid (0-4°C), est insérée dans le caaecthidien du coté sacré. L'injection de
SACSF dans le canal vertébral permet d’expulsendalle épiniere du c6té cervical (Figure
24-1). La moelle est ensuite rapidement transfdeds une boite de Pétri remplie de SACSF
froid.

Le renflement lombaire de la moelle épiniere eskeigFigure 24-2) et placé dans un
cube d'agarose a 5% (préalablement polymérisé).eiAeffet, une gouttiere d’une taille
légérement inférieure a celle de la moelle est uigée dans un bloc d’agar (Figure 24-3).
Ceci permet le bon maintien de la moelle lors dnd¢hage. Le cube contenant la moelle est
alors collé sur la platine du vibratome (Leica VOQ@P dont la cuve est remplie de SACSF
froid. Des tranches transversales de 600 pm satliséés, puis conservées a température
ambiante sur un filet de nylon dans une boite dekage remplie avec de 'ACSF bullé (95%
02/5% CO2 ; tableau 4 ; Figure 24-4et 5),

2. Incubation des tranches

Pour des traitements pharmacologiques nécessitaniexposition supérieure a une
heure, les tranches sont pré-incubées dans I'AGHBHpIEté avec la (les) substance(s). Les
différentes drogues utilisées en incubation soatgmtées dans le tableau 5, ainsi que leur

concentration d’utilisation et le temps minimumndubation.
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Tous les stéroides sont préparés sous forme degosalistock concentrées 1000 fois
dans de I'éthanol absolu, conservées au réfrigarédéC). Toutes les substances sont diluées

a leur concentration finale dans 'ACSF au débutliEque expérience.

1-Prélévement de la moelle épiniére 2-Sélection du segment lombaire

3-Inclusion dans I'agarose

Pression hydraulique

exercée dans le canal rachidien
avec du s-ACSF 0-4°C \ /

Agarose 5%

4-Coupe au vibratome 5-Stockage des tranches

~
~—
<~
DE— 4

e coupes de 600 pm d’épaisseur
e sucrose-ACSF a 0-4°C o ACSF a température ambiante (20-22 °C)

Figure 24: Prélevement de la moelle épiniere de rat par extrush hydraulique et réalisation de
tranches transversales de 600 um d’'épaisseur.
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. Enregistrements électrophysiologiques
1. Technique utilisée et type d’enregistrement

Dans cette étude, nous nous intéressons a la tiesiemsynaptique inhibitrice dans la
corne dorsale de la moelle épiniere et a la moduladndogene de cette derniere par les
stéroides @5a-réduits. Pour cela, nous avons étudié les carsitgres des courants
postsynaptiques inhibiteurs (CPSI). Les enregistrémont été effectués en mode potentiel

imposé en utilisant la configuration « cellule ergi » du patch-clamp.

Les canaux sodium activés par le potentiel de mangbont été bloqués par I'ajout de
tétrodotoxine 0,5 puM (Latoxan) dans le milieu esélfulaire. Ceci a pour conséquence
d’empécher la geneése de potentiels d’action (PA)}-tigpendants et de permettre
I'enregistrement de courants post-synaptiques mirdga (CPSm), c'est-a-dire résultant de la
libération spontanée de neurotransmetteur se @wadua des sites synaptiques unitaires. En
effet, la genése de PA dans I'élément pré-synaptaant impossible, la synchronisation des
différents sites de libération des neurotransmestest peu probable, et la détection de la
libération d’'une seule vésicule de neurotransmettst fortement privilégiée, d’autant plus
que la fréquence de libération spontanée estaibkefdans notre préparation (en général < 1
kHz, voir résultats). L'analyse des propriétés @S| miniatures donne des informations sur
I'élément unitaire de la transmission synaptiquea@um). Un effet modulateur pre-
synaptique se traduira par un changement de ladrég d'apparition des événements. Par
contre, dans le cas d'un effet postsynaptique,’attesdra surtout a une modification de la
cinétique des CPSI miniatures, qui dépend du nordbregcepteurs disponibles et de leurs
caractéristiques structurales (composition en smit®s) et fonctionnelles (état de

phosphorylation, présence de modulateurs endogeétuek,

La transmission excitatrice impliquant les récepaanotropiques glutamatergiques a
été bloquée en ajoutant 2 mM d’acide kynuréniquekd au milieu extracellulaire. Par
conséquent, dans nos conditions expérimentales nemregistrons que les courants post-

synaptiques inhibiteurs miniatures (CPSIm).

Les CPSIm GABAergiques et glycinergiqgues peuveme élistingués selon la
cinétique de leur phase de déactivation (voir tag)l lls peuvent également étre isolés grace

a des moyens pharmacologiques. L'ajout de stryeh(iinuM, Sigma) ou de bicuculline (10
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uM, Sigma) au milieu extracellulaire permet de biexqgrespectivement les récepteurs de la

glycine et les récepteurs GARA

2. Montage expérimental
a. Chambre d'enregistrement et milieux extracelludires

Pour les enregistrements électrophysiologiquedrdache est transférée dans une
chambre de perfusion a interface (Figure 25). Landire de perfusion est composée d'une
antichambre dans laquelle le milieu extracellulaifCSF) s’écoule par gravité.
L’antichambre est reliée a la chambre principaledeapetits orifices. L’évacuation du milieu
se fait par gravité grace a un papier buvard. Gé&aye permet de garder un niveau constant
de liquide a la limite du bord supérieur de la tfan L’électrode de référence constituée d’'un

fil d’argent chloruré baigne dans le milieu extiadaire au niveau de I'antichambre.

Nl

7777
- Arrivée de la perfusion
antichambre
:

~—

Lot

77

Evacuation

Figure 25: Chambre de perfusion
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La chambre de perfusion est placée sous une lompeudaire qui permet de visualiser la
tranche en lumiére transmise. La lamina Il est maassable par son aspect de croissant

translucide gris (Figure 26).

Figure 26 : Tranche de moelle épiniére lombaire visualisée en lumiére transmise

b. Pipettes et milieux intrapipette

Les pipettes sont fabriquées a partir de capiiaite borosilicate (diametre externe =
1.2 mm ; diamétre interne = 0.69 mm ; Havard AppexaUSA). Les capillaires sont étirés
avec une étireuse horizontale a laser (P-200, [Sistruments, USA) avec 3 étirements
successifs. Les micropipettes sont remplies avatlieu suivant (en mM) : CsCl 126, MgCl
2, HEPES 10, Biocytine 10. Les résistances élagsgles pipettes, mesurées dans le milieu

ACSF, sont comprises entre 3 et M

L’'osmolarité du milieu est vérifiee grace a un osmétre et ajustée a 300 £ 10 mOsm
(mesurés) grace a I'ajout de 35 mM de sucrose #aumntrapipette. Le pH est ajusté a 7.3
avec CsOH. Le potentiel d’équilibre des ions chierest fixé a 0 mV.

La biocytine contenue dans le milieu intrapipetsé @ilisée pour marquer la cellule
enregistrée, de facon a préciser ultérieuremetdcsdisation dans la tranche et a caractériser

sa morphologie.

La pipette est fixée sur le porte-électrode du mpp#dicateur (CV 203BU, Axon
Instruments) relié a un amplificateur (Axopatch BP@xon Instruments). La pipette est

placée selon un axe vertical au dessus de la Zortérét dans la tranche, visualisée grace a
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la loupe binoculaire, et descendue grace a un manipulateur. La suite des opérations est
réalisée a l'aveugle, en suivant uniquement I'éaviudes signaux électriques enregistrés et

visualisés par le logiciel d'acquisition pClampA&@n Instruments).

3. Déroulement des enregistrements

Afin d’éviter I'obturation de sa pointe, une surgs®n est appliquée a l'intérieur de la
pipette. Un créneau de potentiel transitoi®, de 5 mV est appliqué a la pipette (Figure 27-
P1) a une fréquence de 50 Hz. Le courdrnt AV/R qui en résulte donne une mesure de la
résistance de la pipette, plongée dans le miligsi gans la tranche (Figure 27-A). Si celle-ci
est convenable, la descente est poursuivie lentejusqu’a ce qu'une cellule se présente
devant la pointe de la pipette. Cela entraine wugnantation de la résistance et donc une
diminution du courant nécessaire pour réaliseralg sle potentiel (Figure 27-B et C). A ce
moment, la surpression est relachée et une Iégessipn négative est appliquée a l'intérieur
de la pipette pour coller la membrane de la cebule pointe de la pipette (Figure 27-D). Le
potentiel de maintien est alors fixé a -60 mV (FegwR7-P2). Les courants capacitifs
transitoires dus a la capacité de la pipette somipensés électroniquement grace a un
dispositif interne a I'amplificateur. Nous sommescenfiguration « cellule attachée » (Figure
27-E). Une aspiration légere et franche est alp@iquée a lintérieur de la pipette pour
passer en configuration « cellule-entiére ». Dgdarcourants capacitifs, dus a la capacité de
la membrane cellulaire, apparaissent (Figure 27%E)sont compensés (Figure 27-G). Les

enregistrements peuvent débuter.

4. Acquisition et stockage des données

Les courants synaptiques sont visualisés sur unilossope (Tektronix 2211).
L’acquisition est faite avec un filtre passe-bas BHz. Les enregistrements sont d'une part
numerisés a 20 kHz et stockés sur bande vidédrel'part numérisés a 10 kHz et enregistrés
sur l'ordinateur avec le module Fetchex de pClamp & fin de I'enregistrement, la pipette

est retirée délicatement.
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Figure 27: Réalisation de la configuration “cellule-entiére”
(d’apres Joffre, 2001).

79



5. Révélation de la biocytine

La tranche est transférée dans une petite capsoiplie de para-formaldéhyde 4%
dans du tampon phosphate (PB, 0.1 M) pour fixéisgel et révéler la biocytine.

Apres 3 lavages de 10 minutes au PBS, la trandhie@bée durant une nuit avec de
I'extravidine couplée a la FITC (1/400, Sigma, F@nou avec de la streptavidine couplée a
du marina-blue (1/100, Molecular Probes, USA). ApBélavages de 10 minutes au PBS, la
tranche est montée entre lame et lamelle avec dieurde montage Vectashield (Vector
Laboratories). L'observation au microscope a flsoemce (Leica LEITZ DMRD) nous

permet de vérifier la localisation du neurone itéest d’observer sa morphologie.

Dans certains cas, nous avons revélé la protémas&iC de type simultanément a la
biocytine. En effet, la PK{€est exprimée par les neurones situés dans l& paius ventrale
de la lamina Il et dans la partie la plus dors@&dadlamina Ill (Polgar et al., 1999a). Il s’agit

donc d’'un bon marqueur de la limite entre la lanmlret la lamina .

Pour réaliser le double marquage, les tranches Ofle |6n sont individuellement
incluses dans de I'agar a 2% et recoupées en gara# 50 um d’épaisseur. Apres 3 lavages
de 10 minutes avec du PBS, les sites aspécifiqpassaiturés avec du sérum de chévre a
10% (Dutscher, France) dans du PBS-T (PBS complété du triton a 0.1%) durant 45
minutes. Puis les tranches sont incubées pendantuib en chambre froide, sous agitation
permanente, avec I'anticorps primaire anti-RK€oduit chez le lapin (1/10000, Santa Cruz)
et la streptavidine couplée a du marina-blue (1/M6lecular probes). Le lendemain, 3
rincages de 10 minutes avec du PBS sont réalisés|d3 tranches sont incubées pendant 2 h
avec un anticorps anti-lapin couplé a la FITC, pibdhez la chévre (1/800, Biosys). Pour
finir, 3 rincages de 10 minutes avec du PBS saalisés et les tranches sont montées entre
lame et lamelle avec du milieu de montage Vectésiiiéector Laboratories).
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6. Analyse des données
a. Détection des CPSIm

Pour la détection des courants synaptiques, nousnsawltilisé le module
Electrophysiology Data Recorder (WIinEDR, versiod.2, Strathclyde Electrophysiology
Software, © John Dempster, Université de Strathely@lasgow, UK). Les évenements ont
été détectés avec une méthode de ligne de baséemadiierchant des variations d’amplitude
supérieures a un seuil donné. Nous avons confifuiégiciel pour détecter comme un
évenement tout écart par rapport a la ligne de bagérieur a 3 pA sur une periode de 1 ms.
Tous les éléments détectés sont ensuite examidi&sdurellement par inspection visuelle et
les erreurs de détection sont rejetées.

b. Ajustement des CPSIm

Pour I'ajustement des courants synaptiques, noassautilisé le module Whole Cell
Program (WIinWCP, version 3.5.8, Strathclyde Elqutgsiology Software, © John
Dempster, Université de Strathclyde, Glasgow, UK).

) Transmission inhibitrice

Dans notre préparation, nous avons détecté desartsusynaptiques inhibiteurs
GABAergiques et glycinergiques. Ces courants pit@sem une phase décroissante pouvant
étre décrite par une constante de temps monoexpeltenLes CPSI GABAergiques étaient
caractérisés par une constante de temps de démetivaonoexponentielle lente (>15 ms)
tandis que les CPSI glycinergiques possédaient aomstante de temps de déactivation

monoexponentielle rapide (<13 ms).
La fonction de décroissance monoexponentiellesésli:
y(x) = A*exp(-x/t)

est définie par deux parameétres : lI'amplitude A (@) et la constante de temps de
décroissancedecay (en ms).
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Nous avons également observé des CPSI dit mixtgsawpient une cinétique de
déactivation ajustée par une fonction biexpondetiallec une constante de temps rapide
comparable a celle des CPSIm glycinergiques etconstante de temps lente comparable a
celle des CPSIm GABAergiques.

La fonction de décroissance biexponentielle :
y(x) = Al * exp(-x/11) + A2 * exp( -X /12)

est définie par 4 parametres : les amplitudes A42eten pA) et les constantes de temapst

T, (€N ms).

Afin de séparer les trois types de CPSI, nous apoosédé en 2 étapes. Un premier
ajustement de I'ensemble des CPSIm a été réalee awe fonction monoexponentielle. Les
CPSIm ont ensuite été examinés individuellement.GREIm correctement ajusté avec la
fonction monoexponentielle, et avec une constaetdedthps rapide (<13 ms), était classé
CPSIm glycinergigue. Un CPSIm correctement ajusée da fonction monoexponentielle, et
avec une constante de temps lente (>15 ms), dasté& CPSIm GABAergique. Cette
classification a été vérifiée dans un certain navd® cas en montrant que les CPSI avec des
constantes de temps inférieures al3 ms étaientisggpen présence de strychnine (1 uM) et
ceux avec des constantes de temps supérieur a 1&tamst bloqués par la bicuculline
(10uM) (voir la 2eme partie des résultats). Lorsqu@inSI n’était pas ajustable avec une
fonction monoexponentielle, nous I'avons ajustécauae biexponentielle. Si I'ajustement

était correct, cet événement était classé comment Rficte.

Enfin, si un courant n’était ajustable ni avec fm@ction monoexponentielle, ni avec

une fonction biexponentielle, il était rejeté danlalyse.

Dans le logiciel, la fenétre d’ajustement est dieign 2 parties. La partie haute permet
de visualiser le courant et I'ajustement réalisé. dartie inférieure indique la somme des
carrés des différences entre la trace enregistiédrace théorique. Ceci est pour nous un tres

bon indicateur de la qualité de I'ajustement.
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i) Transmission GABAergique

Les CPSI GABAergiques isolés pharmacologiquement sies courants avec une
phase d’activation et une phase de déactivatiolesodeux monoexponentielles. Pour ajuster
ces courants, nous avons utilisé la fonction EP€n@plate current ») du logiciel, qui nous

permettait d’ajuster le décours des événementsstanstégralité.
La fonction EPC utilisée :
y(x) = A*0.5* (1 +erf( X /tiise ) * €Xp( -X /Tdecay)

est définie par 3 parametres : I'amplitude A (en,dA constante de temps d’activatiope

(en ms) et la constante de temps de deactivaiig(en ms)

C. Représentation des données

Pour chaque évenement, nous avons mesuré plugatametres : I'amplitude du
courant (en pA), la constante de temps d’activatigg. en ms), la constante de temps de
déactivation {4ecayen ms). La fréquence moyenne d’apparition deseiwents est elle aussi
calculée (inverse de lintervalle entre les évenas)e La valeur moyenne de chaque

parametre est calculée pour chaque neurone eméegist

d. Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées avegitéel Statistica 5.1 en utilisant une
ANOVA multifactorielle portant sur les facteurs iteament, age, lamina. Lorsque les effets
étaient significatifs, les comparaisons multipledre groupes ont été faites avec le test
posthoc de Tukey.

Dans le cas d'un traitement pharmacologique aigs,données moyennes ont été
comparées avant et apres l'application de la dragwda méme cellule. Dans ce cas nous

avons utilisé une ANOVA avec mesures repétees.
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V. Marquages immunocytochimiques
1. Préparation des tranches de moelles épiniéragées.

Les animaux sont anesthésiés par une injectioa-p#ritonéale d’uréthane a 30 %. La
cage thoracique est ouverte et une aiguille réli@ae pompe péristaltique est insérée dans le
ventricule droit du cceur. L'oreillette gauche estisée pour permettre I'évacuation du liquide
de perfusion. Le systeme circulatoire est tout ofdlbrincé par perfusion de PBS, puis la
fixation est réalisée avec du PAF a 4% dans du ¢eanpposphate 0,1 M.

* Lesrats ageés de 15 jours sont perfusés aveéhihake 7,5 mL/min, avec 30 mL
de PBS, puis 75 mL de PAF.

 Lesrats agés de plus de 21 jours sont perfuggsum débit de 30 mL/min, avec
150 mL de PBS, puis 300 mL de PAF 4%.

Apres perfusion, la moelle épiniere est prélevepast-fixée avec du PAF 4 % dans du

tampon phosphate (0,1 M ; pH 7,4) pendant 24 lefigérateur.

Aprés la post-fixation, la moelle est conservéesddn PBS complété avec du
thimérosal (Sigma, France). Une marque est réatisés la corne ventrale droite afin de
latéraliser les tranches. La partie lombaire dadelle est isolée et incluse dans de I'agar 2%,
puis des tranches transversales deu®0sont réalisées au vibratome (Leica VT1000S). Les

coupes sont stockées dans du PBS-thimérosal agerafieur.
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Tableau 6: Composition des tampons utilisés pour les marquges immunologiques.

1 litre de PBS 1x 1litrede PBa0,2M

NacCl 9¢

NaHPQ, (12 H0) 1,86 g 58 ¢

NaH,PQ, (1 H,0O) 0,346 g 5,28 ¢

Tableau 7: Anticorps primaires utilisés

Anticorps Primaire Référence Dilution
Ac polyclonal de cochon d’Indanti-GlyT?2 Chemicon, Allemagne 1/5000
Ac monoclonabnti-GAD67 Chemicon, Allemagne 1/2500
Ac polyclonal de lapiranti-PKCy SantaCruz, USA 1/10000
Ac monoclonabnti-GFAP Sigma, France 1/1000
Ac polyclonal de lapiranti-GFAP US Biological, USA 1/500
Ac polyclonal de lapiranti-P450scc Chemicon, Allemagne 1/5000
Ac polyclonal de lapiranti-PBR Don du Dr Papadopoulos 1/500
Ac polyclonal de lapiranti-PAP7 Don du Dr Papadopoulos 1/500
Ac monoclonabnti-NeuN Chemicon, Allemagne 1/5000
Ac polyclonal de lapiranti-StAR Abcam, UK 1/500
Tableau 8: Anticorps secondaires utilisés

Anticorps secondaire Référence

Anti-lapin conjugué FITC produit chez la chévre 8is, France

Anti-lapin conjugué Cy3 produit chez I'ane JacksmmunoResearch, USA

Anti lapin conjugué AMCA produit chez I'ane JackdairmunoResearch, USA

Anti-souris conjugué FITC produit chez I'ane JackdmmunoResearch, USA

Anti-souris conjugué Cy3 produit chez I'ane JacksomunoResearch, USA

Anti-cochon d’Inde conjugué FITC produit chez I'd&ne Chemicon, Allemagne
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2. Immunohistochimie

Nous avons réalisé des marquages par la technimauwainofluorescence sur coupe flottante.

Le protocole utilisé est le suivant :
» 3 fois 10 minutes de ringcage avec du PBS.

e 45 minutes d’incubation avec du sérum (10% dansP®8S-T) de I'espéce

productrice de I'anticorps secondaire pour satie@®esites aspécifiques.

* Les tranches sont incubées toute la nuit a 4ut@is plateau agitateur, avec le(s)
anticorps primaire(s) dilués dans du PBS-T. Lefedihts anticorps primaires utilisés

sont indiqués dans le tableau 7, ainsi que laidilud laquelle ils ont été utilisés.
* 3 fois 10 minutes de ringcage avec du PBS.

* 2 h dincubation avec I'anticorps secondaire (€ahb 8) dilué au 1/2000 dans du
PBS-T.

» 3 fois 10 minutes de ringcage avec du PBS

Les coupes sont alors montées entre lame et laraee du milieu de montage
Vectashield (normal ou hardest). Un contrble négsti effectué pour chaque expérience en

suivant le méme protocole, mais sans anticorpsgiran

Les images numériques des coupes sont acquisesda d’'un microscope Leica
LEITZ DMRD.

86



Resultats
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Article 1

Contribution différentielle de la transmission GABAergique
et glycinergique dans la lamina Il et les laminaell-1V

de la corne dorsale de la moelle épiniere de rat
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Situation du sujet

Dans un premier temps, nous avons cherché a casactées propriétés de la
transmission synaptique inhibitrice globale dansdme dorsale de la moelle épiniere. Nous
avons étudié cette transmission synaptique infgbittans les laminae IlI-IV puis nous avons
compare ses propriétés a celles de la lamina II.

Dans la corne dorsale, la transmission synaptiglibiirice est portée par le GABA et
la glycine. Nous avons observé que dans les lamid¥, tous les neurones enregistrés
recevaient des entrées synaptiques GABAergiqugl/@nergiques. Dans la lamina I, 55%
des neurones recoivent des entrées synaptiques @ljRfues et glycinergiques ; alors que
les 45% des neurones ne regoivent qu'une composgnéptique GABAergique.

Dans les laminae llI-1V, la transmission glycinengg est prépondérante, alors que la
transmission GABAergique est dominante dans laranil. D’'autre part, une fraction de
synapses inhibitrices dans la lamina Il co-libedinGABA et de la glycine et la co-détection
de ces deux neurotransmetteurs est possible dansatwlitions ou il ya une synthese
endogene de stéroides5i-réduits. En revanche, nous n’'avons jamais déteette co-
transmission dans les laminae 1lI-IV, méme danscoeslitions ou la production endogéne de
stéroides est stimulée, comme par exemple lorsimulbation des tranches avec de la
progestérone, l'injection sous-cutanée de progasééiou l'induction d’'une inflammation
périphérique.

Nos résultats indiquent qu'il existe des difféeresicdans les propriétés des
transmissions synaptiques inhibitrices dans laranii et les laminae IlI-IV qui pourraient
sous-tendre des différences dans la modulatiofingtdration des informations sensorielles

en fonction de la région de la corne dorsale coreer
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Article 2

Dans la corne dorsale de la moelle épiniere de rat,

le transport mitochondrial du cholestérol détermineles différences

régionales de cinétiques de déactivation des CPSIGABAergiques
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Situation du sujet

Apres avoir caractérisé les propriétés de la trassaon synaptique inhibitrice globale,
nous avons étudié le stransmission synatique GAg4ee et sa modulation différentielle
par la synthese locale de stéroideS@ réduits.

Dans le systéme nerveux central, la transmissioaigue inhibitrice passant par
I'activation des récepteur GABAjoue un rble fondamental dans l'intégration dessages
sensoriels. Les stéroidegXi-réduits sont de puissants modulateurs allostésiguasitifs du
récepteur GABA. De plus, ils peuvent étre synthétisés localendamis la lamina Il de la
moelle épiniére et ainsi potentialiser la transirssynaptique GABAergique. Cette synthese
endogene, forte durant les premiers jours apraaiksance, diminue a partir duéT%jour de
vie postnatale. Chez l'animal adulte, cette syrgha%®st plus détectée, mais peut étre
stimulée pharmacologiquement ou lors d’une inflatomapériphérique. Alors que beaucoup
d’études ont caractérisé la transmission synapti@a@Aergique dans la lamina Il et sa
modulation par les neurostéroides, trés peu dinédions claires sont disponibles a ce sujet
en ce qui concerne les laminae IlI-1V.

Nous avons donc décidé de commencer par caractirisansmission GABAergique
dans les laminae llI-IV et de comparer ses progsiét celle observées dans la lamina Il de la
corne dorsale de la moelle épiniére de rat. Nownsvéalisé cette partie de I'étude sur des
rats agés de 10 a 15 jours afin de se placer dade slu développement ou la synthése
endogene de stéroideaZ-réduits est maximale dans la lamina I, ce quiraduit par des
courants postsynaptiques GABAergiques avec desiqums de déactivation trés lentes. Ceci
va nous permettre d’évaluer si cette synthése essi gorésente dans les laminae plus
profondes Il et IV ; ou encore si les stéroideb®@réduits synthétisés dans la lamina Il
diffusent vers les couches plus profondes. Puis rmyons cherché a savoir s’il existait une
modulation de cette synthése au cours du dévetoppieou lors de linduction d'une
inflammation périphérique.

Nous avons réalisé des enregistrements électrapbggjues en patch-clamp sur des
tranches aigues de moelle épiniere lombaire afimégurer les cinétiques de déactivation des
courants postsynaptiques GABAergiques miniaturddS(@), et par consequent d’estimer la
présence ou I'absence de stéroidesoBréduits a la proximité des récepteurs GABA

Nous avons observé qu'entre 1&8"9et le 16™ jour de vie postnatale, les CPSIm

GABA, présentent des cinétigues de déactivation sigifiement plus rapides dans les
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laminae IlI-IV que dans la lamina Il. Nos résultaisntrent que ce phénomeéne est di a une
synthese localisée de stéroides@-réduits dans la lamina Il. Une telle synthéseabsente
dans les laminae llI-1V & ce stade du développement

Durant les premiers jours suivant la naissance \Riahs les laminae Il et -1V, les
CPSIm présentent également des cinétiques de hitamti lentes du fait d’'une production
locale de stéroidesuBa-réduits. Cette production résulte de l'activitéitue de la TSPO,
qui contrdle la synthése des neurostéroides erargge transport du cholestérol a travers les
membranes mitochondriales. L'activité de la TSP€pdiait dans les laminae IlI-1V aprés le
8™ jour de vie postnatale, puis est négativementléégtans la lamina Il aprés le*'Sjour
de vie postnatale. Ce phénomeéne se traduit paacc&ération des cinétiques des CPSIm.
Entre le 9éme et le 15éme jour de vie postnatalesyhthése de stéroidexS-réduits
résultant de l'activité du TSPO est localementreaste a la lamina Il, ou elle est maximale.
Les stéroides alors synthétisés dans la lamina Itiffusent pas dans les laminae IlI-1V
voisines. Aprés le 8éme jour de vie postnatalegfeymes nécessaires pour la synthése des
stéroides @5a-réduits restent fonctionnelles dans les lamin&éVvll En effet, des stéroides
3aba-réduits sont synthétisés dans les tranches, & gardifférents précurseurs ou suit a une
injection sous-cutanée de progestérone. De pluge sulinduction d’'une inflammation
périphérique par une injection intraplantaire deagenine, I'activité maximale de la TSPO
est restaurée dans les laminae IlI-IV.

Nos résultats indiquent que les cinétiques de dedicn des CPSIm GABAergiques
dans la corne dorsale de la moelle épiniére satérf@nt contrdlées par la synthese locale de
stéroides @5a-réduits, notamment dans des situations de doulglammatoire ou de

fluctuations de stéroides circulants servant deysséurs pour la synthése de ces stéroides

3o5a-réduits.
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Regional differences in the decay kinetics of GABAreceptor-mediated
mIPSCs in the dorsal horn of the rat spinal cord ae determined by

mitochondrial transport of cholesterol.
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